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RESUMEN

La produccion de alimentos es una de las principales fuentes econémicas en Chile, por lo
que resulta necesario garantizar que estos no presenten un riesgo para la salud de los
consumidores. De esta manera, la produccion de alimentos sanos e inocuos mejora el acceso a
nuevos mercados, impulsa el desarrollo econémico y disminuye las enfermedades transmitidas
por los alimentos. El objetivo del estudio fue analizar la calidad microbioldgica de los alimentos
elaborados por pequefios productores de la Regién de O’Higgins y compararlos con la
reglamentacién chilena y segun su Actividad de agua (Aw), para promover una cultura de
Inocuidad Alimentaria. Por ello, se realizé un analisis microbiolégico en alimentos como aceite,
agua potable, leche pasteurizada, leche sin pasteurizar, manjar, miel, queso fresco, queso
maduro y sales de mar mediante técnicas tradicionales de recuento en placas, identificando
unidades formadoras de colonias (UFC) y presencia/ausencia en gr o ml. Se realizaron los analisis
a microorganismos indicadores de higiene como Recuento de Aerobios Mesdfilos (RAM),
Enterobacterias, Escherichia coli, Esporas sulfito reductoras de Clostridium spp, hongos, y
levaduras, y al patégeno Sa/monella spp. Como resultados, de las 66 muestras, un 83% tuvo
presencia de microorganismos indicadores de higiene, y el 100% presenta ausencia del patégeno
Salmonella spp. En cuanto a la Aw, se observé una diferencia significativa en los RAMy levaduras
en aquellos productos con una mayor Aw, mientras que, no se observo diferencia en el promedio
de hongos. Como conclusién, en general los productores cumplieron con los pardmetros
establecidos por el reglamento, demostrando que mantienen practicas de higiene durante las
etapas de producciéon y elaboracién. Por udltimo, para complementar las buenas practicas se
recomienda la implementacién del “Manual de Buenas Practicas Agricolas y Buenas Practicas de

Manufactura para pequefios productores”.

Palabras claves: alimentos; andlisis microbiolégico; microorganismos indicadores de

higiene; patégeno Sa/monella spp; inocuidad alimentaria.



ABSTRACT

Food production is one of the primary sources of economic activity in Chile, so it is
necessary to guarantee that these do not present risks to consumer’s health. In this way,
producing healthy and innocuous food improves access to new markets, boosts economic
development and reduces foodborne diseases. The objective of the study was to analyze the
microbiological quality of foods produced by small producers in the O'Higgins Region and to
compare them with Chilean regulations and according to their Water Activity (Aw), in order to
promote a culture of Food Safety. To that end, a microbiological analysis was performed on foods
such as oil, potable water, pasteurized milk, unpasteurized milk, milk candy, honey, fresh cheese,
ripened cheese, and sea salts by traditional techniques of plate count, identifying Colony Forming
Units (CFU) and presence/absence in gr or ml. The analyses were performed for microorganisms
indicators of hygiene such as Mesophilic Aerobic Count (APC), Enterobacteriaceae, Escherichia
coli, sulfite-reducing spores of Clostridium spp, fungi, and yeasts, and the pathogen Sa/monella
spp. As results, of the 66 samples, 83% had the presence of microorganisms that are higiene
indicators, and 100% showed absence of the pathogen Sa/monella spp. Regarding Aw, a
significant difference was observed in APC and yeasts in those products with a higher Aw, while,
no difference was observed in the average of fungi. In conclusion, in general, the producers
complied with the parameters established by the regulation, demonstrating that they maintain
hygienic practices during the production and processing stages. Finally, to complement the good
practices, it is recommended to implement the "Manual of Good Agricultural Practices and Good

Manufacturing Practices for Small Producers”.

Key words: food; microbiological analysis; hygiene indicator microorganisms; pathogen

Salmonella spp, food safety.



