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RESUMEN

Este proyecto se enfoc6 en: conocer la influencia de temperatura y salinidad en el crecimiento
bacteriano de Listeria y Salmonella en quesos frescos, que fueron recolectados en la ciudad de
Riobamba, y llevados al laboratorio de biotecnologia animal para los respectivos anélisis
microbioldgicos. Las unidades experimentales estuvieron conformaron por cinco quesos de cada
una de las tres queseras rurales, con tres repeticiones cada una en diferentes tiempos. Para los
analisis microbiol6gicos se aplicé un muestreo aleatorio en las tres queseras rurales en diferentes
dias y hora de produccién. Los resultados revelaron que al realizar la conservacién a 12 grados
centigrados existio mayor proliferacion de microrganismos presentando una media de 1296,3
UFC. g-1 de listeria monocytogenes, en tanto que el con 15%  de salinidad existi6 menor
presencia de (259,26 UFC. g-1) de listeria monocytogenes. Ademas, a una temperatura de 12
grados centigrados combinado con una salinidad de 15% se pudo retardar el crecimiento de los
microorganismos. El tratamiento de combinacion temperatura 4 grados centigrados y salinidad a
5% en las tres queseras presentd mayor carga microbiana por lo que se elabord un protocolo de
buenas practicas de manufactura y procedimiento operativo estandarizado que debera ser aplicado

en las queseras estudiadas para mejorar la inocuidad del proceso de produccion de queso fresco.

Palabras clave:<QUESOS FRESCOS>,<TEMPERATURA>, <SALINIDAD>,
<CRECIMIENTO BACTEREANO>, <Listeria Monocytogenes>,
<SalmonellaSPP><CONSERVACION>, <BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA>.
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SUMMARY

This project focused on: knowing the influence of temperature and salinity on the bacterial growth
of listeria and salmonella in fresh cheeses, they were collected in Riobamba city and taken to the
animal biotechnology laboratory for the respective microbiological analyzes. The experimental
units were made up of five pieces of cheese from each of the three rural pieces of cheese, with
three repetitions each at different times. For the microbiological analyzes, a random sampling was
applied in the three rural cheese farms on different days and hours of production. The results
revealed that when analyzing conservation at 12 degrees Celsius, there was a greater proliferation
of microorganisms presenting a measure of 1296.3 CFU. g-1 of listeria monocytogenes, while
with 15% salinity there was less presence of) 259.26 CFU. g-1) Listeria monocytogenes. In
addition, at a temperature of 12 degrees, Celsius combined with a salinity of 15%, the growth of
microorganisms could be retarded. The combination treatment temperature 4 degrees Celsius and
salinity at 5% in the three pieces of cheese presented a greater microbial load, so a protocol of
good manufacturing practices and the standardized operating procedure was developed that
should be applied in the cheeses studied to improve the safety of the Fresh cheese production
process.

Keywords:FRESH CHEESE, TEMPERATURE, SALINITY, BACTERIAL GROWTH,
Listeriamonocytogenes, Salmonellaspp, CONSERVATION, GOOD MANUFACTURE
PRACTICES.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, mensualmente se consumen 1,36 millones de kilos de queso de todas las
variedades, lo cual representa un mercado de $7,03 millones por mes. ElI consumopromedio por
hogar alcanza las 2,5 unidades de 500 gramos; para ello una familia destina en promedio $6,5 por
mes. El 81,5% del mercado de quesos corresponde a la variedad del fresco, que contempla el

gueso de mesa, de comida, el amasado, el criollo, (Ramos, 2012 pag. 12).

Los quesos hechos con leche sin pasteurizar parecen estar asociados con brotes de intoxicaciones
alimentarias con mayor frecuencia que los fabricados a partir de leche pasteurizada, aunque estos
también pueden ocasionar toxiinfecciones por una inadecuada pasteurizacion de la leche o porque
el queso hecho de leche pasteurizada se contamina posteriormente con microorganismos

patdgenos, (Alais, 1985 pag. 23)

El consumo de productos procesados en especial de lacteos se ha incrementado en las dltimas
décadas, sobre todo en las grandes ciudades del Ecuador, provocando el cambio de patrones

alimenticios de la poblacion hacia los productos procesados (Cortazar, 2013 pég. 34).

La presencia de L.monocytogenes en alimentos pasteurizados suele ser debido a la contaminacion
después del proceso de tratamiento con calor. Es una bacteria de psicotropicos, capaz de crecer y
multiplicarse durante el almacenamiento en frio e incluso algunas células pueden multiplicarse a
un nivel que es peligroso consumidores. Sobre 50% de los brotes de listeriosis en Europa han sido
asociada a los productos lacteos, las medidas de control especial son necesarias para eliminar la

presencia de L. monocytogenesen alimentos lacteos(Fundacion Vasca para la Salud Alimentaria , 2006)

Cuando las bacterias Salmonella pasan de los animales hospedadores a los alimentos derivados
(carne, huevos, leche) es capaz de multiplicarse a una velocidad muy elevada, ya que puede
duplicar su nimero cada 15 6 20 minutos si la temperatura es elevada (superior a 20° C), y mas
significativamente, si la temperatura ambiente supera los 30°C, ya que su temperatura Optima de
crecimiento es de 30-37°C.(ELIKA, 2013)

Si los alimentos no se refrigeran rapidamente (el limite de crecimiento esta en 6°C) el
microorganismo se multiplica, con el consiguiente riesgo de contaminar los alimentos. Por tanto,
temperatura y tiempo son dos factores claves en el desarrollo de la SalmonellaLos principales

indicadores de la calidad microbiol6gica de los alimentos se refieren a aquellos patdégenos que



producen enfermedades de trasmision alimentaria, entre los mas frecuentes son: las
intoxicaciones alimentarias, infecciones debido a la presencia de Listeria monocytogenes y
Salmonella sp. fiebre tifoidea, Hepatitis A, etc, (ELIKA, 2013)

Los quesos por su alta actividad de agua se consideran alimentos de alto riesgo debido a la
presencia de microorganismos patdgenos los cuales pueden ser controlados mediante los
protocolos de buena practicas de manufactura reduciendo de esta manera la grabe problematica

de brotes de enfermedades (Organizacion Panamericana de la Salud, 2015)

En el afio 2008, el Ministerio de Salud Publica del Ecuador report6 mas de 10000 casos de
intoxicacion alimentaria, pero no menciona los patdgenos que lo causaron ni los alimentos
involucrados, razon por la cual los quesos frescos constituyen el principal alimento involucrado

en brotes de Listerioris a nivel nacional, regional y mundial. (Ramos, 2012 pég. 22)

La Listeria monocytogenes y la Salmonella Sp. siguen siendo microorganismos de alto impacto
en la salud publica, por lo que se requiere desarrollar investigaciones tendientes a la aplicacion
de estrategias que permitan la intervencion a lo largo de la cadena alimentaria de los lacteos bajo
un enfoque de analisis de riesgos, de tal manera que conduzca a la disminucion en la incidencia
de Listeriosis y Salmonelosis en base a estudios que permitan determinar la contaminacién

posterior del proceso de elaboracidn de quesos frescos (Castafieda, 2002 pag. 32).

El crecimiento de los microorganismos puede reducirse mediante el uso de bajas temperaturas de
conservacion e incrementando el nivel de salinidad, para restringir su crecimiento y desarrollo,
por cuanto el ion cloro del cloruro de sodio al disociarse en los alimentos, restringe el crecimiento,
vuelve el oxigeno menos accesible a los microorganismos y produce cambios en la presion

osmatica, (Jimenes, 2016 pag. 1).

e Conocer la influencia de la temperatura de conservacion y salinidad en el crecimiento de

Listeria monocytogenes y salmonella sp. en queso frescos.

e Determinar la presencia de los microorganismos indicadores Listeria monocytogenes y

Salmonella spen quesos frescos provenientes de tres queseras del canton Riobamba

e Evaluar el crecimiento de Listeria y Salmonella en diferentes concentraciones de sal al
(5,10,15%) y a diferentes temperaturas (4,8,12 °C)

e Elaborar un protocolo de buenas précticas de manufactura y procedimientos operativos

estandarizados de saneamiento para las tres queseras.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. La Leche

Definicion de la leche segun el INEN Leche. Producto de la secrecion mamaria normal de
animales bovinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios diarios, higiénicos,
completos e ininterrumpidos, sin ningln tipo de adicidn o extraccién, destinada a un tratamiento
posterior previo a su consumo. Leche cruda. Leche que no ha sido sometida a ningln tipo de
calentamiento, es decir su temperatura no ha superado la de la leche inmediatamente después de

ser extraida de la ubre no mas de 40°C (INEN, 2012 pég. 1)

Leche es el producto integro, sin adicion ni sustraccion alguna, exento de calostro, obtenido por
ordefio higiénico, completo, de vacas sanas y bien alimentadas. Otro concepto menciona que la
Leche es la secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenida mediante uno o mas ordefios
sin ningun tipo de adicioén o extraccion, destinada al consumo en forma de leche liquida o a

elaboracién ulterior. (Codex alimentarius, 2011 pag. 11)

Producto lacteo es un producto obtenido mediante cualquier elaboracién de la leche, que puede

contener aditivos alimentarios y otros ingredientes funcionalmente necesarios para la elaboracion.
(Codex alimentarius, 2011 pag. 1)

1.1.1. Composicion de la leche

La leche proporciona nutrientes esenciales y es una fuente importante de energia alimentaria,
proteinas de alta calidad y grasas. La leche puede contribuir considerablemente a la ingestion
necesaria de nutrientes como el calcio, magnesio, selenio, riboflavina, vitamina B12 y acido
pantoténico. La leche y los productos lacteos son alimentos ricos en nutrientes y su consumo
puede hacer mas diversa las dietas basadas principalmente en el consumo de vegetales. La leche
de origen animal puede desempefiar un papel importante en las dietas de los nifios en poblaciones

con bajo nivel de ingestion de grasas y acceso limitado a otros alimentos de origen animal.

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2019)



La especie del animal lechero, su raza, edad y dieta, junto con el estado de lactancia, el nimero
de pariciones, el sistema agricola, el entorno fisico y la estacion del afio, influyen en el color,
sabor y composicion de la leche y permiten la produccion de una variedad de productos lacteos:

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2019)

Leche de vaca: las grasas constituyen alrededor del 3 al 4 por ciento del contenido sélido de la
leche de vaca, las proteinas aproximadamente el 3,5 por ciento y la lactosa el 5 por ciento, pero
la composicién quimica bruta de la leche de vaca varia segun la raza. Por ejemplo, el contenido
de grasa suele ser mayor en el ganado Bosindicus que en el B. taurus. El contenido de materias
grasas de la leche del ganado B. indicus puede ser de hasta el 5,5 por ciento, como se indica en la

tabla 1-1. (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2019)

Tabla 1-1. Muestra la composicién quimica de la leche

Componente Valor medio %
Agua 86,9
Proteina 3,5
Gasa 4,0
Lactosa 4.9
Cenizas 0,7

Fuente: (Fernandez, 2010 pag. 1)

1.2. Queso fresco

El queso se define como un sistema tridimensional tipo gel, formado basicamente por la caseina
integrada en un complejo caseinato fosfato calcico, el cual, por coagulacion, engloba glébulos de
gasa, agua, lactosa, albuminas, globulinas, minerales, vitaminas y otras sustancias menores de la

leche, las cuales permanecen en la fase acuosa retenida (Alvaréz, 2009 pag. 34).

1.2.1. Propiedades y aportes nutricionales

Destaca las propiedades nutricionales del queso comparte casi las mismas propiedades
nutricionales con la leche, excepto porque contiene mas gasas y proteinas concentradas. Ademas
de ser fuente proteica de alto valor bioldgico, se destaca por ser una fuente importante de calcio

y fosforo (Licata, 2011 pég. 32).

e Sistema. -Se refiere a un conjunto de reglas, principio o0 medidas que tienen relacion en si.



Integral. -Implica que la gestion de residuos es adecuada.

Sistema de gestion integral de residuo. -Son maneras en como se debe aprovechar y manejar

los residuos s6lidos de una zona.

1.2.2. Control de calidad

Esta operacion se realiza en el laboratorio en donde se analiza la acidez y con el apoyo del Eko-

milk los resultados correctos de: proteina, contenido de agua, gasa, densidad, solidos no grasos

Y punto crioscépico, (Garcia-Islas, 2006 pag. 99).

Recepcién: En este proceso realizar dos actividades, la Filtracion y la medicién. Con la
filtracion evitar que pasen sustancias extrafias a la leche y la medicién de acuerdo a la

cantidad de producto a obtener aproximadamente.

Descremado: Las operaciones de produccion se realiza en el area de queso fresco (Ver

Figura 1 del Anexo 3); en esta operacién se descrema el 10% de leche a ser procesada.

Pasteurizacion: Tiene que llegar a una temperatura de 80 °C, alrededor de 10 a 15 min. En

este proceso tiene como finalidad eliminar los microrganismos patdgenos que posee la leche.

Enfriamiento: Debe llegar hasta una temperatura de 40°C, para poder adicionar el calcio.

Adicion de calcio: La finalidad de adicionar el calcio en la leche es de reponer lo que se ha
perdido de este ya que al momento de pasteurizar este tiende a evaporarse porgue es una
vitamina muy volatil, el calcio ayuda mediante sus iones la formacion de puentes entre las
micelas de caseina que esta a su vez aumentan su tamafio permitiendo asi menor tiempo de
coagulacién y mejorando la estabilidad de la cuajada, el producto a adicionar se usa
209g/100L. de leche.

Adicion de cuajo: Sedebe observar que la temperatura este en los 38 °C para proceder a

afiadir el cuajo, se afiade 7% / 100 L. de leche.

Reposo: Para que el cuajo actué en la leche se deja reposar alrededor de 30 min.



Corte: Con la ayuda de la lira de acero inoxidable realizar cortes horizontales y verticales.
El corte mejora la consistencia de la cuajada, aumenta el espacio de desuerado y también

favorece la evacuacion del suero.

Batido: Consta en mover la cuajada circularmente de adentro hacia afuera con la ayuda de
la lira, hasta dividir en pequefias proporciones, aumentando asi la salida del suero,
obteniendo una cuajada con mejor elasticidad, estabilidad y cohesion.

Reposo: Dejar en reposo aproximadamente 5 minutos hasta que la cuajada descienda a la

base de la ollay el suero se levante, para asi facilitar el desuerado.

Primer Desuerado: Retirar el 60 % de suero, con la ayuda de un balde previamente

desinfectado hacia otra olla de doble fondo.

Segundo Batido: Al igual que el primer batido logan fortalecer el gano de la cuajada.

Segundo Desuerado: Se procede a eliminar el exceso de suero hasta que el suero

escasamente cubra a la cuajada.

Moldeado: Esta operacidn consiste en poner la cuajada en lo moldes respectivos y voltear
rapidamente para darle la forma al queso de acuerdo al tipo de pedido que se esté realizando,

entre las presentaciones que ofrece la planta.

Prensado: Prensar por 30 min. El prensado ayuda a eliminar el excedente de suero aun

retenido en la cuajada, endurecer la masa, unir el gano y mejorar la forma del queso.

Desmoldado: Sacar los moldes y las mallas con mucho cuidado ya que estos deben presentar

perfectamente su forma.

Salmuerado: Colocar los quesos por 20 min en la salmuera, la misma que debe estar a 20
%B, la solucion esta constituida de 100 litros de agua y 32 kg de sal, este proceso nos permite

formar la corteza el queso.

Refrigerado: El queso se refrigera a 4°C en donde su consistencia mejora, se encontrara en

el cuarto frio hasta su posterior empacado.



e Empacado y Comercializado: esta operacion de empacado se realiza en el area de
empacado para el empacado se debe limpiar los quesos, retirando materiales extrafios que se
hayan adherido en él y cortar sus contornos sobrantes y colocando en fundas, sellar al vacio.

La comercializacion se realiza en la misma planta en el area de comercializacién

En el gréfico 1-1, seindica el diagrama de flujo de la elaboracion de queso tipo fresco en Lacteos

San Salvador.

Recepcidén y anélisis de la leche

Tamizado

Pasteurizacion (80°C)

Enfriamiento (40°C)

Adicion de calcio (20g/100L. de
leche)

Cuajado (7mL/100 L leche)

Reposo (30min)

Corte y batido

Reposo (5 min)

Desuerado (50-60%)

Batido

Desuerado

Moldeado

Prensado (30 min)

Desmoldado

Salmuerado (20 min)

Refrigerado (4 °C)

Empacado y Comercializacion

Graficol-1: Diagrama de flujo de

elaboracién de queso fresco.