1 INTRODUCCION

Los microorganismos son organismos unicelulares o pluricelulares de tamafo
microscépico que colonizan el suelo, agua y ambiente, y que participan de forma vital en todos
los ecosistemas e interactlian con las plantas, los animales y los humanos (Montafo, et a/, 2010;
Organizacién Panamericana de la Salud, 2023). Entre los microorganismos se incluye a bacterias,
virus, hongos y parasitos (Mayoral & Reyes, 2018). La mayoria de estos microorganismos cumplen
funciones beneficiosas para los seres vivos y el medio ambiente, sin embargo, algunos se asocian
tanto con el deterioro de los alimentos, como a las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos
(ETA’s) (Robles & Vazquez, 2023). Las ETA’s pueden ser producidas por peligros alimentarios que
pueden ser de origen fisico, quimico o bioldgico (Ruiz, 2019). Los peligros biolégicos causantes
de ETA’s pueden producirse por bacterias y hongos y sus toxinas, ademas de virus, parasitos y
priones (Fernandez, et a/, 2021). La Inocuidad Alimentaria, se define como un conjunto de
condiciones y medidas que aseguran que dicho alimento no presenta un riesgo de salud a los
consumidores (Ministerio de Salud (Minsal) y Proteccién Social, 2023; Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) & Organizacién Mundial de la Salud

(OMS), 2003).

Con relacién a los alimentos, el Codex alimentarius los define como cualquier sustancia
elaborada, semielaborada o bruta, que es destinada para el consumo humano, incluyendo las
bebidas (FAO & OMS, 2007). Es importante destacar que algunos alimentos tienen condiciones
fisico-quimicas (factores intrinsecos) que pueden beneficiar el crecimiento de los
microorganismos patdégenos a lo largo de la cadena alimentaria. De igual manera, el ambiente
puede favorecer la supervivencia y multiplicacion de éstos (Vasquez, 2003). Entre los factores
intrinsecos del alimento se encuentra la Actividad del agua (Aw), el pH, entre otras, y entre los
factores extrinsecos del ambiente, como la temperatura y la humedad relativa (Cervantes, et al/,
2017; Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social, 2019). Respecto a la Aw, nos indica el

agua disponible en el alimento que facilita el crecimiento microbiano. Cabe destacar que el



crecimiento microbiano comienza con una Aw de 0,6 y llega hasta 0,998 (Vasquez, 2003). De
esta manera, sobre 0,6 de Aw proliferan hongos y levaduras, y desde 0,86 puede haber
crecimiento de bacterias patdgenas, aunque es mas frecuente entre 0,995 a 0,998 (Arévalo, 2014;
FBX México, 2023). Por otra parte, la adicién de azlcares y sales causa reduccion en el contenido
de agua del alimento, lo que se traduce en desfavorecer el crecimiento microbiano, aunque esto
no indica que no exista presencia de microorganismos (Agencia Chilena para la Calidad e

Inocuidad Alimentaria (ACHIPIA), 2021; Roman, 2021; Tapia, 2020).

Las ETA’s ocurren por la ingestion de alimentos, aguas o bebidas contaminadas con
microorganismos patégenos que afectan la salud del consumidor (Fernandez, et a/, 2021). La
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) se refiere a un brote de ETA, cuando ocurre un
incidente en dos 0 mas personas causando una enfermedad semejante luego del consumo de un
mismo alimento (Antunes, et a/, 2020; OPS/OMS). Por otro lado, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que cada afio 600 millones de personas se enferman luego del consumo de
un alimento contaminado, y mueren alrededor de 420.000 a nivel mundial (OPS/OMS/Centro

Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA), 2022).

En este sentido, en los alimentos puede haber crecimiento microbiano que se clasifica en
microorganismos indicadores de higiene y patégenos (OPS, 2019). Los microorganismos
indicadores de higiene reflejan la condicion microbioldgica del alimento, aunque no
necesariamente indican riesgo para la salud (OPS, 2019). En cambio, los microorganismos
patégenos pueden causar riesgo a la salud del consumidor (Taipe, 2019). Estos peligros
microbiolégicos pueden ser adquiridos debido a una manipulacién inadecuada de los alimentos,
mala higiene, falta de control de temperatura y contaminacion cruzada en cualquiera de las

etapas productivas de los alimentos (OPS & OMS, 2023).