Fuente:(Ministero del Ambiente , 2012 pag. 1) Boletin No.
15-2016, PNGIDS.



La préactica en torno a la elaboracion del queso ha sufrido importantes cambios, transforméandola
de un arte empirico, a una tecnologia industrial con fuertes bases Son procesos que empieza desde
la separacion de la fuente hasta la disposicion final de todos aquellos residuos sélidos que no
pueden ser reciclados o dados otra funcion méas que desecharlos. El queso es un alimento de
amplio consumo a nivel mundial, cuyas caracteristicas nutritivas, funcionales, texturales y

sensoriales difieren entre cada tipo, (Muller, 1977 pag. 56).

1.2.3. Propiedades y aportes nutricionales del queso

Desde el punto de vista fisicoquimico, el queso se define como un sistema tridimensional tipo
gel, formado basicamente por la caseina integrada en un complejo caseinato fosfato calcico, el
cual por coagulacién, engloba glébulos de grasa, agua, lactosa, albuminas, globulinas, minerales,
vitaminas y otras sustancias menores de la leche, las cuales permanecen adsorbidas en el sistema

0 se mantienen en la fase acuosa retenida, (Cortés, 2001 pag. 54)

Destaca las propiedades nutricionales del queso comparte casi las mismas propiedades
nutricionales con la leche, excepto porque contiene mas gasas y proteinas concentradas. Ademas
de ser fuente proteica de alto valor biol6gico, se destaca por ser una fuente importante de calcio

y fésforo (Licata, 2011 pég. 43).

La pérdida de agua que acompafia a la fabricacion del queso (el agua pasa de constituir un 90%
en la leche entera a un 70% en el queso fresco), concentra los principios nutritivos de la leche. En
general, los quesos frescos destacan por su contenido de proteinas de alto valor biolégico y calcio
de facil asimilacion, fésforo, magnesio, vitaminas del grupo B (especialmente, B2 o riboflavina,

B12 y niacina) y vitaminas liposolubles A y D.(Spada, 2009 pag. 1)

1.3.  Composicion del queso fresco

El queso fresco estd combinado por un 24 % de grasa, 21 % de proteina, 2 % de carbohidratos,
2 % de sales minerales y el 50% de agua, 1 % de sal de cocina ademas de las vitaminas A, B, D,

E y K. (Majem, 2005 pag. 45)

Los quesos frescos obtienen alto contenido de humedad y no han sido sometidos a un proceso de
maduracion, habitualmente tiene un sabor a leche fresca o leche acidificada. Su consistencia suele
ser pastosa, su color blanco su corteza es muy fina o no las posee. Los quesos frescos tienen un
pH de 4,5, alto contenido en humedad (60%) y es consistencia pastosa, como se indica en la tabla

2-1. (Aurelio, 1982 pag. 67).



Tablal.2-1. Requisito queso fresco

Requisitos ~ Tipo de queso Medid  Min. Max  Mét. de
a ensayo
Humedad Queso fresco comun % _ 65 INEN 63
Queso fresco extra himedo % >65 80 INENG63
Grasa Ricos en grasa % >60 _ INEN64
Grasos % >45 60 INEN 64
Semigrasos % >25 45 INEN 64
Pobres en grasa % >10 25 INEN 64
Desnatados % 10 INEN 64

Fuente(Intituto Nacional de Normalizacién EcuatorianalNEN, 2012)

1.3.1. Los peligros del queso fresco

El queso fresco se caracteriza por ser un producto poco fermentado, aunque ligeramente acido
(pH en torno a 5,3), muy liquido (actividad del agua de 0,9), con un bajo porcentaje de sal (menor
al 3%) y con un potencial de Oxido-reduccion electronegativo (ausencia de oxigeno). Estas

condiciones permiten el desarrollo de muchos microorganismos propios de la leche y de

contaminacion ambiental (Jerez, 2012 pég. 1)

Los microorganismos mas frecuentes que se presentan en el queso fresco debido a un mal manejo

en su elaboracion son los siguientes, (Licata, 2011 pag. 65):

o Brucella y Mycobacterium. Propios de la materia prima, es decir, de la leche cruda si los

animales estan enfermos o son portadores. Son los responsables de las fiebres de malta y

de la tuberculosis, respectivamente.

o Clostridiumbotulinum. Propia de las superficies, asi como de los suelos, polvo e incluso

algunas materias fecales contaminadas.

o Salmonella. Microorganismo de origen fecal procedente de animales o de personas

portadoras.



o Staphylococcusaureus. De origen propio de la piel de animales y personas, pero también

abundante en agua y algunas superficies contaminadas con materiales o restos animales

contaminados.

o Listeria monocytogenes. Microorganismo que podemos encontrar en cualquier parte,

aungue sus condiciones méas favorables de crecimiento son productos anaerobios y

refrigerados. En ellos su velocidad de crecimiento puede ser especialmente alta.

o Escherichiacoli. Al igual que Salmonella, es un contaminante fecal.

Segun la INEN 1528 los requisitos microbioldgicos. el analisis microbiol6gico correspondiente,

los quesos frescos no madurados deben dar ausencia de microorganismos patdgenos, de sus

metabolitos y toxinas.

Los quesos frescos no madurados, ensayados de acuerdo con las normas ecuatorianas

correspondientes deben cumplir con los requisitos microbioldgicos establecidos en la tabla 3-1.

Tabla 3-1:Requisitos microbiolégicos para quesos frescos no madurados

REQUISITO N M M C Método de ensayo
Enterobacteriaceas, UFC. g 5  2X10? 103 1 NTE INEN 1520 - 13
Escherichiacoli, UFC. g* 5 <10 10 1 AOAC 991,14
StaphylococcusaureusUFC. gt 5 10 102 1 NTE INEN 1529-14
Listeria monocytogenes /25 g 5 Ausencia - 1ISO 11290-1
Salmonellaen 25 g 5 Ausencia - 0 NTE INEN 1529 -15

Donde:
n NUmero de muestras a examinar

m: Indice méximo permisible para identificar nivel de buena calidad
M: indice méximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad
C: Numero de muestras permisibles con resultados entre m y M.
Fuente: (Intituto Nacional de Normalizacion EcuatorianalNEN, 2012)
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1.4. Caracteristicas deListeria monocytogenes

Listeria monocytogenes pertenece a la familia Listeriaceae. Se trata de un bacilo Gram positivo,
con un tamafio de 0,5 - 2 x 0,5 micras, patégeno intracelular facultativo del sistema
reticuloendotelial y movil a temperaturas entre 20°C y 25°C.En relacion con su metabolismo, es
anaerobio facultativo, catalasa positivo y oxidasa negativa. Se distinguen 13 serotipos, siendo el
1/2a, el 1/2b y el 4b los principales causantes de enfermedades en humanos y animales, véase la

figura 2-1(Jimenes, 2016 péag. 34).

Figura 1-1.Listeria, una maestra del camuflaje
Fuente: (Jimenes, 2016 pag. 34).

1.4.1. Epidemiologia. Patogenia. y Sindromes Clinicos

L. monocytogenes produce una toxina citolitica y hemolitica, llamada listeriolisina O, que actta
como un importante factor de virulencia. Se trata de una proteina de 52 kD que se secreta a pH
bajo y baja concentracion de hierro, condiciones presentes en el interior del fagolisosoma, (Cheftel,
1980. pag. 24).

Cuando es fagocitado, el microorganismo empieza a fabricar la listeriolisina, que se fija al
colesterol y rompe la membrana del fagolisosoma. Este puede ser el principal factor que favorece
su supervivencia intracelular, una de las caracteristicas patogénicas mas definitorias

deL.Monocytogenes.. (Madrid., 2019 pég. 76)

En personas adultas, la listeriosis invasiva se manifiesta como bacteriemia o como
meningoencefalitis secundaria a una bacteriemia, con una mortalidad elevada, de hasta el 30%.
Se piensa que el tracto gastrointestinal es la puerta de entrada. Son especialmente susceptibles los
pacientes de edad avanzada o con patologia de base. Entre éstas, hay que hacer especial mencion
de las neoplasias, sobretodo hematoldgicas, trasplantes de 6rganos, colagenosis, diabetes mellitus

y SIDA. (Badui, 2012 pag. 49)
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Las mujeres embarazadas son especialmente propensas a sufrir bacteriemia por L.
monocytogenes, representando hasta la tercera parte de los casos descritos. Suele producirse en
el tercer trimestre del embarazo y cursar como un cuadro pseudogripal de evolucion favorable.
Es muy poco frecuente el desenlace fatal en la madre, pero si no se instaura el tratamiento

adecuado se suele producir una amnionitis e infeccion fetal,(Luquet, 1993 pag. 43)

La afectacion fetal puede ser causa de aborto, alumbramiento de un nifio muerto o parto prematuro
de un neonato infectado con el cuadro clinico denominado granulomatosisinfantiséptica. Este
proceso se caracteriza por la formacion de abscesos o granulomas diseminados en drganos
internos como higado, pulmon, bazo, rifién y cerebro. Las manifestaciones sélo se producen
cuando lainfeccién se ha adquirido intradtero, a través de la placenta, y tiene muy mala evolucion,

con una mortalidad cercana al 100%..(Madrid., 2019 pég. 23)

Hay otro cuadro de listeriosis que afecta a neonatos sin ningln tipo de manifestacion clinica en
el momento del nacimiento y durante los primeros dias de vida. A los 3-4 dias de edad, comienzan
con un cuadro de fiebre y sintomas pseudocatarrales como consecuencia de una bacteriemia por
L. monocytogenes. Debido al especial tropismo que tiene esta bacteria por el sistema nervioso

central no es infrecuente que durante esta bacteriemia se produzca meningo, (Madrid, 2003 pég. 65)

El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (Invima ) realizé un estudio
para la determinacion e identificacion de L. monocytogenes en quesos que se comercializan en

Bogota cuyo resultado evidencio, en quesos frescos, una prevalencia del 26,6%(Instituto Nacional de
Salud, 2017 pég. 1)

1.4.2. Infecciones por Listeria

La listeriosis es una enfermedad transmitida por alimentos causada por la listeria monocytogenes
Puede encontrarse en una variedad de alimentos crudos, asi como en alimentos procesados y
hechos con leche no pasteurizada. La listeria es distinta a muchos otros gérmenes porque puede
crecer incluso dentro de las temperaturas frias de un refrigerador. (Pike, 2018)

Los sintomas incluyen fiebre y escalofrios, dolor de cabeza, malestar estomacal y vomitos. El

tratamiento es con antibioticos.(Pike, 2018 pag. 37)
Cualquiera puede contraer la enfermedad. Pero es mas probable que afecte a las mujeres

embarazadas, fetos, personas de edad avanzada y personas con el sistema inmunitario debilitado.

Para reducir el riesgo: (Pike, 2018 pég. 38)
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1.4.3. Brotes Causados Por Listeria Monocytogenes En Queso Fresco

Los principales brotes de Listeriosis asociados al consumo de queso reportados en el mundo se
presentan en la tabla 4-1, De los casos incluidos Gnicamente dos indican que fueron producidos
con leche cruda, y se destaca en este resumen la variedad de quesos (incluidos quesos frescos y

madurados). (Instituto Nacional de Salud, 2017 pag. 4)

Tabla 1.4.3-1: Principales brotes de Listeriosis asociados al consumo de queso en el mundo

Tipo de Nt de Tipo de Serotipo . :
Aflo quoso afectados Reporte Listeriosis | involucrado Pais Referoncia
Queso 11 nue tos
1085 blanda 7 (24.7%) | 4b Francia [15)
Chues blando
1897 | elaborada con 14 4 NI 4h Francia (18]
leche Lruda
Qupse fresca Estados
Upt MEwIcane 5 abirios
2000 El’;bm il IR 5 ND Uridos de (17
leehe cruda T Norteamérica
1 hospralizado
T 48 gzpfﬁe;; NI ND Suecia (18]
Cuesgo a8 1 NI Wh Japan [19)
AbDRS
17 h%)
feso Baclerenna 10
(58 &%)
2002 E'abf'aﬁﬂ 17 Ercefalis 11 ND Carada (204
can leche (64.7%)
Cruda Parion
prematurns 2
11.7%
2005 Eﬁ‘; 10 ND ND Ya Suiza (21
B mugros
(23 8%
2007 | Queso suave 21 A ND Noruega [22)
heepralizados
(1 %)
c 13 muertos . Republica
Quesa suave 74 7 3%) iiZh Checa [23)
Queso duro k] nespu.agzﬁadas] | dby¥b Memania (24
[14% muertos;
2008 | Cueso Bne 54 ND | Clon 4b Chile [25)
4 ML ros . . AUsIna Y
2009 | Queso durg 14 (26 %) | ¥-b. 4b T2 a Alemana [26)

ND: no hay data; |; Listeriosis invasiva; NI: Lislenasis no nvasva
Fuente(Instituto Nacional de Salud, 2017 pag. 1)
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1.4.4. Control Microbiol6gico

De acuerdo a (Intituto Nacional de Normalizacién EcuatorianalNEN, 2012 pag. 1), que en sus diferentes
normas técnicas de queso fresco, en los requisitos microbioldgicos se establece que “los quesos
frescos no madurados deben dar ausencia de microorganismos patogenos, de sus metabolitos y
toxinas.” Los quesos frescos no madurados, experimentados de acuerdo con las normas

ecuatorianas correspondientes deben cumplir con los requisitos microbiol6gicos establecidos,

1.5. Salmonella sp

La carga de las enfermedades de transmision alimentaria es considerable: cada afo,
aproximadamente una de cada 10 personas contrae la enfermedad y se pierden 33 millones de
afios de vida sana. Las enfermedades de transmision alimentaria pueden ser graves, en especial
cuando afectan a los nifios pequefios. Los alimentos insalubres son la causa mas comun de las
enfermedades diarreicas. Cada afio enferman 550 millones de personas, de las cuales 220 millones
son nifios menores de 5 afos. Salmonella es una de las cuatro causas principales de enfermedades

diarreicas a nivel mundial..(Negri, 2005 pég. 34)

La Salmonella es una bacteria que frecuentemente da origen a enfermedades causadas por los
alimentos, también conocidas como “intoxicaciones alimentarias”. Los CDC estiman que cada
afio en los Estados Unidos la Salmonella da origen a 1 milldn de casos de enfermedades causadas
por los alimentos. En los ultimos afios, los brotes de salmonelosis* han sido vinculados a la
contaminacion de pepinos, pollo, huevos, pistachos, atin crudo, germinados y muchos otros

alimentos, como se indica en la Figura 3-1(Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU, 2018 pag. 1)

Figura 2.1. llustracion de la Salmonella spp
Fuente:(Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU, 2018)
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Los quesos puedes ser vehiculos microorganismos patdgenos como staphylococusaureus,
salmonella y listeria monocytogenos. La fuente més importante de contaminacion es la leche que
sumado a las deficientes condiciones higiénicas del proceso artesanal de fabricacién del queso
asen el producto final riesgoso para el consumido. (Cheftel, 1980. pag. 34)

La temperatura regula el desarrollo microbiano y la actividad de los enzimas. La temperatura
Optima para el desarrollo de la flora superficial del queso es de 20- 25°C; las bacterias lacticas
mesoéfitas mas rapidamente a 30-35°C, y las termdfilas, a 40-45°C. La produccion maxima de
enzimas tiene lugar generalmente a una temperatura inferior a la 6ptima de desarrollo y la

actividad de los enzimas, generalmente es maxima a 35-45°C.

En la préctica industrial, la maduracion se efectlia a temperaturas muy inferiores a las 6ptimas,

generalmente comprendidas entre 4 y 20°C, segun las variedades.

1.5.1. Salmonelosis

La salmonelosis es una infeccién causada por la bacteria Salmonella. De acuerdo a los Centros
de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), la salmonellosis causa
un estimado de 1,4 millones de casos de enfermedades transmitidas por alimentos y mas de 400
muertes anualmente en los Estados Unidos. El reporte de investigacién del Programa Activo de
Investigacion de Enfermedades Transmitidas a través de los Alimentos (FoodNet, por sus siglas

en inglés) del 2007, identifica a la Salmonella como la infeccidn bacteriana mas comin reportada,
(Cheftel, 1980. pag. 23)

Los sindromes clinicos asociados a alimentos, pueden ser muy variados, comprometiendo desde
la esfera gastrointestinal a la neurolégica. De todas formas el compromiso gastrointestinal es el
mas frecuente y la mayoria de estas enfermedades cursan con diarrea y vomitos de variada

intensidad, (Alvaréz, 2009 pag. 11).