De esta manera, los microorganismos indicadores de higiene se definen como un

organismo o un grupo de organismos, que refleja la condicion microbiolégica de un alimento, de
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la higiene de las maquinas, equipos, manipuladores y del entorno en que se produce o almacena
(Huaman, 2021; Ramos, 2022). Dentro de los grupos de indicadores de higiene, se encuentran
los microorganismos indicadores de condiciones de manejo o de la eficiencia del proceso y los
microorganismos indicadores de contaminaciéon fecal (OPS, 2019). Estos microorganismos
indicadores no presentan riesgo en la salud de los consumidores, no obstante, se pueden asociar
a patdgenos (OPS, 2019). Asi pues, los indicadores de la eficiencia del proceso incluyen el
Recuento Aerobios Mesdofilos (RAM), Coliformes totales, hongos (mohos) y levaduras, y dentro de
los indicadores de contaminacion fecal se encuentran /as Enterobacterias, Escherichia coli y

esporas sulfito reductoras de Clostridium spp (Robles & Vazquez, 2023).

Con respecto a los microorganismos patdgenos, son bacterias que pueden provocar
enfermedades en los consumidores. A nivel mundial, las mas importantes por su frecuencia y/o
gravedad son Sa/monella, Vibrio, E. coli enteropatogénica, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes, la mayoria asociada a intoxicaciones (OMS, 2020; OPS, 2019). Los patdgenos
como Sal/monella, Vibrioy E. coli se manifiestan principalmente con signos gastrointestinales,
ademas, de fiebre (ACHIPIA, 2017; Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), 2022;
Gobierno de Espafia, 2022). Por otro lado, L. monocytogenes causa desde sintomatologia
gastrointestinal en personas inmunocompetentes hasta infecciones mds graves como meningitis,
infeccion cerebral e infeccién sanguinea grave en personas inmunocomprometidas, asimismo, en
embarazadas puede causar abortos (Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (ECDC), 2020; EFSA, 2020). Cabe mencionar que la OMS indica que la poblacién
mas vulnerable a las ETA’s son nifios, lactantes, embarazadas, personas adultas y aquellas con
enfermedades crénicas (OMS, 2022). En Chile, desde 2016 hasta 2021, los brotes de ETA
diagnosticados corresponden particularmente a Sa/monella spp, y en menor medida se asocian a
patégenos como S. aureus, Vibrio parahaemolyticus, E. coli, entre otros. (Ayala, et a/, 2023;

Minsal, 2016; Minsal, 2019).
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Es importante destacar que el anadlisis microbiolégico es un método que evalta los
microorganismos que pueden estar presentes durante la obtencion de materia prima, la
producciéon y elaboracion, el almacenamiento y distribucién de los alimentos (Ruiz, 2019). Es
esencial que se realice para mantener el control de la calidad de los alimentos, verificar las
técnicas de manipulacion y produccién higiénica, ademas de realizar investigaciones a través de
alimentos (Hernandez & Giles, 2021; Ramos, 2017). En cuanto a la calidad de los alimentos, se
determina a través de atributos que influyen en el valor del producto, como el origen, color,

textura, aroma y método de elaboracion (FAO/OMS, 2003).

Debido a los problemas de salud y considerando las pérdidas econdmicas que implican
los brotes por ETA’s, se han establecido diversas estrategias para mejorar la inocuidad
alimentaria en Chile (Codex Alimentarius, 2022). Por consiguiente, se encuentra disponible el
Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA), el cual estipula los limites permisibles de los
microorganismos indicadores de higiene y de patdgenos en los alimentos, para que al ser
consumidos no generen enfermedades (FAO/OPS, 2017; Ministerio de Salud, 2023). Por ende,
estd reglamentaciéon contribuye a la proteccion de la poblacién por medio de estrategias,
programas y habitos para asegurar la produccién, elaboracion, envasado, almacenamiento,

distribucién y venta de alimentos inocuos y seguros.

Por tanto, el reglamento presenta un plan de tres clases que evallda la calidad de un
producto descrito por el “nimero de muestras (n)”, el “valor del pardmetro microbiolégico que
no presenta riesgo para la salud (m)”, el “valor del parametro microbioldégico que presenta riesgo
para la salud (M)’ y el “niumero maximo de muestras que puede contener un nimero de
microorganismos entre my M para que el alimento sea aceptable ()", que se encuentra detallado
en la tabla 1. Con respecto a esto, el plan de evaluacién de acuerdo con los criterios
microbiolégicos se divide en tres grados de calidad; “aceptable”, “medianamente aceptable” y

“rechazable”. Los alimentos son aceptables cuando estan entre “0 y m”, son medianamente
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aceptables cuanto se encuentra entre “m y M” y son rechazables cuando superan “M” (Minsal,

2023).

Tabla 1. Parametros establecidos por el Reglamento Sanitario de los Alimentos en Chile de los alimentos analizados en

esta tesina.

No presenta riesgo para la salud

Si presenta riesgo para la salud

Nimero maximo de muestras que

puede contener un

Alimento
(m) (M) microorganismo entre m y M, para
ser aceptable (c)
Aceite Levadura: 100 ufc/ml Levadura: 1000 ufc/ml Levadura: 1

Agua potable

Leche

pasteurizada

Leche no

pasteurizada

Manjar

Miel

Queso fresco

Queso

maduro

Sal

E. coli: ausencia
Coliformes totales: 5 ufc / 100 ml

RAM: 1.000 ufc/ml

Coliformes: 1 ufc/ml

RAM: 500.000 ufc/ml

Mohos: 10 ufc/gr
Levaduras: 10 ufc/gr

RAM: 100 ufc/gr
Esporas de Cl: 100 ufc/gr

Enterobacterias: 2.000 ufc/gr
E. coli: < 3 ufc/gr
S. aureus: 10 ufc/gr

Salmonella: ausencia

Enterobacterias: 200 ufc/gr
S. aureus: 100 ufc/gr

Salmonella: ausencia

No aplica

E. coli: ausencia
Coliformes totales: 1 ufc / 100

cm3

RAM: 50.000 ufc/ml
Coliformes: 10 ufc/ml

RAM: 1.000.000 ufc/ml

Mohos: 100 ufc/gr
Levaduras: 100 ufc/gr

RAM: 1.000 ufc/gr
Esporas de Cl: 1.000 ufc/gr

Enterobacterias: 10.000 ufc/gr
E. coli: 10 ufc/gr
S. aureus: 100 ufc/gr

Salmonella: ausencia

Enterobacterias: 1.000 ufc/gr
S. aureus: 1.000 ufc/gr

Salmonella: ausencia

No aplica

E. coli: ausencia
Coliformes totales: 1 ufc /10

muestras al mes

RAM: 2

Coliformes: 2

RAM: 1

Mohos: 2

Levaduras: 2

RAM: 3
Esporas de Cl: 2

Enterobacterias: 1
E. coli: 1
S. aureus: 1

Salmonella: ausencia

Enterobacterias: 2
S. aureus: 1

Salmonella: ausencia

No aplica

13
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En definitiva, es importante destacar que una de las principales fuentes econdmicas en
Chile se debe a la produccién de alimentos (ACHIPIA, 201 8). Asi mismo, la demanda de alimentos
se ha masificado a nivel mundial, resultando fundamental que estos productos sean inocuos para
los consumidores (Codex Alimentarius, 2019). De este modo, la produccién de alimentos inocuos
mejora el acceso a los mercados y la productividad, como también impulsa el desarrollo
econdmico, alin mas en las zonas rurales (OPS, 2019). Por este motivo, el presente estudio tiene
como objetivo realizar un analisis microbiolégico a alimentos elaborados por pequefios
productores de la regidon de O’Higgins, que incluye alimentos como aceite, agua, leche, miel,
manjar, quesos y sales de mar. De igual manera, se desea comparar estos andlisis segun su Aw,
ademas de sugerir la implementacion de Buenas Practicas Agricolas (BPA) y Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) para promover una cultura de inocuidad alimentaria, con el fin de prevenir
brotes alimentarios y asegurar alimentos inocuos. Asi, el andlisis microbiolégico se realiza
mediante técnicas de microbiologia tradicional de recuento en placas, identificando unidades
formadoras de colonias (UFC) como presencia o ausencia en gr o ml. Conforme a ello, se realiza
el andlisis a microorganismos indicadores de higiene como RAM, Enterobacterias, E. coli, esporas

de C/, hongos vy levadura, y al patégeno Sa/monella spp.
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2 HIPOTESIS