1.5.1.1. Causas

Cualquier alimento puede estar infectado por la bacteria salmonella, si es manipulado por una
persona infectada con las manos sucias o si el alimento entra en contacto con otros que estan
contaminados, es lo que se denomina como “contaminacion cruzada” Necesita una temperatura
para desarrollarse a 6-46°C, aunque a temperaturas menores a 10°C puede retardar el crecimiento
de colonias, se podria evitar el incremento de esta bacteria a temperaturas menores a 7°C, para

garantizar la muerte se necesita exceder una temperatura de 49,5°C, (Alvaréz, 2009 pag. 12).
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Generalmente la mayoria de personas se infecta por comer alimentos que han sido contaminados
Su infeccion se la denomina Salmonelosis, su habitad es en el intestino de los seres humanos y
en el reino animalia, los sintomas pueden desarrollarse 12 horas a 3 dias posteriores al contacto

con la bacteria, los cuales son: disenteria, hipertermia, calambres ventrales, (Badui, 2012 pag. 12).

Al tratarse de una infeccidn intestinal, la bacteria también se encuentra en las heces de personas
infectadas, por eso la higiene personal cobra especial relevancia durante y después de pasar la
enfermedad, ya que el no lavarse las manos después de ir al bafio y manipular alimentos puede

ser el origen de infecciones en otras personas. (Perez, 2019 pag. 2)

Dado que las altas temperaturas favorecen el crecimiento y desarrollo de estos microorganismos,
la mayoria de los casos suelen producirse en verano, por lo que es necesario realizar la adecuada
manipulacion de los alimentos, desde que se producen hasta que se consumen, incide

directamente sobre la salud de la poblacidn, (Prescal, 2014 pag. 34).

15.1.2. Sintomas

Los sintomas de la enfermedad comienzan a manifestarse entre 6 y 72 horas (generalmente 12 a

36 horas) después de la ingesta de Salmonella, y la enfermedad dura entre 2 y 7 dias. (Organizacion
Mundial de la Salud , 2018)

En la mayoria de los casos, los sintomas de salmonelosis son relativamente leves y los pacientes
se recuperan sin tratamiento especifico. Sin embargo, en algunos casos, particularmente en nifios
pequefios y en ancianos, la deshidratacion causada por la enfermedad puede ser grave y poner en
peligro la vida. Si bien los grandes brotes de Salmonella suelen atraer la atencién de los medios
informativos, entre el 60% y el 80% de los casos de salmonelosis no se registran como parte de
un brote conocido y se clasifican como casos esporadicos, 0 ni siquiera se diagnostican (Perez, 2019
pag. 2)

1.5.1.3. Tratamientos

En la mayoria de las ocasiones se autolimita espontaneamente, sin necesidad de tratamiento. En
caso de agravamiento, deberia ser tratado en un hospital”, La OMS por su parte afirma que en los
casos graves el tratamiento es sintomatico y consiste en la reposicion de los electrolitos perdidos
a raiz de los vomitos y la diarrea (mediante el suministro, por ejemplo, de iones de sodio, potasio

y cloruro) y la rehidratacidn, (Pike, 2018 pég. 12).
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CAPITULO 1l

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El proyecto se realiz6 en la ciudad de Riobamba,en el laboratorio de biotecnologia animal
perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, provincia de Chimborazo, cantén
Riobambaa una altitud de 2750 msnm, con una latitud: -1,672711 y una Longitud: -78,648308 y

el tiempo de duracion de la investigacién fue de 60 dias, como se indica en la tabla 1-2.

Tabla 2.1-2: Condiciones Meteoroldgicas del cantén Riobamba.

PARAMETROS UNIDADES VALOR PROMEDIO ANO 2018
Temperatura °C 13,10

Precipitacion Mm 558,60

Humedad relativa % 71,00

Heliofania Horas luz 8,5

Fuente: (Estacion Agrometeoroldgica de la Facultad de Recursos Naturales, 2018)

2.2. Unidades Experimentales

Las unidades experimentales se conformaron por cinco quesos de cada una de las tres queseras
rurales, con tres repeticiones de cada una en diferentes tiempos,para los analisis microbioldgicos
se aplic un muestreo aleatorio en las tres queseras rurales en diferentes dias y hora de produccion
el lugar de realizacion de los analisis microbiol6gicos fue el Laboratorio de Biotecnologia animal

de la Facultad de Ciencias Pecuarias, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
2.3. Materiales, Equipos e Instalaciones

2.3.1.  Materiales

e Placas petrifilm

e Pinzas

e Gradilla tubos de ensayo
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e Mechero

e Pipetas

e Pipeta de 10ml

e Varilla de agitacion
e Pipetasde 1y 10 ml

e Tubos de ensayo

e Espéatula

e Fundas

e Botas

e Mascarilla

e Guantes

e Overol

e Cooler
2.3.2. Equipos

e Microscopio

e Cuenta colonias
e Autoclave

e Congelador

e Cabina de flujo laminar

2.3.3. Medios de cultivo

e Placas Petri film para Salmonella sp.

e Pacas Petri film para Listeria monocytogenes.

2.4. Tratamiento y Disefio Experimental

En este trabajo se utilizé un disefio Completamente al Azar en arreglo trifactorial en donde el
factor “A” corresponder a la procedencia de los quesos, el factor B a los niveles de salinidad y el
factor ”C” corresponde a los niveles de temperatura. El modelo lineal aditivo con el que se modelo

a los resultados se describen a continuacion en la presente investigacion:
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Ecuacion 1-2:

Yijkl= pu+ ai+ Bj+ vk ai * fj xyk+ €ijkl

Yijk = Valor de la variable.

u = Media general.

ai = Efecto del lugar de procedencia de los quesos.

Bj = Efecto de la Temperatura (°C)

vk = Efecto de salinidad, (°B)

ai * Bj= Interaccién entre la procedencia del queso, la temperatura y la salinidad

eijk = Efecto del Error experimental.

2.5. Mediciones Experimentales

e Recuento microbiano en placa Petri film para Salmonella sp.

e  Recuento microbiano en placa Petri film para Listeria monocytogenes

2.6. Analisis Estadisticos y pruebas de significancia

e Anadlisis de varianza (ADEVA).

e Separacion de medias mediante Tukey (P < 0,05 y P<0,01)

2.7. Esquema del experimento

El esquema del trabajo experimental se describe a continuacién en la tabla 2-2:
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Tabla 2.1-2:Esquema del Experimento

Lugar de Temperatura  Salinidad Repeticion TUE Total UE
procedencia Factor B Factor C Gramos Gramos
Factor A °C %
Quesera 1 4 5 3 25 75
Quesera 1 4 10 3 25 75
Quesera 1 4 15 3 25 75
Quesera 1 8 5 3 25 75
Quesera 1 8 10 3 25 75
Quesera 1 8 15 3 25 75
Quesera 1 12 5 3 25 75
Quesera 1 12 10 3 25 75
Quesera 1 12 15 3 25 75
Quesera 2 4 5 3 25 75
Quesera 2 4 10 3 25 75
Quesera 2 4 15 3 25 75
Quesera 2 8 5 3 25 75
Quesera 2 8 10 3 25 75
Quesera 2 8 15 3 25 75
Quesera 2 12 5 3 25 75
Quesera 1 12 10 3 25 75
Quesera 2 12 15 3 25 75
Quesera 3 4 5 3 25 75
Quesera 3 4 10 3 25 75
Quesera 3 4 15 3 25 75
Quesera 3 8 5 3 25 75
Quesera 3 8 10 3 25 75
Quesera 3 8 15 3 25 75
Quesera 3 12 5 3 25 75
Quesera 3 12 10 3 25 75
Quesera 3 12 15 3 25 75
TOTAL 81 675

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

El Esquema del Andlisis de varianza aplicado se describe en la tabla 3-2:
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Tabla. 2.3.3-2:Esquema del Anélisis de Varianza (ADEVA)

Fuente de Variacion Grados de libertad

Total 80
Factor A
Factor B
Factor C

2
2
2
interaccion A*B 4
Interaccion A*C 4
Interaccion B*C 4
Interaccion ABC 8
Error 54

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

2.8. Procedimiento Experimental

Se realiz6 el muestreo en tres queseras, de los cuales se tomd una muestra de cada 5 quesos

para cada repeticion. Esto se realiz en cada tratamiento.

Inicialmente se esteriliz6 todo el material de vidrio como las pipetas de 1ml y de 10ml, vasos

de precipitacion junto con la gradilla.

Posteriormente se tomd muestras de cada 5 quesos para luego afadir en un mortero y

homogenizar la muestra.

En la primera pipeta se coloc6 9ml de agua destilada con la ayuda de una pera de succion y

un gramo de queso, este proceso se repiti6 hasta llegar a una diluciéon ala 10

Una vez obtenida todas las diluciones se procede a tomar 1ml de la dilucion y se coloco en

las placas petrifimpara SamonellaylListeria.

Luego las placas se colocan en la estufa por un transcurso de 24 a 48 horas.

Finalmente, transcurrido el tiempo se realiza el conteo de las colonias que han crecido en cada

placa para realizar el analisis de cada tratamiento.
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2.9. Metodologia de Evaluacion

2.9.1. Determinacion de Salmonella UFC.g™.

Para la determinacion microbioldgica de Salmonella UFC. g%, se procedi6 de la siguiente manera:

Receptar e identificar las muestras.

o Esterilizar los materiales en autoclave por 15 minutos a 120° C (pipetas, tubos de ensayo

colocados en una funda de tela).

e Encender la cdmara de flujo laminar para la eliminacion de posibles contaminantes en el aire

(bacterias y levaduras).

e Colocar 15 tubos de ensayo debidamente rotulados en una gradilla y en cada uno poner 9 ml

de agua destilada.

e Poner en los tubos de ensayo 1 gramo de las muestras, agitar por un minuto, esta muestra

pertenece a la disolucién 10

e De la solucion anterior tomar 1 ml y colar en la siguiente fila de tubos, correspondiendo a la

dilucion 10

e De la solucion 102 tomar 1ml de solucién y colocar en la ultima fila de tubos,

correspondiendo a la disolucion 107

e Con lasolucién 10 sembrar en las placas Petri film 3M.

e Rotular las placas Petri film 3M y colocar 1 ml de solucién en el centro de la pelicula inferior

con ayuda de una pipeta, en posicidn inclinada.

e Correr la pelicula superior hacia abajo, evitando la formacion de burbujas de aire.

e Presionar con el aplicador el circulo del cultivo.
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o Al finalizar la siembra en las placas, poner en la estufa a una temperatura de 37° C durante

24 horas en el caso de Salmonella.

e Transcurrido el tiempo de incubacion sacar de la estufa y proceder al conteo de colonias e

identificar el nimero de microorganismos presentes.

2.9.2.Determinacion deListeriaUFC. g*

La Listeria monocytogenes es un bacilo corto, intracelular, que se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza 1-9, Este microorganismo es causante de la listeriosis siendo los
grupos con mas alto riesgo las mujeres embarazadas (en mayor porcentaje), recién nacidos,
ancianos, pacientes con enfermedades neoplésicas y personas que tienen el sistema inmunitario

deficiente (pacientes con VIH, pacientes con érganos transplantados, etc.) 2-4,6,9,10,

Esta bacteria es una de las patdgenas mas importantes de origen alimentario, dado que resiste
diversas condiciones ambientales, como pH bajo, altas concentraciones de sal y, sobre todo, tiene
la capacidad de sobrevivir a temperaturas de refrigeracion (2-4 °C) y tratamientos insatisfactorios
de pasteurizacién, logrando que se constituya en una seria amenaza a la seguridad de la industria

alimentaria 1,2,5-7,
Para la determinacion de Listeriase seguird el mismo procedimiento mencionado anteriormente,

el cambio que se realizo es en la utilizacion de placas Petri film para Listeria, y el tiempo de

incubacién 2 dias.
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Determinacion de Listeria monocytogenes en el queso fresco de tres queseras

rurales del canton Riobamba

3.1.1. Determinacidn de Listeria monocytogenes en el queso fresco por efecto del lugar de

procedencia

Al evaluar la presencia de Listeria monocytogenesen quesos provenientes de tres diferentes
queseras rurales del cantén Riobamba, se aprecia que estadisticamente existen diferencias
altamente significativas (P <0,01) por efecto del lugar de procedencia como se muestra en la tabla
8-3, siendo mayor el contenido microbiolégico en la quesera 3 con valores de 1940,74 UFC. g,
seguido de la quesera 2 con un resultado de 555,56 UFC. gy finalmente en la quesera 3, se

reporta el menor contenido de Listeria con 370,37 UFC.g%, revisar la tabla 1-3

Tabla 1-3. Influencia del lugar de procedencia en el crecimiento de Listeria monocytogenes.en

el queso fresco de tres queseras rurales del canton Riobamba.

EFECTO DE LA LUGAR DE
PROCEDENCIA

VARIABLE EE Prob Sign
Queseral  Quesera?2 Quesera 3
Listeria
monocytogenes(UFC. 370,37 b 555,56 b 1940,74 a 205,37 <0,0001 **

g?)

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P>0,90)

Medias con una letra com(n no con significativamente diferentes (P<=0,05)

Los resultados en la presente investigacion demuestran gque la influencia del lugar de procedencia

y sus componentes tales como: infraestructura, calidad de materia prima, aplicacion de normas
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de higiene, capacitacion del personal, etc es suficiente para incrementar considerablemente las
diferencias estadisticas del crecimiento de Listeria monocytogenes en el queso fresco.

3.1.2. Determinacion de Listeria monocytogenes, en el queso fresco por efecto de la

temperatura de conservacion

La presencia de Listeria monocytogenespor efecto dela variacion de la temperatura no muestra
diferencias altamente significativas (P <0,90), por efecto de la temperatura sin embargo, alcanza
su mayor promedio al aplicar una temperatura de 12 °C con 1296,3 UFC. g, aproximandose
estadisticamente a los resultados obtenidos a 4 °C y 8 °C, los cuales fueron de 755,56 UFC. g7,
y 814.81 UFC. g respectivamente, como se indica en la tabla 2-3.

Tabla 2-3:Influencia de la temperatura de conservacion en el crecimiento de Listeria

monocytogenes y en el queso fresco de tres queseras rurales del canton Riobamba.

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE
CONSERVACION

VARIABLE EE Prob  Sign
4°C 8°C 12 °C
Listeria
monocytogenes(UFC. 755,56 a 814,812 1296,3a 205,37 0,13 ns

g?)

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P>0,90)

ab: Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P<=0,05)

Es decir que los resultados manifiestan que numéricamente, en la quesera nimero 3 existe una
mayor proliferacion de Listeria sin embargo se aprecia que la influencia de la temperatura no es
suficiente para incrementar considerablemente las diferencias estadisticas del crecimiento de

Listeria monocytogenes en el queso fresco de las tres queseras rurales evaluadas
El mayor crecimiento de unidades formadoras de colonias por gramos de Listeria monocytogenes

en queso fresco de diferentes quesera rurales de la provincia de Chimborazo, se determiné al

emplear una temperatura del12 °C, esto va de acuerdo a lo descrito en investigaciones en las que
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se manifiesta que el queso es un alimento de amplio consumo a nivel mundial, cuyas

caracteristicas nutritivas, texturales y sensoriales difieren entre cada tipo

Es necesario conservar su asepsia en la elaboracion sobre todo en el contenido de listeria que
posee un adecuado desarrollo a temperaturas de refrigeracion, pero entre mas cercano se
encuentre a temperaturas ambiente mayor serd su crecimiento, teniendo su desarrollo 6ptimo a
37°C (Martinez, y otros, 2011),

Los resultados de la presente investigacion son inferiores a los reportados por (Acosta, 2015)
quien al realizar el trabajo investigativo de elaboracion de quesos en la Escuela Agricola
Panamericana muestran que tratamientos con 4 °C de temperatura obtuvieron la menor tasa de

crecimiento de Listeria monocytogenes, ( 234,46 UFC.g1).

Debido a que las condiciones del medio en el que se encontraba la bacteria limitaron la velocidad
del crecimiento, en contraste, el tratamiento con 12°C obtuvo un maximo crecimiento gracias a
que el patégeno tuvo una mejor adaptacion a las condiciones del medio donde se desarrollaron
Confirmando de esta manera que la influencia de la temperatura sobre el crecimiento de la
bacteria es evidente y proporcional, a mayor temperatura mayor contenido microbiolégico de

Listeria monocytogenes.

3.1.3. Determinacidn de Listeria monocytogenes, en el queso fresco por efecto de la salinidad

La Listeria monocytogenes muestra diferencias altamente significativas (P <0,01), por efecto de
la salinidad, pues la evaluacion del andlisis de varianza descrita en la tabla 3-3, demuestra la
poblacion microbiana mas representativa al preparar la sal muera con 5 % de cloruro de sodio con
un resultado de 1866,67 UFC. g, complementado con valores de 740,74 UFC.g%, al 10 % y
259,26 UFC. g'al 15 %.

Los reportes indicados muestran que existe en una relacion estadistica alta, es decir que la
influencia de la salinidad es suficiente para incrementar considerablemente las diferencias en
cuanto al crecimiento de Listeria monocytogenes en el queso fresco de las tres queseras evaluadas
siendo mayor la presencia de este microrganismo con una salmuera con el 5 % y verificandose

un descenso a medida que se incrementa el porcentaje de sal.
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Tabla 3-3: Influencia de la salinidad en el crecimiento de Listeria monocytogenes y en el queso
fresco de tres queseras rurales del canton Riobamba

SALINIDAD
VARIABLE 5% 10 % 15 % EE Prob  Sign
Listeria
monocytogenes 1866,67 a 740,74 b 259,26 b 205,37 <0,0001 **

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P> 0,90)

ab: Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P<=0,05)

El mayor contenido de unidades formadoras de colonias por gramos de Listeria monocytogenes
en queso fresco de tres queseras rurales del cantéon Riobamba se observé al utilizar en el
salmuerado 5 % de cloruro de sodio, lo cual concuerda con lo descrito en investigaciones en las
que se muestra que este patdgeno puede desarrollarse con normalidad hasta una concentracién de
10% de salinidad (Marzocca, y otros, 2004 pég. 1)

(Acosta, 2015), al realizar el estudio del efecto de dos concentraciones de cloruro de sodio y dos
temperaturas en el crecimiento de Listeria monocytogenes en queso fresco pasteurizado muestran
gue tratamientos con 2,5% de cloruro de sodio obtuvieron la menor tasa de crecimiento de Listeria
monocytogenes, debido a que el patdgeno tuvo una menor adaptacion a las condiciones del medio

de desarrollo.

Por otro lado, el tratamiento con 1,5 % de cloruro de sodio obtuvo un méaximo crecimiento debido
a que las condiciones del medio en el que se encontraba la bacteria facilitaron la velocidad del
crecimiento. Confirmando de esta manera que la influencia de la salinidad sobre el crecimiento
de la bacteria es evidente e inversamente proporcional, a menor contenido de cloruro de sodio

mayor contenido microbiolégico de Listeria monocytogenes.

3.1.4. Determinacion de Listeria monocytogenesen el queso fresco por efecto del lugar de

procedencia y temperatura

La valoracion del contenido microbiologico de Listeria monocytogenesen los quesos frescos
provenientes de diferentes queseras no se ve afectado estadisticamente por efecto la conjugacién

bifactorial del lugar de procedencia y temperatura, como se muestra en la tabla 4-3 , registrdndose

27



que no existio diferencias estadisticas significativas (P <0,90), donde sus medias mas
representativas pero de caracter numérico se obtuvieron a temperaturas de 12 °C para las tres
queseras rurales evaluadas , los resultados alcanzan 666,67 UFC.g™para la primera y segunda
quesera , en tanto que en la tercera quesera el valor fue de 2555,56 UFC. g. que es el resultado

mas alto de la estimacién.

Los resultados que se reportaron a una temperatura de 8 °C fueron de 222,22 UFC en la quesera
1; 444.44 UFC. g%, en a quesera 2 y finalmente de 1777,78 UFC.g%, Por otro lado, sus valores
mas bajos pero gque son indicativo de menor contaminacién del producto ( queso fresco), se
obtuvieron a una temperatura de 4 °C en los tres lugares de procedencia, obteniendo resultados
de 222,22 UFC.g?, 555,56 UFC.g-1 y 1488,89 UFC. g, denotados en la tabla 4-3

Tabla 4-3:Influencia de la interaccion entre lugar de procedencia y la temperatura en el
crecimiento de Listeria monocytogenesen el queso fresco de tres queseras rurales

del canton Riobamba.

VARIABLES
) Temperatura Listeria monocytogenes(UFC. g1)
Lugar de procedencia
(°C)
4 222,22 a
Quesera 1 8 222,22 a
12 666,67 a
4 555,56 a
Quesera 2 8 444.44 a
12 666,67 a
4 1488,89 a
Quesera 3 8 1777,78 a
12 2555,56 a
EE 355,71
PROB 0,76
Decision Estadistica Ns

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P>0,90)

Medias con una letra com(n no con significativamente diferentes (P<=0,05)

De acuerdo a los reportes del contenido de unidades formadoras de colonias por gramos de

Listeria monocytogenes en el queso fresco se aprecia que en la quesera 1 y a una temperatura de

4 y 8 °C, se mantienen practicas de manejo adecuadas puesto que el contenido de este
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microorganismo es el mas bajo de la investigacion ( 22,22 UFC. g?'), sin embargo
estadisticamente se afirma que la influencia del lugar del lugar de procedencia del queso fresco
y la temperatura no es suficiente para incrementar considerablemente las diferencias estadisticas

del crecimiento de Listeria monocytogenes .

3.1.5. Determinacion de Listeria monocytogenes, en el queso fresco por efecto del lugar de

procedencia y salinidad

La valoracion del contenido microbioldgico de Listeria monocytogenes, en el queso fresco de
diferentes queseras rurales del cantén Riobamba evidenciaron diferencias altamente significativas
(P <0,01) por efecto de la interaccion de los factores lugar de procedencia (A) y salinidad (C), ,
como se muestra en la tabla 5-3, registrandose los mayores resultados que son sinénimo de una
alta contaminacion en la quesera 3 y con una salinidad de 5 % con medias de 3822,22 UFC.g%,
mientras tanto que en la quesera 2, los valores promedios fueron de 888,89UFC.g! conel 5

% de salinidad y en la quesera 3 con el 15 % de salinidad

Tabla 5-3:Influencia de la interaccion entre lugar de procedencia y la salinidad en el crecimiento

de Listeria monocytogenes en el queso fresco de tres queseras rurales del cantén

Riobamba.
) Salinidad Listeria
Lugar de procedencia Rango
(%) monocytogenesUFC.g-*
5 888,89 c
Quesera 1 10 222,22 d
15 0 e
5 888,89 c
Quesera 2 10 555,56 cd
15 222,22 d
5 3822,22 a
Quesera 3 10 1444.44 b
15 555,56 cd
EE 355,71
PROB 0,003
Decision Estadistica o

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P>0,90)

Medias con una letra comdn no con significativamente diferentes (P<=0,05)
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De la misma manera se registran resultados de 222,22 UFC.g?, en la quesera 1y con el 10 % de
salinidad y en la quesera 2 con el 15% compartiendo el mismo valor. Por otro lado, se aprecian
repuestas de 555,56 UFC. g'* en las muestras de los quesos de la quesera 2 con el 10 % de salinidad
y en la quesera 3 con el 15 % de salinidad,ademas, los contenidos més bajos de listeria se
reportaron cuando se adiciona al salmuerado del queso 15 % de cloruro de sodio, con ausencia
total de este microorganismo (0 UFC.g?), registrado en las muestras de la primera planta.

Los reportes de la presente investigacion manifiestan que en la quesera 1 que trabajan con un
salmuerado del 15 %, no existe presencia de listeria ademas se afirma que la influencia del lugar
de procedencia y la salinidad es suficiente para incrementar considerablemente las diferencias

estadisticas del crecimiento de Listeria monocytogenes en el queso fresco.

3.1.6. Determinacion de Listeria monocytogenes en el queso fresco, por efecto de la

temperatura y salinidad

Al evaluar la interaccion entre la temperatura y la salinidad en el crecimiento de la Listeria
monocytogenesse identifica una influencia altamente significativa (P <0,01), como se muestra en
la tabla 6-3, siendo mayores los valores obtenidos a una salinidad del 5 % para las temperaturas
estudiadas, 4 °C, 8 °C y 12 °C, con 1044.44 UFC.g?, 1222,22 UFC. gy 333,33 UFC. g'en su
orden. En contraste, a estos reportes se aprecia que los valores mas bajos se obtuvieron al trabajar
con el 15 % de cloruro de sodio para cada temperatura, siendo los resultados de 333,3 UFC. g' a
4°C, 44444 UFC.g*a8°Cy0UFC.gtal2.

Es decir que al trabajar con una temperatura de 12 °C, y una salinidad del 15% se inhibe el
crecimiento de la bacteria Listeria monocytogenes , en el queso frescos sin embargo se aprecia
que la influencia de la temperatura y la salinidad en los anteriores tratamientos son suficiente
para incrementar considerablemente las diferencias estadisticas del crecimiento de Listeria en el

queso fresco

Al respecto (Alvaréz, 2009), manifiesta que la Listeria monocytogenes es un bacilo corto,
intracelular, que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, Esta bacteria es una de
las patdgenas méas importantes de origen alimentario, dado que resiste diversas condiciones
ambientales, como pH bajo, altas concentraciones de sal y, sobre todo, tiene la capacidad de
sobrevivir a temperaturas de refrigeracion (2-4 °C) y tratamientos insatisfactorios de
pasteurizacion, logrando que se constituya en una seria amenaza a la seguridad de la industria

alimentaria
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Tabla 6-3:Influencia de la interaccion entre temperatura y salinidad en el crecimiento de Listeria
monocytogenes y Salmonella spen el queso fresco de tres queseras rurales del
cantén Riobamba.

Temperatura Salinidad Listeria Rango
(°C) (%) monocytogenes(UFC. g )

5 1044.44 b
4 10 888,89 b
15 333,33 b
5 1222,22 b
8 10 777,78 b
15 444,44 b
5 3333,33 a
12 10 555,56 b
15 0 b

EE 355,71

Prob 0,0007

Sig *%k

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P>0,90)

Medias con una letra comdn no con significativamente diferentes (P<=0,05)

3.1.7. Determinacion de Listeria monocytogenes en el queso fresco de tres queseras rurales
del cantén Riobamba, por efecto de la interaccion entre lugar de procedencia,

temperatura y salinidad

Al efectuar el andlisis de resultados del contenido de Listeria monocytogenes de los quesos frescos
de las plantas procesadoras estudiadas no se presentaron diferencias significativas (P <0,90) entre
la estadistica resultante por efecto de la interaccidn entre lugar de procedencia, temperatura y
salinidad, registrandose que la medias mas altas se obtienen a 12 °C y 5 % de cloruro de sodio en
las queseras 1y 2 con 1666,67 UFC.g?, y por otro lado, en la quesera 3 se alcanza un resultado
de 2466,67 UFC. g*a 4 °Cy 5 %, como se indica en la tabla 7-3.

En este estudio se reportan resultados minimos de contenido microbioldgico a 12 °C y 15 % de
cloruro de sodio para las queseras 2 y 3, cuyos valores fueron de 0 UFC. gy 1,30E-12 UFC para
cada una, y 0 UFC. g para la quesera1a8°Cy 10 % - 15 %, y a 4 °C con 15 % de salinidad,

como se ilustra en el gréfico 1-3.
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De acuerdo con estos valores de este trabajo, la cantidad de cloruro de sodio puede estimular o

disminuir la presencia de la bacteria con mayor facilidad que la temperatura y lugar de

procedencia en una relacién inversamente proporcional, Estudios demuestran que Listeria

monocytogenesse desarrolla notablemente con una concentracion de 2 - 2,5% de cloruro de sodio

a una temperatura menor a 10 °C.

Tabla 7-3:Influencia de la interaccion entre el lugar de procedencia, temperatura y salinidad en

el crecimiento de Listeria monocytogenes en el queso fresco de tres queseras

rurales del canton Riobamba.

Lugar Temperatura Salinidad % Listeria monocytogenesUFC. g Rango
Quesera 2 12 15 0 a
Quesera 1 4 15 0 a
Quesera 1 8 15 0 a
Quesera 1 8 10 0 a
Quesera 1 12 15 0,000000000001 a
Quesera 3 12 15 0,0000000000013 a
Quesera 2 8 10 333,33 a
Quesera 2 8 15 333,33 a
Quesera 2 12 10 333,33 a
Quesera 1 4 5 333,33 a
Quesera 1 4 10 333,33 a
Quesera 2 4 5 333,33 a
Quesera 2 4 15 333,33 a
Quesera 1 12 10 333,33 a
Quesera 2 8 5 666,67 a
Quesera 1 8 5 666,67 a
Quesera 3 4 15 666,67 a
Quesera 3 8 15 1000 a
Quesera 2 4 10 1000 a
Quesera 3 12 10 1000 a
Quesera 3 4 10 1333,33 a
Quesera 2 12 5 1666,67 a
Quesera 1 12 5 1666,67 a
Quesera 3 8 10 2000 a
Quesera 3 8 5 2333,33 a
Quesera 3 4 5 2466,67 a
Quesera 3 12 5 6666,67
EE: 616,11
Prob: 0,1717
Sign: ns

Elaborado: Riera, Francheska, 2019
**: Altamente significativas (P<0,01).
Ns: No significativa (P>0,90)

Medias con una letra comdn no con significativamente diferentes (P<=0,05).
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Gréfico 1-3.Influencia de la interaccion entre lugar de procedencia, temperatura y salinidad en el crecimiento de Listeria monocytogenes en

quesofresco de tres plantas procesadoras de Riobamba.

Elaborado: Riera, Francheska, 2019
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Existen varias formas de determinar crecimiento de Listeria monocytogenes en diferentes
alimentos, una de ellas obteniendo la tasa méaxima de crecimiento en el tiempo, el dato se puede
obtener a partir de modelos ya establecidos. Esta bacteria ha sido asociada a alimentos tales como
la leche, quesos (particularmente variedades blandos madurados), helados y productos carnicos.
Afecta principalmente a los nifios, ancianos, mujeres gestantes y personas inmunosuprimidas,

ocasionando abortos, meningoencefalitis y meningitis. (ELIKA, 2013)

La normativa ecuatoriana NTE INEN 1528:2012, establece que los quesos frescos no madurados
deben tener como indice maximo permisible una ausencia total del patégeno Listeria
monocytogenesen 25 g de queso fresco para identificar el nivel de buenay aceptable calidad, estos

parametros se guian por la normativa internacional 1SO 11290-1 (INEN, 2012).

Los valores méas bajos de contenido de este patdgeno se encuentran en la queseral a8 °Cy 10 %
-15%, y a4 °C con 15 % de salinidad, y la quesera 2 a 12 °C y 15 % de cloruro de sodio, ambas
con 0 UFC. g! catalogandose como las Unicas que cumple con la normativa vigente a esas
condiciones. El contenido microbioldgico de Listeria monocytogenespor efecto de la interaccion
de las tres variables consideradas, organizado de forma creciente e ilustrado en la figura 1,
manifiesta su mayor cantidad en la quesera 3 en condiciones establecidas de 12 °C y 5 % de

cloruro de sodio, alcanzando un valor de 6666,67 UFC. g™.

3.2. Determinacion de Salmonella spen el queso fresco de tres queseras rurales del

canton Riobamba

3.2.1. Determinacién de Salmonella spen el queso fresco por efecto del lugar de procedencia

Al evaluar la presencia de Salmonella sp en tres queseras rurales del cantén Riobamba, se aprecia
que estadisticamente no existen diferencias significativas (P >0,05) por efecto del lugar de
procedencia de la muestra, siendo mayor el contenido microbiol6gico en la quesera 1 con una
media de 989777,78 UFC.g!, seguido de la quesera 2 con un valor promedio de 437851,85
UFC. g y finalmente en la quesera 3, se reporta el menor contenido de Salmonella sp con
301962,96 UFC.gt, como se indica en la tabla 8-3.

Estos resultados muestran que la influencia del lugar de procedencia no es suficiente para

incrementar considerablemente las diferencias estadisticas del crecimiento de Salmonella sp en

el queso fresco.
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Tabla 8-3:Influencia del lugar de procedencia en el crecimiento de la Salmonella sp.(UFC.g?),
en el queso fresco de tres queseras rurales del canton Riobamba.

EFECTO DE LA LUGAR DE PROCEDENCIA
VARIABLE EE Prob  Sign

Quesera 1 Quesera 2 Quesera 3

Salmonella
sp.(UFC/g)

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0.01).