Pequefios productores de alimentos de la Region de O’Higgins implementan las Buenas
Practicas Agricolas y de Manufactura, por lo cual sus productos no presentan riesgo para la salud

de los consumidores segun los limites establecidos en la reglamentacién chilena.
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3  OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar microbiolégicamente la calidad de los alimentos elaborados por pequefos
productores de la Regién de O’Higgins, y compararlos con la reglamentacién chilena, para asi

promover una Cultura de Inocuidad Alimentaria.

3.2 Objetivos especificos

1. Realizar un andlisis microbiolégico a alimentos elaborados por productores de la regién

seglin los indicadores de higiene y patégeno.

2. Comparar la presencia y/o concentracidon de los microorganismos con lo estipulado en el

Reglamento Sanitario de los Alimentos y entre los alimentos seglin su actividad de agua.

3. Proponer mejoras segun las Buenas Practicas Agricolas y las Buenas Practicas de

Manufactura para incentivar la cultura de inocuidad alimentaria en los productores vy

manipuladores de alimentos.
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4  MARCO METODOLOGICO

El estudio formd parte del proyecto de investigacién denominado “Transferencia Modelo
de Ecoinnovacién Agroalimentaria Regional” ejecutado por la Universidad O’Higgins y financiado
por el GORE a través del Fondo de Innovacion para la Competitividad (FIC), el cual tiene por
objetivo crear un sello verde, con el fin de aumentar las oportunidades de mercado en pequefios
productores de la Regién de O’Higgins. Para esto, se selecciond un grupo de productores para
monitorear los peligros microbiolégicos que pudieran presentar en sus productos alimentarios

de origen animal y vegetal.

Dentro de los alimentos analizados, se encontraron aceites de oliva y de aceituna, sales
marinas, mieles, manjares, quesos frescos, quesos maduros, leches pasteurizadas, leches sin
pasteurizar o crudas y aguas potables. Los anadlisis microbiolégicos realizados fueron para
microorganismos indicadores de higiene como RAM, Enterobacterias, E. coli, esporas de Cl,

hongos y levaduras. Y también se realizé el andlisis para el patdégeno Sa/monella spp.

Para cumplir con la finalidad de este estudio analitico, se comenzd con la recepcidon de
muestras y prosiguio con el analisis microbiol6gico mediante técnicas tradicionales que describen
las Normas Chilenas y la Organizacion Internacional de Normalizacion (I1SO), junto a las técnicas

seleccionadas por el Laboratorio de Inocuidad Alimentaria (LIA) de la Universidad O’Higgins.

Materiales, insumos y equipos:

- EPP (mascarilla, cofia, lentes, delantal, cubre calzado, guantes).
- Refrigeradores (5°C +- 3°C).

- Libro de registro y lapiz.

- Frascos reactivos (o Schott).

- Probeta.
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Gradilla para tubos.

Pesa de precision.

Tubos de ensayos.

Hervidor.

Utensilios (tijeras y cucharas).
Microondas.

Medios de cultivo.

Diluyente.

Agua destilada.

Bafio termorregulado de agua.
Autoclave.

Cinta de esterilizado.
Portamuestra.

Placas Petri.

Bolsas estériles.

Homogeneizador (Stomacher) y vértex.
Campana de flujo laminar.
Muestra.

Basureros biologicos y de residuos domiciliarios.
Bagpipet.

Propipeta.

Asas

Puntas de bagpipet.

Pipetas.

Cinta de anaerobiosis y anaerogen.
Bandejas.

Incubadoras (35°C, 44°C y 25°C).

Contador de colonias.



4.1 Recepcidn y analisis de muestras

Las muestras fueron recepcionadas en el LIA del Campus Colchagua de la Universidad
O’Higgins, de coordenadas UTM X (317541) e Y (6168252). Fueron recibidas y refrigeradas en la
sala de recepcion de muestras entre 5°C y 8°C hasta el posterior andlisis microbioldgico,
obteniéndose un total de 66 muestras, las cuales fueron analizadas durante los meses de julio y
agosto del 2023. Asi, la duracion del estudio desde la recepcidn hasta la obtencién de resultados

fue de 3 meses.