Ns: No significativa (P> 0.90)

Medias con una letra comun no con significativamente diferentes (P<=0.05)

989777,78 a 437851,85a 301962,96a 2773364 0,188 Ns

3.2.2. Determinacién de Salmonella spen el queso fresco por efecto de la temperatura de

conservacion

La evaluacion estadistica de la presencia de Salmonella spno muestra diferencias significativas
(P >0,05), por efecto dela variacion de la temperatura, sin embargo, alcanza su mayor valor a 4
°C con 905000 UFC.g!, aproximandose estadisticamente a los resultados obtenidos a 8 °C y 12
°C, los cuales establecen valores promedios de 411629,63 UFC. g' y 412962,96 UFC. g*

respectivamente, como se indica en la tabla 9-3.

Tabla 9-3:Influencia de la temperatura en el crecimiento de la Salmonella sp.(UFC.g?), en el

queso fresco de tres queseras rurales del canton Riobamba.

EFECTO DE LA TEMPERATURA

VARIABLE EE Prob Sign
4°C 8°C 12°C
Salmonella
905000a  411629,63a 412962,96a 277336,4 0,36 Ns
sp.(UFC/g)

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0.01).

Ns: No significativa (P> 0.90)

Medias con una letra comdn no con significativamente diferentes (P<=0.05)
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Los resultados de la presente investigacion manifiestan que la influencia de la temperatura no es
suficiente para incrementar considerablemente las diferencias estadisticas del crecimiento de

Salmonella sp en el queso fresco.

El mayor crecimiento de unidades formadoras de colonias por gramos de Salmonella sp en queso
fresco se observo a 4 °C, esto contradice a lo descrito por la literatura en la que se manifiesta que
esta bacteria posee un optimo desarrollo a temperaturas de 30 °C a 37 °C, considerando que entre

MAs cercano se encuentre a estas condiciones mayor sera su crecimiento.

Con la obtencion de los resultados de los andlisis se evalGan las posibles causales en la incidencia
de Salmonella spp., en las muestras analizadas, se plantean si hay diferencias entre los métodos
de andlisis, si la procedencia de quesos muestreadas inciden en la presencia de los
microorganismos, y si existe incidencia estadistica en los quesos con diferentes temperaturas en

su almacenamiento

El contenido de Salmonella en la presente investigacion es inferior alos estudios de (Plaza, 2013),
quien al realizar el analisis microbiolégico en quesos frescos que se expenden en supermercados
de la ciudad de Guayaquil, determinando la presencia o ausencia de listeria y salmonella
manifiestan que tratamientos para estimular el crecimiento de Salmonella sp llegan a utilizar
temperaturas de incluso 41 °C a 43 °C durante 16 a 24 horas en caldos selectivos fundamentando

de esta manera la incongruencia con los resultados obtenidos de esta experimentacion

La posibilidad de la incidencia del factor lugar de procedencia se toma en consideracion, pues las
tres queseras analizadas poseen protocolos y procedimientos en muchas areas diferentes siendo
un dato importante en la supervivencia y/o proliferacion de los microorganismos indicadores, lo

cual puedo haber influido en el crecimiento de Salmonella sp,

Por lo tanto, a pesar de que los resultados muestren la relacion inversamente proporcional entre
el crecimiento microbioldgico del patégeno y la temperatura, esta debe ser descartada debido a la
influencia de otros factores no considerados en la experimentacion.

3.2.3. Determinacién de Salmonella spen el queso fresco por efecto de la salinidad

En términos de salinidad la Salmonella sp muestra diferencias altamente significativas (P <0,01),

pues su estadistica, descrita en la tabla 10 -3, indica su poblacion microbiana méas representativa

al 15 % de cloruro de sodio con un resultado de 1558444,44 UFC.g !, complementado con valores
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de 118592,59 UFC.g* al 10 % en tanto que los resultados mas bajos se describen al utilizar una
salinidad del 5% , con 52555,56 UFC.g?, como se indica en la tabla 10-3.

Los resultados en la presente investigacion demuestran que, la influencia de la salinidad es
suficiente para incrementar considerablemente las diferencias estadisticas del crecimiento de

Salmonella sp en el queso fresco de diferentes queserias rurales del cantén Riobamba .

Tabla 10-3:Influencia de la salinidad en el crecimiento de la Salmonella sp.(UFC.g?), en el

gueso fresco de tres queseras rurales del cantén Riobamba.

EFECTO DE LA SALINIDAD

VARIABLE EE Prob Sign

5% 10 % 15%

Salmonella

52555,5 b 118592,59 1558444,44a  277336,4 0,0003  **
sp.(UFC. g?)

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P>0,90)

Medias con una letra comin no con significativamente diferentes (P<=0,05).

El mayor contenido de unidades formadoras de colonias por gramos de Listeria monocytogenes
en queso fresco se observo a 5 % de cloruro de sodio, lo cual no concuerda con lo descrito en
investigaciones en las que se muestra que este patdgeno puede desarrollarse con normalidad hasta
una concentracion de 10% de salinidad (Marzocca, y otros, 2004), sin embargo es necesario acotar
que la Salmonella pertenece a un grupo de bacterias que estan presentes en el intestino de personas
y animales sanos, de forma que las heces son el principal foco de contaminacion a los alimentos
y al agua. Cuando llega a los alimentos frescos, tiene la habilidad de multiplicarse muy
rdpidamente, y cuando una persona ingiere dicho alimento contaminando, el gran nimero de

bacterias provoca “salmonelosis”, infeccion gastrointestinal.

La posibilidad de la incidencia del factor lugar de procedencia se toma en consideracion, pues las
tres queseras analizadas poseen protocolos y procedimientos en muchas areas diferentes lo cual
puedo haber intervenido en el crecimiento de Salmonella sp, por lo tanto, a pesar de que los
resultados muestren la relacion directamente proporcional entre el crecimiento microbiologico
del patdgeno y la salinidad, esta debe ser descartada debido a la influencia de otros factores no

considerados en la experimentacion.

37



3.2.4. Determinacién de Salmonella spen el queso fresco por efecto de la interaccion entre el
lugar de procedenciay la temperatura

El contenido microbiol6gico de Salmonella sp en los quesos frescos no registrd diferencias
estadisticas (P >0,05), por efecto de la conjugacién bifactorial del lugar de procedencia y
temperatura, donde las medias mas altas se obtuvieron al aplicar temperaturas de 4 °C en la
quesera 1, con promedios de 997555,56 UFC.g?, seguido de las respuestas reportadas en la
quesera en mencion pero al conservar a 8°C, con resultados de 9966222,22 UFC. g, seguido se
aprecian los resultados reportados en la quesera 1 con 4 °C, puesto que los valores fueron de
975555,56 UFC.g?, a continuacion se aprecian las respuestas alcanzadas en las muestras de la
quesera 2 y 3, con una temperatura de 4 °C, con resultados de 876777,78 UFC. g, y 862666,67

UFC.g%,en su orden, como se indica en la tabla 11-3.

Tabla 11-3:Influencia de la interaccion ente el lugar de procedencia y la temperatura en el
crecimiento de la Salmonella sp.(UFC.g?), en el queso fresco de tres queseras

rurales del canton Riobamba.

Lugar de procedencia Tem(e(g;l tura Sa(lglgge.g_?)sp Rango
4 975555,56 A
Quesera 1 8 996222,22 A
12 997555,56 A
4 876777,78 A
Quesera 2 8 217666,67 A
12 219111,11 A
4 862666,67 A
Quesera 3 8 21000 A
12 22222.22 A

EE: 480360,73

PROB: 0,8778

Decision Estadistica: No significativo (ns)
Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).
Ns: No significativa (P> 0,90)

A continuacion, se aprecian los valores méas bajos se obtuvieron en la quesera 2 y a 8 °C con
respuestas de 217666,67 UFC.g™ para la quesera 3 y a 8 °C, con 21000 UFC.g?, para las
queseria restantes los valores fluctian entre 219111,11 UFC.g?, en el caso de la quesera 2 a 12
°C, y de 22222,22 para la quesera 3,y 12 °C.
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Por lo tanto se afirma que de caracter numérico para evitar la proliferacion de bacterias del genero
salmonella fueron utilizados los mejores protocolos en la quesera 3 y a 8 °C, debido que la
temperatura y el tiempo influyen en el desarrollo de patdgenos causantes de intoxicaciones
alimentarias, ya que necesitan alimento, humedad, calor y tiempo para crecer y multiplicarse.
Mantener un producto entre 5°C y 65°C, durante mas de dos horas es sinénimo de proliferacion
de pat6genos.

A estas temperaturas, las bacterias pueden duplicar su nimero cada 20 o 30 minutos. Cuanto mas
tiempo se mantiene un alimento a temperaturas no adecuadas, mayor es el riesgo de

contaminaciones por patdgenos.

3.2.,5. Determinacién de Salmonella spen el queso fresco por efecto de la interaccion entre el

lugar de procedencia y salinidad

El andlisis estadistico del contenido microbiolégico en el queso fresco de Salmonella sp, en
diferentes queseras rurales del canton Riobamba no registra diferencias significativas (P >0,05),
por efecto la interaccion de los factores que son lugar de procedencia (A) y salinidad (C), como
se indica en la tabla correspondiente, determinandoselas respuestas mas elevados al utilizar el
15 % de cloruro de sodio en la quesera 1, con valores de 2745111,11 UFC.g*, quesera 2 con
respuestas de 1104888,89 UFC.gl, y quesera 3, con valores de 825333,33 UFC.g*

respectivamente, como se describe en la tabla 12-3 .

Ademas, se reporta contenidos minimos de Salmonella sp al 5 % de salinidad, con respuestas de
45444,44 UFC.g* para la primera quesera, 83555,56 UFC. g para la segunda y 28666,67 UFC.
g! para la tercera quesera siendo en este lugar la menor incidencia de Salmonella sp, de la

investigacion

Al respecto (Badui, 2012), manifiesta que las toxiinfecciones alimentarias provocadas por las
especies de los géneros Salmonella, son de gran importancia en los paises desarrollados por el
gran nimero de personas infectadas. La presencia de estos microorganismos en un alimento del
alto consumo como el queso, representa un alerta en cuanto a los sistemas de gestion de inocuidad
llevados a cabo en tales alimentos por tanto es necesario cuidar la preparacion de la sal muera que

servird de conservante, que es diferente en las queseras.

39


https://www.consumer.es/seguridad-alimentaria/sociedad-y-consumo/2011/02/09/198784.php

Tabla 12-3:Influencia de la interaccion entre lugar de procedenciay la salinidad en el crecimiento
de Listeria monocytogenes y Salmonella sp , en el queso fresco de tres
queseras rurales del canton Riobamba.

] Salinidad Salmonella sp
Lugar de procedencia Rango
(%) (UFC.g')
5 4544444 a
Quesera 1 10 178777,78 a
15 2745111,11 a
5 83555,56 a
Quesera 2 10 125111,11 a
15 1104888,89 a
5 28666,67 a
Quesera 3 10 51888,89 a
15 825333,33 a
EE 480360,73
PROB 0,2215
Decision Estadistica No significativo (ns)

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P>0,90)

Medias con una letra comdn no con significativamente diferentes (P<=0,05)

3.2.6. Determinacién de Salmonella spen el queso fresco por efecto de la interaccion entre la

temperaturay la salinidad

En la evaluacion estadistica del contenido de Salmonella sp no se aprecia influencia estadistica
(P <0,90), por efecto de la interaccion entre la temperatura y la salinidad, estableciéndose los
registro mayores en las muestras a las que se aplicé una salinidad del 15 % para las temperaturas
estudiadas, 4 °C, con 2522666,67 UFC.g*1, 8 °C con respuestas de 1075666,67 UFC.g? y

finamente con y 12 °C 1077000 UFC.g%, respectivamente, como se indica en la tabla 13-3.

En tanto que los contenidos més bajos de salmonella se reportaron en las muestras de queso
fresco, a las que se aplic6 una salinidad del 5 % de cloruro de sodio y 4 °C de temperatura con
valores de 34666,67 UFC.g™ con 8 °C con registros de 60333,33 UFC.g%y con 2 °C los resultados
fueron de 62666,67 UFC.g'a 12 °C.
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Tabla 13-3:Influencia de la interaccion entre temperatura y la salinidad en el crecimiento de
Salmonella sp, en el queso fresco de tres queseras rurales del canton Riobamba.

Temperatura Salinidad Salmonella sp
(0) (%) (UFC.g* ) ange
5 34666,67 a
4 10 157666,67 a
15 2522666,67 a
5 60333,33 a
8 10 98888,89 a
15 1075666,67 a
5 62666,67 a
12 10 99222,22 a
15 1077000 a
EE: 480360,73
Prob: 0,422
Decision estadistica No significativo (ns) ns

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P> 0,90)

Medias con una letra comin no con significativamente diferentes (P<=0,05)

En la valoracion del crecimiento de salmonela en el queso fresco se aprecia que la influencia de
la temperatura y la salinidad no es suficiente para incrementar considerablemente las diferencias
estadisticas, sin embargo (Badui, 2012 pag. 23), sefiala que cuando las bacterias Salmonella pasan
de los animales hospedadores a los alimentos derivados (carne, huevos, leche) es capaz de
multiplicarse a una velocidad muy elevada, ya que puede duplicar su nimero cada 15 6 20
minutos si la temperatura es elevada, y mas significativamente, si la temperatura ambiente supera

los 30°C, ya que su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30-37°C.

La mayoria de los patdégenos crecen mas rapido alrededor de los 40°C. Por tanto, el tiempo que
los alimentos deben mantenerse a esta temperatura es mucho menor que en los productos a 20°C.
Por todos estos motivos, es fundamental conocer los principios de control de tiempo y
temperatura, asi como saber la manera de descongelar los alimentos de forma correcta 0 como

cocinar una variedad de productos distintos, a la temperatura adecuada y en el tiempo preciso.
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3.2.7. Determinacién de Salmonella spen el queso fresco por efecto de la interaccion entre
lugar de procedencia, temperatura y salinidad

Al efectuar el anélisis de resultados del contenido de Salmonella spp de los quesos frescos de las
plantas procesadoras estudiadas no se presentaron diferencias significativas (P <0,90) entre
tratamientos por efecto de la interaccién entre lugar de procedencia, temperatura y salinidad,
registrandose que los valores mas sobresalientes se obtienen en las muestras en la quesera 1 a 8
°C y con un 15 % de salinidad con valores de 2760666,67 UFC.g* seguido de los resultados
alcanzados en la quesera a 4 °C y 15 % de cloruro de sodio en las queseras con valores de
2714000 UFC.g, asi como también en las muestras de la quesera 2, con 4 °C y una salinidad de
15 %; a continuacion se aprecian las respuestas de 2414000 UFC. g2, en la quesera 3 con 4 °C, y
15 % de salinidad.

Asi como también en la quesera 2 'y 15 % de salinidad pero con 8 y 12 °C, se registraron valores
de 436333,33 UFC.g'y 438333,33 UFC.g?, en su orden, luego se aprecian valores de 18200 en
laqueseral con 8 °Cy 10 % de salinidad y 12 °Cy 10 % de salinidad, respectivamente, como

se ilustra en el gréafico 2-3.

En contraste, se reportan resultados minimos de contenido microbiol6gico a8 °Cy 5 % de cloruro
de sodio, cuyos valores son 46000 UFC. g*para la planta 1 y 107000 UFC. g* para la planta 2,
Mientras tanto que las respuestas mas bajas fueron registradas en las muestras de la quesera 1 a
12 °C con el 5 % de salinidad puesto que los valores fueron de 5000 UFC. g*asi como también

en la quesera 3 a8 °Cy con una salinidad de 10 %. , datos presentes en la tabla 14-3.

Es decir que 1y 3 se reporta los contenidos minimos de Salmonella spp,por lo tantose afirma que
uno de los principales errores es considerar que la temperatura es el Unico factor que influye en
la eliminacion de patégenos. El tiempo en minutos también marca la diferencia para prevenir
bacterias, asi como la salinidad y los métodos de produccién en cada uno de los lugares que
procesan el queso. Si bien la coccion reduce los patdgenos, no destruye las esporas o toxinas que
puedan haber producido. Cada alimento contiene distintos patgenos, por tanto, requiere unas

necesidades diferentes en cuanto a tiempo temperatura y salinidad.

La normativa ecuatoriana NTE INEN 1528:2012, establece que los quesos frescos no madurados
deben tener como indice maximo permisible una ausencia total del patégeno Salmonella sp en 25
g de queso fresco para identificar el nivel de buena y aceptable calidad, estos parametros se guian
por la normativa nacional NTE INEN 1529-15 (INEN, 2012).
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Tabla 14-3:Influencia de la interaccion entre el lugar de procedencia, la temperaturay la salinidad
en el crecimiento de laSalmonella sp , en el queso fresco de tres queseras
rurales del canton Riobamba.