4.2 Higiene del personal y de los materiales y equipos

Para llevar a cabo el estudio sin contaminacion por parte del personal y del laboratorio,
es importante mantener una higiene de éstos. Por lo tanto, es fundamental el uso de EPP vy el
lavado de manos en el laboratorio. Por otro lado, los materiales y equipos a utilizar se encontraron
limpios, desinfectados y/o esterilizados. Por este motivo, resulta imprescindible mantener
medidas de prevencién, higiene y seguridad para no contaminar el lugar de trabajo ni a las

personas.

En cuanto a la limpieza y eliminacién de materiales y equipos, luego de su uso pasaron a
la sala de lavado y descontaminacién. Para aquellos materiales desechables como las placas petri,
pipetas, puntas de bagtips, pipetas, bolsas, entre otros, su eliminaciéon se realizé posterior a la
descontaminacién mediante la autoclave a 121°C durante 30 minutos, para finalmente ser
eliminados en basurales establecidos. Y, los equipos se limpian y desinfectan para evitar la
contaminacion dentro del LIA. En relacion con la temperatura ambiental, estas se mantuvieron

controladas segun las exigencias del LIA.
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4.3. Preparacion de medios de cultivo y diluyente

Un medio de cultivo es una sustancia para cultivar y mantener microorganismos en el
laboratorio, consta de un sustrato o solucién que contiene nutrientes necesarios, pH y
temperatura favorable para lograr el crecimiento de microorganismos. Por ello, segln las
condiciones de crecimiento de los microorganismos, se eligié un medio de cultivo adecuado en
el que éste pueda crecer y multiplicarse para dar colonias. Las condiciones de crecimiento fueron

determinadas segun las Normas Chilenas e ISO.

Los medios de cultivo que se usaron para la incubacién de los microorganismos fueron
agares y caldos. Por un lado, los agares tienen una composicion mas soélida en comparacion a los
caldos, es decir, los caldos se mantienen liquidos durante los cambios de temperatura. Por otro
lado, los agares se mantienen en una fase sélida a menores temperaturas, y para su utilizacion,

deben pasar a fase liquida mediante el bafio termorregulador de agua.

En cuanto a los diluyentes, estos son medios de enriquecimiento liquido, utilizados en las
muestras que fueron analizadas. Este medio presenta cierto valor nutritivo; por lo tanto, permite
el enriquecimiento de la muestra. En este estudio, se utilizé agua peptonada como diluyente para
enriquecer todas las muestras. Las concentraciones realizadas fueron al 0,1% en
microorganismos indicadores de higiene tales como RAM, Enterobacterias, E. coli, esporas de Cl,
hongos y levaduras. Y se utilizé la concentracién al 1% para analizar la presencia del patégeno

Salmonella spp.

Los medios de cultivo y los diluyentes utilizados fueron preparaciones comerciales en
forma de polvos deshidratados y estériles. Estos siempre deben mantenerse en sus frascos
originales, bien cerrados y a temperatura adecuada segun las especificaciones propias de cada
proveedor. Al momento de comenzar con las preparaciones, se manipularon los frascos con

materiales secos, limpios y esterilizados. Para ambas preparaciones se utilizaron frascos schott,
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cucharas y probetas estériles, ademas de equipos como la pesa de precisiéon y hervidor. En
relacién con los calculos para las preparaciones de los medios de cultivo y diluyente, se
encontraron en las instrucciones del envase, y se considerd el volumen requerido para el andlisis.
Asi, luego de agregar la dosis requerida, se adicioné el agua destilada previamente hervida y se

agito vigorosamente hasta obtener una solucién homogénea.

Ya finalizando, se adicioné una cinta de esterilizado sobre la tapa de los frascos
preparados y se esterilizaron las preparaciones indicadas. La esterilidad de estas soluciones se
realiz6 en la autoclave a 121°C durante 15 minutos. Los medios por utilizar se dejaron en el bafio
termorregulado de agua estéril a 46°C, y aquellos que se usaron después, se enfriaron y fueron

refrigerados a 5 +/- 8°C.