Salmonella sp
Lugar Temperatura  Salinidad %  (UFC.g?!) Rango
Quesera 3 8 10 5000 A
Quesera 3 12 10 6000 A
Quesera 3 8 5 28000 A
Quesera 3 12 5 28666,67 A
Quesera 3 4 5 29333,33 A
Quesera 3 8 15 30000 A
Quesera 3 12 15 32000 A
Quesera 2 4 5 34333,33 A
Quesera 1 4 5 40333,33 A
Quesera 1 8 5 46000 A
Quesera 1 12 5 50000 A
Quesera 2 8 5 107000 A
Quesera 2 12 5 109333,33 A
Quesera 2 12 10 109666,67 A
Quesera 2 8 10 109666,67 A
Quesera 3 4 10 144666,67 A
Quesera 2 4 10 156000 A
Quesera 1 4 10 172333,33 A
Quesera 1 8 10 182000 A
Quesera 1 12 10 182000 A
Quesera 2 8 15 436333,33 A
Quesera 2 12 15 438333,33 A
Quesera 3 4 15 2414000 A
Quesera 2 4 15 2440000 A
Quesera 1 4 15 2714000 A
Quesera 1 12 15 2760666,67 A
Quesera 1 8 15 2760666,67 A
EE 832009,19
Prob 0.422
Sig: No significativo (ns)

Elaborado: Riera, Francheska, 2019

**: Altamente significativas (P<0,01).

Ns: No significativa (P> 0,90)

Medias con una letra comdn no con significativamente diferentes (P<=0,05)
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INTERACCION ENTRE LUGAR DE PROCEDENCIA DEL QUESO TEMPERATURA'Y SALINIDAD

Influencia de la interaccion entre lugar de procedencia, temperatura y salinidad en el crecimiento deSalmonella sppen el queso fresco de

Gréfico 2-3.

tres queseras rurales del cantén Riobamba.

Elaborado: Riera, Francheska, 2019.
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Los valores minimos de contenido de este patdgeno se encuentran en la quesera 3a 8 °Cy 10 %
de cloruro de sodio con 5000 UFC. g, aunque es el valor minimo este no cumple con la normativa

vigente al igual que las otras plantas productoras.

El contenido microbioldgico de Salmonella sp por efecto de la interaccion de las tres variables
consideradas, organizado de forma creciente e ilustrado en la figura 2, manifiesta su mayor
cantidad en la quesera 1 en condiciones establecidas de ,12 °C y 8 °C, y 15 % de salinidad,
alcanzando un valor de 2760666,67 UFC. g.

3.3. Protocolo de buenas practicas de manufactura para la produccion de quesos frescos

3.3.1. Ambito de operacion

Para minimizar el crecimiento de contenido microbiol6gico de Listeria monocytogenes y
Salmonella sp la disposicion obligatoria de un Manual de Buenas Practicas de Manufactura
(BPM) es evidente, este manual debe aplicarse en todo el proceso, partiendo de la recepcion de
la leche, continuando con la manipulacion, transformacion, envasado, almacenamiento y

terminado con la distribucién del producto.

La normativa vigente que rige las Buenas Précticas de Manufactura en la industria alimenticia en
nuestro pais es el Decreto Ejecutivo 3253, en el Registro Oficial 696 del afio 2002 y
complementada con los requisitos generales de higiene alimentaria descritas en el Codex
Alimentarius de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones
Unidad para la Alimentacion y la Agricultura, los cuales se toman como base bibliogréafica para
el protocolo de buenas précticas de manufactura para el saneamiento de quesos frescos. Los

beneficios de la aplicacién de este manual en una planta de quesos son:

Mayor eficiencia del proceso de produccion de queso fresco y por ende mayor rendimiento

del mismo.

e Lineas de produccién éptimas

¢ Minimizacion de quejas, devoluciones y rechazos.

e Reduccidn de costos de produccion u ahorro de recursos.

e Mayor confianza de los consumidores.
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e Personal mejor capacitado y posibilidad de apertura en nuevos mercados nacionales e

internacionales.

3.3.2. Términos utilizados

e Buenas Practicas de Manufactura (BPM): Medidas de higiene aplicadas en el proceso de
elaboracion y distribucion de alimentos, consignadas a asegurar su calidad sanitaria e
inocuidad.

e Cadena Alimentaria: Etapas que comprenden los alimentos desde la produccién primaria
hasta el consumo final. La cadena alimentaria incluye las siguientes etapas: adquisicion de

insumos (transporte), recepcién, almacenamiento, salida, produccion, servido y consumo.

e Desinfectante: Sustancia quimica que elimina completamente todos los organismos listados
en su etiqueta. Los organismos a los que mata son patdgenos que causan enfermedades. Los
desinfectantes pueden reducir el nivel de bacterias en un 99,999 % durante un lapso superior

a 5 minutos a 10 minutos.

e Inocuidad: Acciones gque garantizan la ausencia de contaminantes en los alimentos.

e Limpieza: Minimizacién de la suciedad presentada en forma de tierra, restos de alimentos,
polvo u otras materia. Se lleva a cabo mediante raspado, frotado, barrido o pre-enjuagado de
superficies y posterior aplicacion de detergente.

e Principios Generales de Higiene: Medidas esenciales de higiene aplicables a lo largo de la
cadena alimentaria, con la finalidad de lograr que los alimentos sean inocuos y aptos para el
consumo humano.

3.4. Requisitos de Buenas Préacticas de Manufactura

3.4.1. Instalaciones

3.4.1.1. Ubicacién de la planta

e Laubicacidn de la planta quesera es de vital importancia debido a que determina la distancia

entre esta con los centros de produccidn primaria de leche. A mayor distancia, mayor el riesgo

de acopiar leche acidificada o en términos generales de menor calidad.
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La planta quesera debe instalarse en su propia area alejada de los establecimientos que
realicen actividades de riesgo como la proliferacion de plagas o cualquier otro tipo de

contaminacion.

La planta no debe instalarse en zonas que antes hayan sido rellenos sanitarios, cementerios,

0 que sean propensas a sufrir desastres naturales como inundaciones, deslizamientos, etc.

El mantenimiento de las instalaciones externas de la planta debe ser periddico eliminando la
presencia de hierbas, pastizales, matorrales, charcos de agua y todo aquello que sea una

atraccion o refugio para insectos y roedores.

La planta debe ser utilizada exclusivamente para la elaboracion de productos lacteos, en

especial quesos, de esta manera se disminuye la posibilidad de contaminaciones cruzadas.

La planta de alimentos debe contar con los respectivos permisos de funcionamiento
provenientes de la municipalidad e instituciones especificas como el Ministerio del Ambiente,

entre otros.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacién con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de la ubicacién de la planta y en base a ello tomar

medidas que solucionen las deficiencias.

34.1.2 Disefio e instalaciones

La seccion 4 y 2,3 supra del Cddigo Internacional Recomendado de Précticas - Principios
Generales de Higiene de los alimentos. CAC/RCP 1-1969 norma el disefio e instalaciones
que debe tener una planta incluyendo la estructura fisica e instalaciones, distribucion de

ambientes y ubicacion de equipos de los establecimientos.
La planta debe elaborar un plano o croquis que defina claramente cada &rea de la planta
describiendo graficamente sus entradas y salidas (incluyendo las de emergencia), pasillos,

servicios, etc.

Se debe tener y adecuar un area de vestidores con servicio de casilleros para el personal.
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e Los materiales de las instalaciones deben ser los adecuados para no contaminar el proceso

mediante la transmision de sustancias extrafias al producto.

e Todas las edificaciones deben estar constituidas por materiales nobles y mantenerse en buen

estado con revisiones y ajustes periodicos segln lo amerite.

e La planta debe contar con aislamiento térmico en las areas donde existan los riesgos fisicos
por variaciones de temperatura y extractores de gas en el caso de emisiones de olores.

e Las instalaciones deben facilitar la limpieza adecuada y la consecuente inspeccién de la

misma para evitar la proliferacion de patdégenos y otros contaminantes.

e Todos los insumos utilizados en el proceso deben tener su respectivo registro sanitario,

especificaciones (fecha de elaboracion y vencimiento) e instrucciones de uso en sus etiquetas.

e Se deben hacer por lo menos dos veces al afio revisiones técnicas de los equipos e

implementos de las instalaciones de la planta.

e Laplanta debe contar con un diagrama de la linea de produccién del queso fresco a través de

las diferentes areas por donde este de desarrolle.

e Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de las instalaciones y el disefio de la planta para
posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.

3.4.1.3. Pisos, paredes, techos y puertas

e Deben estar construidos (materiales y accesos) de manera que faciliten su limpieza y

desinfeccion, para mantener condiciones de inocuidad del proceso.

o No deben tener grietas, agujeros o irregularidades a lo largo de su superficie o uniones.

e Su superficie debe estar constituida por materiales que proporcionen una superficie lisa,

antideslizante y no absorbente.

o Deben presentar resistencia en términos de estructura a la accién de roedores e insectos.
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e Las uniones entre paredes, y, entre piso y paredes deben ser curveadas para facilitar su

limpieza y disminuir la acumulacion de contaminantes de cualquier tipo.

o Los pisos deben tener desagiies con su respectiva pendiente para facilitar la evacuacién rapida

del agua de desecho o la limpieza de la misma.

o EIl piso del almacén debe estar construido de tal manera que soporte el peso de cualquier

material o sustancia quimica.

e Las paredes e instalaciones deben estar construidas herméticamente de modo que impidan la
entrada de animales, insectos, roedores y/o plagas u otros contaminantes como humo, vapor,
etc.

e Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacién con todos los parametros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de los pisos, paredes, techos y puertas de la planta
para posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.

3.4.1.4. lluminacién

o Elestablecimiento debe tener fuentes de luz artificial o acceso a luz natural de tal manera que

no comprometa la higiene de los alimentos.

e Los focos o fluorescentes deben contar con protectores en caso puedan romperse para evitar

posibles accidentes.

e La iluminacion no debe influir en los colores naturales de la materia prima, insumos o

producto.

e Las instalaciones eléctricas exteriores a la planta deben estar recubiertas por tubos o cinta

aislante.
¢ Nodebe haber cables colgantes o cortados sobre las zonas de la linea de produccion de queso.
o Deacuerdo al Decreto Ejecutivo 3253, en el Registro Oficial 696 del afio 2002 la planta debe

tener una caja de llaves eléctricas, debidamente sefializada. Ademas, estas deben tener sus

respectivas llaves térmicas y aisladas en caso de corto circuito.
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e Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de iluminacién de la planta para posteriormente
tomar medidas que solucionen las deficiencias.

3.4.1.5. Ventilacion

e Lasentradas y salidas de aire deben ser las suficientes para mantener un ambiente interno de

trabajo adecuado evitando el calor excesivo y la acumulacion de gases.

e La corriente de aire debe tener una direccion proveniente de una zona limpia a una

contaminada, nunca al revés.

e Los conductos de ventilacién deben permitir el facil acceso del personal especifico para

procesos de desinfeccion.

e La ventilacion puede complementarse con corrientes provenientes de ventanas, puertas y
tragaluces abiertos, siempre considerando que el ingreso de plagas y contaminantes de
cualquier tipo debe ser minimo.

e Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacién con todos los parametros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de ventilacion de la planta para posteriormente
tomar medidas que solucionen las deficiencias.

3.4.1.6. Equipos y utensilios

e Deben estar disefiados de tal manera que faciliten la limpieza y desinfeccion de los mismos.

e Los materiales deben estar constituido por materiales que eviten la impregnacion de olores o

sabores extrafios al queso y la presencia de patégenos proveniente de cualquier fuente.

e Deben estar constituidos por materiales no absorbentes y resistentes a la corrosion.

e Los materiales de los equipos y utensilios deben resistir continuas operaciones de limpieza y

desinfeccion.

e Sus superficies deben ser lisas es decir no presentar orificios, grietas e irregularidades.
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Los equipos deben contar con un uso establecido permanente para tener un protocolo fijo de

limpieza.

La calibracion de equipos y utensilios debe ser realizado por instituciones de calibracién

acreditadas por el Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (INEN).

Se debe tener a total disposicion los implementos para el analisis de calidad higiénica y fisico-
quimica de la leche para la elaboracion del queso fresco, estos son: alcohol de 68-72°C,

termo-lactodensimetro, etc.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacién con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de los equipos y utensilios de la planta para

posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.

3.4.2. Requisitos higiénicos de fabricacion

3.4.2.3. Personal

Los operarios, inspectores y supervisores deben gozar de buena salud para evitar las

contaminaciones por patdgenos, virus y cualquier otro tipo.

El personal debe notificar al jefe de la planta de quesos, cuando presenten alguna dolencia o

enfermedad, como: diarreas, vomitos, fiebre, dolor de garganta, erupciones cutaneas, etc.

Debe ser totalmente prohibido consumir los productos que se estan elaborando en medio del
proceso, existen areas destinadas especificamente para la cata de las propiedades

organolépticas de los quesos.

No deben fumar mientras tengan la indumentaria de trabajo dentro o fuera de la empresa,
pues los olores, entre otros contaminantes, del cigarrillo se quedan impregnados en los

materiales.
La indumentaria dentro de la planta debe constar de mascarilla, guantes, botas, mandil,

pantalon de color blanco, los mismos que deben mostrar un buen estado de conservacién y

aseo.
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El personal no debe trabajar usando ropa diferente a la indumentaria establecida sobre el

uniforme, pueden ser chompas, camisetas, etc.

Deben contar por lo menos con dos juegos de la vestimenta o uniforme de la empresa.

La indumentaria de trabajo completo se usa antes y durante el turno de trabajo, dentro de las
instalaciones de la planta.

No se debe colocar ropa ni objetos personales en las zonas de procesamiento.

El uso de guantes para la manipulacion de los equipos, materias primas, insumos, utensilios

y productos es siempre obligatorio, y estos no justifican el mal aseo de las manos.

El uniforme se viste llevando la camisa dentro del pantaldn y las mangas no remangadas.

Con respecto a los equipos de proteccion, el tapaboca debe cubrir completamente la nariz y
boca, y la gorra debe cubrir completamente el cabello para evitar la contaminacién del

producto o la linea de produccion.

En la linea de proceso el personal no debe usar aretes, pulseras, anillos o cualquier otro adorno

cuando se manipulen los alimentos.

Los trabajadores no deben introducir los dedos en la nariz, orejas y boca; tampoco deben
rascarse ninguna parte del cuerpo, estas acciones minimizaran la contaminacion biolégica del

producto.

El personal debe estar capacitado sobre la importancia de las practicas de higiene y el buen

uso de las nuevas tecnologias implementadas en la planta.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones del personal de la planta para posteriormente

tomar medidas que solucionen las deficiencias.

En cuanto a la capacitacion del personal:

Los operarios deben conocer y reforzar las definiciones de inocuidad, higiene y sanidad, de

tal manera que entiendan los propositos de este manual.
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El personal debe estar capacitado en la importancia de las Enfermedades Trasmitidas por
Alimentos (ETA), pues los operarios pueden ser la fuente de contaminacion en la linea de
produccién o sus acciones pueden originar el desarrollo de patégenos extrafios si no se toma

en consideracion las indicaciones mencionadas.

El personal y en especial los dirigentes de la empresa deben conocer los objetivos de las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y los Procedimientos Operativos Estandarizados de
Saneamiento (POES).

Los trabajadores de la planta deben tener facil acceso a los manuales BPM y POES.

La planta debe contar con un plan de capacitacion sobre higiene para los trabajadores, sobre

todo para aquellos que tienen contacto directo con la linea de produccidn.

Las capacitaciones deber ser concretas, sus capacitadores deben ser dindmicos y manejar un

vocabulario sencillo para facilitar la comprension de los trabajadores.

El uso de material grafico como iméagenes, videos y fotos es esencial para el entendimiento

de los conceptos tratados en las capacitaciones.

El personal debe tener claro el procedimiento de lavado de manos previo a cualquier

actividad, en especial, aquellas acciones que intervengan con el producto final.

Los trabajadores deben conocer lo peligros y riesgos que existen en cada uno de los puestos

de trabajo y en general de la planta.

En las paredes de la planta a vista de todos debe colocarse estratégicamente rotulos que

expliquen la importancia de la higiene personal.

Los trabajadores deben estar capacitados para realizar la limpieza correspondiente de sus
areas de trabajo y las diluciones de detergentes y desinfectantes, en caso de que tengan que

realizar esas acciones.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de las capacitaciones del personal de la planta para

posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.
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3.4.2.4.  Materias primas e insumos

Se debe evitar la contaminacién de materias primas y productos vencidos mediante la
adecuada definicién y sefializacidn de las diferentes areas de la planta como procesamiento y
almacenamiento de materias primas, insumos y productos terminados.