4.4 Andlisis microbioldgico

Previo al analisis microbiolégico, se completd un registro indicando los datos de la
muestra, el personal a cargo, las diluciones a utilizar (-1, -2, -3, -4) y los microorganismos a
analizar, ademas de rotular el material. Es relevante resaltar que el procedimiento del analisis
microbiolégico se inici6 con la preparacion de los medios de cultivo y diluyentes. Para asi
proseguir con el pesaje e hidratacién de las muestras de los alimentos, que se llevé a cabo en la
sala de andlisis de siembra del LIA, en esta etapa se pesé 25 gramos de la muestra y se agrego
225 del diluyente (agua peptonada) en una bolsa estéril. Posteriormente, la muestra inicial (1:10
o -1) se homogeneiz6 durante 60 segundos en el homogeneizador Stomacher, se dejé en el
portamuestra y se realizaron las diluciones seriadas pertinentes para finalmente adicionar los

agares correspondientes.

Es importante destacar que todas las muestras se realizaron por duplicado, es decir, de
la primera dilucién, se inoculd 1 ml en dos placas. Asi pues, se realizé un analisis por triplicado

a cada muestra; esto quiere decir que, para cada microorganismo que se analizé en cada muestra,
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se llevdo a cabo 3 andlisis. A modo de ejemplo, para la muestra 1 se realizd un analisis
microbiolégico para RAM, Enterobacterias, E. coli, esporas de Cl, hongos, levadura y Sa/monella
spp 3 veces y asi sucesivamente para cada muestra, con la finalidad de afadir confianza a los

resultados obtenidos.

4.5 Andlisis microbiolégico de microorganismos indicadores de higiene

Los andlisis realizados en este estudio incluyeron a RAM, Enterobacterias, E. coli, esporas
de C/, hongos y levaduras. En la figura 7 se observa el procedimiento general del analisis
microbiolégico para los microorganismos indicadores de higiene. Posterior a la recepcién de la
muestra, se pesé 25 gramos del alimento y se adicioné 225 gramos de diluyente (agua peptonada
al 0,1%) en una bolsa estéril, obteniendo la dilucién -1 (1:10), luego se homogeneizé durante 60
segundos y se encontrd lista para inocular 1 ml en cada placa. Para obtener una segunda dilucién
(-2; 1:100) se inoculd 1 ml de la muestra inicial a un tubo con 9 ml de diluyente, asi
sucesivamente hasta la dilucién deseada. Es fundamental homogeneizar las muestras, ya sea en

el Stomacher como en el vortex.

Figura 1. Procedimiento del andlisis microorganismos Indicadores de Higiene en alimentos.
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Luego, se agregd el agar correspondiente a las placas y se agité vigorosa y
cuidadosamente con movimientos en circulos hacia la derecha e izquierda y luego de arriba hacia
abajo. La placa se dejé reposar hasta su solidificacién. Tras finalizar con la incubacién se

observaron las placas en el contador de colonias.

De igual manera, en la figura 2, se ejemplifica la muestra inicial (0 muestra problema)
hasta la dilucién -6 (1:1.000.000). Asimismo, se observan muchas colonias en las diluciones -1
y -2, denominandose placas muy numerosas para contar (MNPC), y pueden ser contables desde

la dilucion -3 (1:1.000).

Figura 2. Procedimiento para el recuento de células viables mediante diluciones en serie de la
muestra y el método de vertido en placa.

Muestra
1ml . problema

900049

=4 111101

Dilucién 1/10 1100 1M0°  1/10* 1/10° 1/108
total (107) (103 (0% (1079 (109 (109

Sembrar muestras de 1 mi

> 45 7\ p =
i\
159 17 2 0
Demasiadas colonias colonias colonias colonias
colonias
159 x 10° = 1,59 x 10°

Recuento Factorde  Células (unidades
dilucion  formadoras de colonias)
por mililitro de la
muestra original

Figura 5.17 Procedimiento para el recuento de viables mediante
diluciones en serie de la muestra y el método del vertido en placa. El
liquido estéril usado para hacer las diluciones puede ser simplemente agua,
pero una solucion de sales minerales o un medio de cultivo suele dar mejor
resultado. El factor de dilucion es la inversa de la dilucion.