Los utensilios a utilizarse para la manipulacién de materias primas e insumos deben ser
lavados con agua potable y desinfectados mediante un protocolo fijo, antes y después del
procesamiento del queso.

Las condiciones de conservacion de los insumos deben acoplarse a las indicaciones dadas por

el fabricante.

Los empaques deben estar correctamente almacenados en areas definidas y acondicionadas

para evitar la contaminacion de los mismos.

Las operaciones de produccién deben realizarse en condiciones sanitarias dptimas, es decir
en una planta limpia, lo cual ayudara a mantener la calidad de las materias primas, de la linea
de produccion y del producto terminado, y ademas, reducira el crecimiento potencial de

microorganismos que puedan contaminar las entradas y salidas del proceso.

Se debe prevenir la contaminacion cruzada durante las etapas de fabricacion, procesamiento,

envasado y almacenamiento.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los parametros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de las materias primas e insumos del proceso de

produccion para posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.

En cuanto al abastecimiento del agua: Para que la planta pueda obtener la certificacion de BPM

brindada por la Agencia Nacional de Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA), se
debe:

Cumplir con los requisitos fisico-quimicos y microbioldgicos del agua que se establecen en
la normativa NTE INEN 1108:2011,

El agua utilizada en las operaciones de limpieza y desinfeccion de equipos debe ser potable.
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e En caso de que el agua se obtenga por otras fuentes diferentes a la municipal, esta debe ser
potabilizada siguiendo los procedimientos autorizados por la reglamentacion nacional a cargo
de la Empresa Publica de Agua Potable y Alcantarillado (EMAPAR).

e Las pruebas microbiol6gicas y fisico-quimicas se deben realizar de forma semestral,

controlando la presencia de alteraciones o variaciones en el agua potable.

e Los andlisis microbioldgicos y fisico-quimicos se deben realizar de forma anual por

laboratorios acreditados por el INEN.

o El abastecimiento de agua potable para los procesos de produccion, limpieza y desinfeccion

debe ser continuo y permanente.

e Los niveles de cloracién y pH se deben verificar diariamente mediante procesos

normalizados.

e Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacién con todos los parametros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones del abastecimiento de agua potable en la planta de
produccién para posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.

3.4.3. Operaciones de produccion

3.4.3.1. Recepcion de leche en la planta

e La recepcion de la leche en la planta debe ser realizada por personal capacitado y con

experiencia.

¢ No debe tener materiales extrafios como pelos, polvo, moscas, residuos de otro tipo, etc.

e No debe tener residuos de medicamentos (antibidticos) ni inhibidores (desinfectantes).

e El analisis sensorial debe verificar el olor y sabor ligeramente dulce de la leche, ademés de

su color ligeramente blanco-amarillento.

e Se debe realizar la prueba bacteriologica de la reductasa para determinar el numero de

bacterias presentes en la leche. Esta debe ser menor a 4 horas.
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3.5.

Adicionalmente, se deben llevar a cabo las pruebas fisico-quimicas de acidez (Acidez
titulable valores de 14 a °D), y prueba de alcohol para determinar cuantitativamente la
presencia de microbios, de porcentaje de grasa en la leche, y de densidad para conocer si le

agregaron agua.

Debe realizarse pruebas de pH (rango aceptable 6,5 a 6,8) y test para deteccién de

antibidticos.

Si la acidez de la leche al realizar las pruebas correspondientes es inferior a 12 °D es

sospechosa de mastitis.

Los solidos totales en su constitucion no deben ser menores a 11,4%.

La grasa de la leche debe estar por encima de 3% mientras que los sélidos no grasos igual o
por encima de 8,2%.

La leche apta debe ser aprobada para recepcidn, filtrado, almacenamiento y registro.

En el filtrado se debe usar filtros desechables de celulosa para una correcta separacién de la

leche.
Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los parametros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones de la leche recibida en la planta de produccién
para posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.

Pasteurizacion

Debe ser enfriada hasta una temperatura de 40 °C.

Debe ser pasada a tinas queseras de acero inoxidable previamente desinfectadas para no

contaminar la leche.
Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los parametros anteriormente

mencionados para conocer las condiciones de la leche pasteurizada en la planta de produccion

para posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.
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3.5.1. Proceso entina

La temperatura debe ser controlada a 35 °C para iniciar el trabajo sobre la leche.

Se debe aplicar un cultivo lactico segun la dosis recomendada por el fabricante.

Se debe afiadir cloruro de calcio en dosis de 20 gr / 100 litros de leche con la finalidad de

reponer la vitamina que se ha volatilizado durante el proceso de pasteurizacion.

Se debe esperar entre 15 a 30 minutos.

La aplicacidn del cuajo debe seguir las recomendaciones del fabricante, por lo general se debe

procurar una temperatura de 38 °C para afiadir un 7 % / 100 litros de leche.

Para que exista una buena coagulacién debe esperar entre 45 minutos a 1 hora.

Con una lira limpia y desinfectada se debe realizar el corte de la cuajada con movimientos

verticales y horizontales para beneficiar la evacuacion del suero.

Los granos de 1,5 cm o tamafio nuez deben ser dejados de lado.

Se debe realizar una primera agitacion por 15 minutos utilizando un agitador limpio,

posteriormente se deja reposar por 5 minutos.

Retire una tercera parte del volumen de suero de la tina.

El suero no debe ser desechado por el desagiie ya que los efluentes contaminan el medio

ambiente.

Se realiza una segunda agitacion, a continuacion se deja reposar y finalmente se lava la

cuajada con agua a una temperatura de 55 °C.

Se debe eliminar el suero y filtrar la cuajada, esta debe ser pasada a moldes perforados de

pléstico o de acero.
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3.6.

3.7.

La consistencia se logra después de una espera de 30 minutos, luego se pone los quesos en

salmuera.

Se recomienda segun el presente estudio una disolucion de cloruro de sodio al 15 % para el

parametro de salinidad del queso fresco.

La salmuera deberia reducir la proliferacion de ciertas clases de bacterias comoSalmonella 'y
Listeria,pero existen factores en la manifactura que dificultan esta labor, sin embargo es
necesario que se busque disminuir lo méximo el contenido posteriormente se completa el
desuerado y contribuye al sabor deseado del queso.

Los quesos deben ser prensados para que concluyan la eliminacion del suero.

Se debe voltear los quesos cada 30 minutos por 4 veces.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones del proceso en tina del queso fresco para
posteriormente tomar medidas que solucionen las deficiencias.

Condiciones de envasado, etiquetado y empaguetado

Los envases, fundas o plasticos de cualquier tipo en los cuales se empaque el queso fresco

debe tener las condiciones de inocuidad necesarias para evitar contaminar el producto.

El etiquetado debe ser con materiales que no afecten la integridad bioldgica y fisica del queso.

En caso de que el empaquetado sea manual, los operadores deben utilizar mascarilla, guantes

y malla en todo momento incluso si solo se encuentra cerca del queso sin manipularlo.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los parametros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones del proceso de envasado, etiquetado y

empaguetado, para posteriormente tomar medidas que soluciones las deficiencias.
Condiciones de almacenamiento, distribucién, transporte y comercializacion

Los quesos frescos deben ser empacados en fundas u otro tipo de recipientes plasticos que

garanticen la caracteristica de inocuidad.
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Se recomienda segun el presente estudio que la temperatura de refrigeracion se encuentre
alrededor de 4 °C para obtener la menor tasa de crecimiento para patégenos como la Listeria

monocytogenes y Salmonella sp.

El transporte del queso fresco debe realizarse en camiones que posean sistemas de

refrigeracion para mantener la calidad del queso.

Se debe elaborar una cartilla de autoevaluacion con todos los pardmetros anteriormente
mencionados para conocer las condiciones del proceso de almacenamiento, distribucion,
transporte y comercializacion, para posteriormente tomar medidas que soluciones las

deficiencias.

3.7.1. Garantia de calidad

La Agencia Nacional de Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) tiene como

objetivo evaluar el cumplimiento de los lineamientos técnico-normativos y requisitos de la

normativa NTE INEN 1528:2012 para el otorgamiento del Certificado de Registro Sanitario de

Alimentos y Bebidas industrializados, de fabricacion nacional o importada, asi como generar un

sistema Unico de codificacion, sujetos a vigilancia y control sanitario. La Certificacion Sanitaria

Oficial se otorga por solicitud del interesado, previa conformidad de los requerimientos descritos

en el Anexo 1: Guia de requisitos para la inscripcion de registro sanitario por producto - Alimentos

procesados nacionales, como:

Declaracion que el producto cumple con la norma técnica NTE INEN 1528:2012, Norma

general para quesos frescos no madurados. Requisitos.

Descripcion general del proceso de elaboracion del producto.

Disefio de la etiqueta o rétulo del producto segun el reglamento técnico ecuatoriano RTE
INEN 022, entre otros.

Declaracion del tiempo de vida util del producto otorgados por laboratorios acreditados por
el Servicio de Acreditacion Ecuatoriano (SAE) o por el laboratorio de calidad del fabricante

siempre que cuente con el certificado de Buenas Practicas de Manufactura (BPM).

Especificaciones fisicas y quimicas del material del envase.
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Una de las principales acciones para garantizar la elaboracién de un queso fresco de buena calidad
en la linea de produccion es el acopio de leche de calidad o “leche fria”, que en términos practicos
se refiere a leche refrigerada con temperaturas de 3 °C a 5 °C, o en el mejor de los caso a la

temperatura Optima de 4 °C para evitar el crecimiento de microorganismos patdgenos.

La leche que no se encuentra a estas temperaturas y que ademas no se encuentra en recipientes
gue garanticen la inocuidad, tiende a calentarse y por ende a tener mayor cantidad de bacterias,
por ello es calificada como de menor calidad y se la conoce como “leche caliente”. Debido a esto
es esencial que el receptor de leche conozca la terminologia calidad de la leche y todas sus

derivaciones:

e Calidad Composicional: Es el analisis cuantitativo de proteina, lactosa, vitaminas, minerales
y grasa que contiene la leche, es decir los solidos totales. La norma técnica ecuatoriana afirma
que la leche debe tener un porcentaje minimo de 11,30% de sélidos totales (INEN, 2012). Se

evalUa en el laboratorio con pruebas quimicas o con un analizador automatico.

e Calidad Higiénica: Es la cantidad de bacterias que se encuentran en la leche, desde el ordefio
y hasta la conservacion. Estas producen &cido lactico que posteriormente constituyen la
acidez de la leche. Esta es analizada en el campo con la prueba del alcohol y en laboratorio

con las pruebas de Titulacion y Reductasa.

e Calidad Sanitaria: Es la cantidad de células somaticas que contiene la leche, estas indican de
la presencia de Mastitis Subclinica en las vacas lecheras. Para su determinacion se evalGa en
campo con la prueba de California Mastitis Test (CMT) y en laboratorio con un Contador de

Células Somaticas. Este es el patron que determina el precio de la leche a nivel mundial.

e Calidad Organoléptica: En ella se considera el color, olor y sabor que posee la leche, tanto en
el campo como en el laboratorio. Estos andlisis sensoriales pueden ser influenciados por los
olores de establo que pueden llegar a la leche, la mastitis o presencia de calostro que puede
variar el sabor, y el agua que por adulteracion puede cambiar el color de la leche al igual que

los productos quimicos.(FAO, 2011)
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CONCLUSIONES

e La temperatura analizada de forma independiente en la investigacion no arrojo
diferenciassignificativas presentadas en el tratamiento la temperatura de 12°C mayor
proliferacion de microrganismos presentando una media de 1296,3 UFC. g-1 de listeria
monocytogenes.

o Al analizar los resultados de la influencia dela salinidaden los quesos frescos se obtuvo como
mejor porcentaje de salinidad el 15% , en el cual se presenta una media de 259,26 UFC. g-1
de listeria monocytogenes

e La temperatura de conservacion combinada con la salinidad influye en el crecimiento de la
Listeria monocytogenes y Salmonella spcomo se puede apreciar en los resultados de la
investigacion realizada, en la cual a menor temperatura y salinidad no afecta el crecimiento
de los microorganismos mientras que en el tratamiento 3 a una temperatura de 12°C
combinado con una salinidad de 15% se pudo retardar el crecimiento de los microorganismaos,
esto debido a que el cloruro de sodio en mayor porcentaje contribuyo al control del
crecimiento.

e Se determind la presencia de Listeria monocytogenes y Salmonella spen los quesos de las
tres queseras analizadas por causa de la falta de control de calidad por parte de loas personas
que realizan la produccion de queso como de las autoridades a cargo, de esta forma se atenta
a lainocuidad alimentaria. .

e Se evalub el crecimiento de Lsiteria y Salmonella en tres tratamientosteniendo como
resultado que el tratamiento de combinacién Temperatura 4°C y salinidad a 5% en las tres
gueseras presento mayor carga microbiana sin embargo la Quesera 1 presento mayor
contaminacion microbiana a relacién de la Quesera 3, a través de resultados obtenidos se sabe
que el tratamiento tres que se refiere a las combinaciones Temperatura 12°C y salinidad a
15% controld el crecimiento, pero no se logro la eliminacién total de los microorganismos.

e Se elabord un protocolo de buenas practicas de manufactura y procedimiento operativos
estandarizados que debera ser aplicado en las queseras estudias para mejorar la inocuidad del

proceso de produccion de queso fresco
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar en la elaboracién de queso fresco un 15 % de cloruro de sodio,
con la finalidad de evitar la proliferacion de microorganismos.

Se sugiere aplicar un las Buenas Practicas de Manufactura, en las tres queseras evaluadas
para garantizar la inocuidad de sus productos.

Se aconseja a las tres queseras que realicen mas controles en la recepcion de la materia
prima tomando en cuenta todos los parametros que se encuentran dentro de las normativas

nacionales.
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ANEXOS

ANEXO A. EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES EN
QUESOS FRESCOS BAJO LA INFLUENCIA DE DIFERENTES
TEMPERATURA Y SALINIDAD, EN DIFERENTES QUESERIAS DEL
CANTON RIOBAMBA .

BASE DE DATOS

REPETICION

Variedad Temperatura  Salinidad I I Il
1 4°C 5% 0 1000 0
1 4°C 10 % 1000 0 0
1 4°C 15 % 0 0 0
1 8°C 5% 2000 0 0
1 8°C 10 % 0 0 0
1 8°C 15 % 0 0 0
1 12°C 5% 2000 1000 2000
1 12°C 10 % 1000 0 0
1 12°C 15 % 0 0 0
2 4°C 5% 1000 0 0
2 4°C 10 % 1000 0 2000
2 4°C 15 % 0 0 1000
2 8°C 5% 0 1000 1000
2 8°C 10 % 0 0 1000
2 8°C 15 % 1000 0 0
2 12°C 5% 1000 3000 1000
2 12°C 10 % 1000 0 0
2 12°C 15 % 0 0 0
3 4°C 5% 7000 200 200
3 4°C 10 % 0 1000 3000
3 4°C 15 % 1000 1000 0
3 8°C 5% 3000 3000 1000
3 8°C 10 % 3000 2000 1000
3 8°C 15 % 1000 1000 1000
3 12 °C 5% 8000 7000 5000
3 12 °C 10 % 2000 1000 0
3 12 °C 15 % 0 0 0




Analisis de varianza

Grados

Fuente de Suma de de Cuadrado Fisher  Fisher Fisher

variacion  cuadrados libertad medio calculado 0,05 001 Prob Sign
Total 205120000 80 2564000
Factor A 39771851,85 2 1988592593 17,46 3,168 5,021 1,41E-06 **
Factor B 4749629,63 2 2374814815 2,09 3,168 5,021 0,134 ns
Factor C 36749629,63 2 1837481481 16,14 3,168 5,021 3,21E-06 **
Inter A*B  2136296,296 4 534074.0741 0,47 2,543 3,688 0,76 ns
Int A*C 20447407,41 4 5111851,852  4.49 2,543 3,688 0,003 **
Int B*C 25914074.07 4 6478518,519 5,69 2,543 3,688 0,0007 **
Int A*B*C 13857777,78 8 1732222,222 1,52 2,115 2,860 0,1717 ns
Error 61493333,33 54  1138765,432
cv 111,68

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto del lugar de procedencia

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=699,94578

Error: 1138765,4321 gl: 54

Lugar Medias n E.E. Rango
Quesera 1 370,37 27 205,37 a
Quesera 2 555,56 27 205,37 a
Quesera 3 1940,74 27 205,37 b

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la temperatura

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=699,94578 Error: 1138765,4321 gl: 54

Temperatura Medias n E.E. Rango
4°C 755,56 27 205,37 A
8°C 814.81 27 205,37 A
12°C 1296,3 27 205,37 A




Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la salinidad
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=699,94578 Error: 1138765,4321 gl: 54

Salinidad Medias n E.E.
5% 1866,67 27 205,37 b
10 % 740,74 27 205,37 a
15 % 259,26 27 205,37 a

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccion entre el lugar de

procedencia y la temperatura

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1625,22696 Error: 1138765,4321 gl: 54

Lugar Temperatura Medias n E.E.

Quesera 1 8°C 222,22 9 355,71 a
Quesera 1 4°C 222,22 9 355,71 a
Quesera 1 12 °C 666,67 9 355,71 a
Quesera 2 8°C 444.44 9 355,71 a
Quesera 2 4°C 555,56 9 355,71 a
Quesera 2 12 °C 666,67 9 355,71 a
Quesera 3 4°C 1488,89 9 355,71 a
Quesera 3 8°C 1777,78 9 355,71 a
Quesera 3 12 °C 2555,56 9 355,71 a

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes(p<= 0,05)

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccién entre el lugar de

procedenciay la salinidad

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1625,22696 Error: 1138765,4321 gl: 54

Lugar Salinidad Medias n E.E.

Quesera 1 15 % 0 9 355,71 a
Quesera 2 15 % 222,22 9 355,71 a
Quesera 1 10 % 222,22 9 355,71 a
Quesera 2 10 % 555,56 9 355,71 a
Quesera 3 15% 555,56 9 355,71 a
Quesera 2 5% 888,89 9 355,71 a
Quesera 1 5% 888,89 9 355,71 a
Quesera 3 10 % 1444.44 9 355,71 a
Quesera 3 5% 3822,22 9 355,71 b

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes(p<= 0,05)



Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccion entre la
temperatura por la salinidad
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1625,22696

Temperatura Salinidad Medias n E.E.
12 °C 15% 0 9 355,71 A
4°C 15% 333,33 9 355,71 A
8°C 15% 444.44 9 355,71 A
12 °C 10% 555,56 9 355,71 A
8°C 10% 777,78 9 355,71 A
4°C 10% 888,89 9 355,71 A
4°C 5% 1044.44 9 355,71 A
8°C 5% 1222,22 9 355,71 A
12°C 5% 3333,33 9 355,71 B

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccion entre la el lugar de
procedencia por la temperaturay la salinidad

Lugar Temperatura Salinidad Medias n E.E.
Quesera 2 12 °C 15% 0 3 616,11 A
Quesera 1 4°C 15% 0 3 616,11 A
Quesera 1 8°C 15% 0 3 616,11 A
Quesera 1 8°C 10% 0 3 616,11 A
Quesera 1 12 °C 15% 0,000000000001 3 616,11 A
Quesera 3 12 °C 15% 0,000000000001 3 616,11 A
Quesera 2 8°C 10% 333,33 3 616,11 A
Quesera 2 8°C 15% 333,33 3 616,11 A
Quesera 2 12°C 10% 333,33 3 616,11 A
Quesera 1 4°C 5% 333,33 3 616,11 A
Quesera 1 4°C 10% 333,33 3 616,11 A
Quesera 2 4°C 5% 333,33 3 616,11 A
Quesera 2 4°C 15% 333,33 3 616,11 A
Quesera 1 12°C 10% 333,33 3 616,11 A
Quesera 2 8°C 5% 666,67 3 616,11 A
Quesera 1 8°C 5% 666,67 3 616,11 A
Quesera 3 4°C 15% 666,67 3 616,11 A
Quesera 3 8°C 15% 1000 3 616,11 A
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ANEXO B. EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE SALMONELLA SP, EN QUESOS
FRESCOS BAJO LA INFLUENCIA DE DIFERENTES TEMPERATURA Y
SALINIDAD, EN DIFERENTES QUESERIAS DEL CANTON RIOBAMBA.

BASE DE DATOS

REPETICION
Variedad Temperatura  Salinidad | I Il

1 4°C 5% 40000 50000 31000
1 4°C 10 % 42000 15000 460000
1 4°C 15 % 6750000 612000 780000
1 8°C 5% 45000 56000 37000
1 8°C 10 % 48000 18000 480000
1 8°C 15 % 6850000 632000 800000
1 12 °C 5% 50000 59000 41000
1 12°C 10 % 48000 18000 480000
1 12°C 15 % 6850000 632000 800000
2 4°C 5% 38000 45000 20000
2 4°C 10 % 10000 430000 28000
2 4°C 15 % 6000000 580000 740000
2 8°C 5% 108000 97000 116000
2 8°C 10 % 97000 15000 217000
2 8°C 15 % 286000 408000 615000
2 12 °C 5% 110000 99000 119000
2 12 °C 10 % 95000 15000 219000
2 12 °C 15 % 288000 410000 617000
3 4°C 5% 30000 40000 18000
3 4°C 10 % 37000 7000 390000
3 4°C 15 % 5850000 612000 780000
3 8°C 5% 30000 32000 22000
3 8°C 10 % 10000 1000 4000

3 8°C 15 % 24000 58000 8000

3 12 °C 5% 32000 34000 20000
3 12 °C 10 % 11000 1000 6000

3 12 °C 15 % 26000 60000 10000




Analisis de varianza

Grados
Fuente de Suma de de Cuadrado Fisher  Fisher Fisher
variacion cuadrados libertad medio calculado 0,05 001 Prob Sign
Total 190136600172839, 80  2376707502160,49
Factor A 7165595135802,47 2 3582797567901,24 1,73 3,168 5,021 0,188 ns
Factor B 4369648913580,25 2 2184824456790,12 1,05 3,168 5,021 0,356 ns
Factor C  39107120320987,7 2 19553560160493,8 9,42 3,168 5,021 0,003 **
Inter
A*B 2478208123456,79 4 619552030864.20 0,30 2,543 3,688 0,878 ns
Int A*C  12283753160493,8 4 3070938290123,45 1,48 2,543 3,688 0,221 ns
Int B*C  8206596493827,16 4 2051649123456,79 0,99 2,543 3,688 0,422 ns
Int
A*B*C  4382911358024.71 8 547863919753,09 0,26 2,115 2,860 0,975 ns
Error 112142766666667, 54  2076717901234.57

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto del lugar de procedencia

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=945226,77172 Error: 2076717901234.5693 gl: 54

Lugar Medias n E.E.

Quesera 3 301962,96 27 277336,4 a
Quesera 2 437851,85 27 277336,4 a
Quesera 1 989777,78 27 277336,4 a

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la temperatura

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=945226,77172 Error: 2076717901234.5693 gl: 54

Temperatura Medias n E.E.
8°C 411629,63 27 277336,4 a
12 °C 412962,96 27 277336,4 a
4°C 905000 27 277336,4 a




Separacion de mediasde acuerdo a Tukey por efecto de la salinidad

Salinidad % Medias n E.E.
5% 52555,56 27 277336,4 a
10 % 118592,59 27 277336,4 a
15% 1558444.44 27 277336,4 b

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccidn entre el lugar de

procedencia y la temperatura

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2194752,90936 Error: 2076717901234.5693 gl: 54

Lugar Temperatura Medias n E.E.

Quesera 3 8°C 21000 9 480360,73 a
Quesera 3 12°C 22222,22 9 480360,73 a
Quesera 2 8°C 217666,67 9 480360,73 a
Quesera 2 12 °C 21911111 9 480360,73 a
Quesera 3 4°C 862666,67 9 480360,73 a
Quesera 2 4°C 876777,78 9 480360,73 a
Quesera 1 4°C 975555,56 9 480360,73 a
Quesera 1 8°C 996222,22 9 480360,73 a
Quesera 1 12 °C 997555,56 9 480360,73 a

Separacion de medias por de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccién entre el lugar de

procedenciay la salinidad

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2194752,90936 Error: 2076717901234.5693 gl: 54

Lugar Salinidad % Medias n E.E.

Quesera 3 5 28666,67 9 480360,73 a
Quesera 1 5 45444.44 9  480360,73 a
Quesera 3 10 51888,89 9  480360,73 a
Quesera 2 5 83555,56 9  480360,73 a
Quesera 2 10 125111,11 9  480360,73 a
Quesera 1 10 178777,78 9  480360,73 a
Quesera 3 15 825333,33 9  480360,73 ab
Quesera 2 15 1104888,89 9  480360,73 ab
Quesera 1 15 2745111,11 9  480360,73 b

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes(p<= 0,05)



Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccion entre la temperatura

y la salinidad

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2194752,91 Error: 2076717901234.5693 gl: 54

Temperatura Salinidad Medias n E.E.
4°C 5% 34666,67 9 480360,73 a
8°C 5% 60333,33 9 480360,73 a
12 °C 5% 62666,67 9 480360,73 a
8°C 10 % 98888,89 9 480360,73 a
12 °C 10 % 99222,22 9 480360,73 a
4°C 10 % 157666,67 9 480360,73 a
8°C 15 % 1075666,67 9 480360,73 a
12°C 15 % 1077000 9 480360,73 a
4°C 15 % 2522666,67 9 480360,73 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)

Separacion de medias de acuerdo a Tukey por efecto de la interaccion entre la temperatura

y a salinidad

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4585834.56148 Error: 2076717901234.5693 gl: 54

Lugar Temperatura  Salinidad % Medias n E.E.

Quesera 3 8°C 10 % 5000 3 832009,19 a
Quesera 3 12 °C 10 % 6000 3 832009,19 a
Quesera 3 8°C 5% 28000 3 832009,19 a
Quesera 3 12 °C 5% 28666,67 3 832009,19 a
Quesera 3 4°C 5% 29333,33 3 832009,19 a
Quesera 3 8°C 15% 30000 3 832009,19 a
Quesera 3 12°C 15% 32000 3 832009,19 a
Quesera 2 4°C 5% 34333,33 3 832009,19 a
Quesera 1 4°C 5% 40333,33 3 832009,19 a
Quesera 1 8°C 5% 46000 3 832009,19 a
Quesera 1 12°C 5% 50000 3 832009,19 a
Quesera 2 8°C 5% 107000 3 832009,19 a
Quesera 2 12°C 5% 109333,33 3 832009,19 a
Quesera 2 12°C 10 % 109666,67 3 832009,19 a
Quesera 2 8°C 10 % 109666,67 3 832009,19 a
Quesera 3 4°C 10 % 144666,67 3 832009,19 a
Quesera 2 4°C 10 156000 3 832009,19 a
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)



ANEXO C. PROCESO DE ANALISIS MICROBIOLOGICO EN EL TRATAMIENTO # 1

CONSERVADO A 4°C

Quesera#1

Salinidad 5%

Salinidad 10%

Salinidad 15%

experimental

este proceso se lo realizo tres para cada repeticion con el fin de disminuir el porcentaje de erro

Esterilizacién de los materiales

Esterilizacion de los mateiales
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Esterilizacion de los materiales

Disolucién

Disolucién

en las tres repeticiones

Las muestras en el tratamiento #1 se realiz6 a una disolucién de 1x10~3 de igual manera esto se realiz6




Cultivo de muestras (Salmonella) | Cultivo de muestras | Cultivo de muestras
(Salmonella) (Salmonella)

Repeticion #1 Repeticion #1 Repeticion#l

Repeticion # 2 Repeticion # 2 Repeticion #2

Repeticion #3 Repeticion #3 | Repeticion #3
E = _— ——

Resultados Resultados Resultados

Repeticion #1 Repeticion #1 | Repeticion#l
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Repeticion # 2

Repeticion #2

Repeticion #3

Repeticion #3

Repeticion# 3
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Cultivo de muestras (Listeria)
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Repeticion # 2

Repeticion # 2

Repeticion #2




Repeticion # 3

Repeticion # 3

Repeticion #3

Resultados

Resultados

Resultados
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Repeticion #1

Repeticion#l

Repeticion # 2

Repeticion # 2

Repeticion #2

Repeticion # 3

Repeticion # 3
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ANEXO D. CHECK LIST DEL PROTOCOLO DE BUENAS PRACTICAS DE

MANUFACTURA

PROTOCOLO DE BUENAS PRACTICAS | FECHA:

DE MANUFACTURA

LISTA DE CHEQUEO

Identificacion del establecimiento.
Razon social.

representante legal.

Responsable a cargo de la visita
Obijetivo de la visita

Numeral | Aspectos para analizar Cumple | No cumple | Observaciones

1 Instalaciones

1.1 La planta se encuentra ubicada fuera
del alcance de focos de contaminacion.

1.2 La planta se encuentra construida en un
lugar estable, sin peligros de
deslizamientos o lugares que antes
hayan sido rellenados.

13 Las instalaciones externas de la planta
se encuentran libres de maleza y
pastizales.

1.4 En caso de existir mas lineas de
produccion, estas se encuentran
debidamente separadas

15 La planta cuenta con los permisos,
municipales y de ministerio de
medioambiente.

1.6 Cuenta con sefializacion interna.

2 Disefio e instalaciones.

2.1 Existe una debida distribucion de los
equipos.

2.2 La planta cuneta con un plano en el g
se define claramente cada area de la
planta




2.3 Cuenta con vestidores y casilleros para
el personal.

2.4 Los equipos y materiales se encuentran
elaborados en material de acero
inoxidable.

2.5 Se cuenta con aislamiento térmico en
areas donde existan riesgos fisicos por
variacibn de temperaturas y
extractores de gases

2.6 Las instalaciones facilitan la limpieza
adecuada en toda la planta.

2.7 Se realizan revisiones técnicas cada dos
afnos.

2.8 La planta cuenta con un diagrama de
las lineas produccion

2.9 Pisos, paredes, techos y puertas.

2.10 No presenta huecos o grietas en la
planta.

211 Las superficies estdn construidas en
material lisas y antideslizantes.

212 Los pisos y techos presentan desagiies
para evitar la acumulacion de agua.

3 lluminacién

3.1 Cuenta con iluminaciéon en toda la
planta que no afecte al color natural de
la materia prima.

3.2 El cableado se encuentra recubierto con
cintas o tubos aislantes

3.3 Las instalaciones eléctricas cuentan
con sus respectivas cajas de llaves
térmicas.

4 Equipos y utensilios

4.1 Los equipos y materiales estan

construidos en materias que evita la

acumulacion de suciedad.




4.2

Los materiales resisten continuas

operaciones de limpieza y desinfeccion

4.3 Los equipos cuentan con  sus
respectivos protocolos de limpieza.

4.4 Las calibraciones de los equipos la
realizan el personal autorizado.

5 Requisitos higiénicos de fabricacion

51 Cuenta el personal de buena salud

5.2 El personal notifica al jefe cuando se
encuentran enfermos.

53 No se consume alimentos en las lineas
de proceso.

5.4 el personal usa la indumentaria
adecuada para estar dentro de las arreas
del proceso.

55 El personal acata las restricciones
como, no usar maquillaje y no ingresar
con objetos ajeno al proceso

5.6 El personal recibe capacitaciones
periodicas sobre inocuidad y calidad,
ETTA

5.7 El personal tienes acceso a POES Y
BPM

5.8 L a planta cuenta con un plan de
capacitacion sobre higiene para los
trabajadores sobre todo para los que se
encuentran en contacto directo en la
linea de produccion.

6 Materias primas

6.1 La planta realiza analisis antes de
adquirir la materia prima

6.2 Se desinfecta los utensilios que se
utiliza en la materia prima

6.3 Se almacena la materia prima segun las

especificaciones del distribuidor.




6.4 Se previene la contaminacién cruzada
durante la fabricacion procesamiento
envasado hay almacenamiento.

6.5 El agua cuenta con certificacion BPM.

6.6 Se realiza anélisis semestrales del agua
gue se utiliza en la planta
Operaciones de produccion

7 Recepcidn de la leche en la planta.

7.1 la recepcion de la leche la realiza el
personal autorizado.

7.2 Se realiza el andlisis sensorial a la
leche.

7.3 Se realiza la prueba de densidad y
acides de la leche y PH

8 Pasteurizacion

8.1 Se controla de forma adecuala las
temperaturas en la pasteurizacién

9 Proceso en tina.

9.1 Se siguen las recomendaciones del
fabricante cuando se utiliza el cuajo

9.2 Se verifica que las tinas estén limpias
antes de usarlas

9.3 Se realiza el proceso en la tina tomando
en cuenta los principios de higiene.

10 Condiciones de envasado, etiquetado
y empaquetado.

10.1 Las fundas cuentan con las condiciones
necesarias para evitar que el queso se
contamine.

10.1 El personal usa su indumentaria en el

empague del producto final.