Fuente: Madigan, et a/(2015) Brock. Biologia de los microorganismos.
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Los microorganismos descritos anteriormente tienen caracteristicas de crecimiento
diferentes entre si. Por ello, cada uno es incubado en un tipo de agar, temperatura y tiempo de

incubacion distinto segun los requerimientos de éstos, los cuales se encuentran detallados en la

tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de crecimiento de indicadores de higiene de la eficiencia de proceso e indicadores de
contaminacion fecal.

Tiempo de
Microorganismo Tipo de agar Temperatura de incubacién
incubacion
Recuento de Aerobios Mesofilos Agar Plate Count (PC) 35°C +/-1°C 48 +/- 2 horas

Agar de Glucosa de Bilis Rojo
Enterobacterias 35°C +/-1°C 24 +/- 2 horas
Violeta (VRBD o VRBG)

Agar Triptona-Bilis-X-
Escherichia coli 44°C +/-1°C 18 a 24 horas
glucurénido (TBX)

Esporas sulfito reductoras de Agar Sulfito Polimixina
35°C +/-0,5°C 24 y 48 horas
Clostridium spp Sulfadiazina (SPS)
Hongos y levaduras Agar Cloranfenicol (YGC) 25°C +/-1°C 5 dias

Fuente: Elaboracion propia.

Los indicadores de higiene presentan caracteristicas especificas para las técnicas de
analisis, como distintas condiciones para su incubacién y posterior crecimiento. En la tabla 3 se
encuentran las indicaciones que se siguieron para el analisis microbioldgico para cada indicador
de higiene. Dentro de las caracteristicas para cada microorganismo se encuentran las condiciones

especificas de siembra y la norma o reglamento que establece aquello.
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Tabla 3. Caracteristicas especificas de siembra de microorganismos indicadores de la eficiencia del proceso e
indicadores de contaminacion fecal.

Microorganismo por Agares Condiciones Condiciones de la placa para
Norma aplicada
identificar utilizados especificas de siembra incubacién

Méaximo 6 placas apiladas por
Recuento de Aerobios Aerobiosis, siembra
PC columna, incubar placas NCh2659:0F2002
Mesofilos por inmersién
invertidas

Méaximo 6 placas apiladas por
Aerobiosis, siembra
Enterobacterias VRBD columna, incubar placas NCh2676:2002
en doble capa
invertidas

Maximo 6 placas apiladas por

E. coli B-glucuronidasa Aerobiosis, siembra
TBX columna, incubar placas 1SO166492:2001
positiva por inmersién
invertidas
Esporas sulfito reductora Anaerobiosis, siembra Incubar placas invertidas en bolsa
SPS NCh3132:0F2008
de Clostridium spp por inmersion estéril con almohadilla anaerébica

Maximo 6 placas apiladas por
Aerobiosis, siembra
Hongos y levaduras YGC columna, incubar sin invertir la NCh2734:2002
por inmersién
placa

Fuente: Elaboracion propia.

A propésito de las condiciones de siembra, la siembra por inmersién es una técnica simple
que se caracteriza por la incorporacién del agar en la placa, posterior a la inoculacién de la
muestra. Y la siembra de doble capa es una técnica en la que, posterior a la inoculacién, se vertio
15 ml del agar VRBD esperando la solidificacidon para continuar con una segunda capa de 5 ml.
Mencionar que, posterior a la inoculacién de los agares, se homogeneizaron las placas mediante
agitacion vigorosa. Por otra parte, todos estos analisis son incubados en aerobiosis, es decir, en
presencia de oxigeno, mientras que en las £sporas de Cl. se incubaron con ausencia de oxigeno

(en anaerobiosis).
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4.6 Andlisis microbioldgico del patégeno Salmonella spp

En la figura 3, se esquematiza el analisis microbiolégico para Sa/monella spp.
Primeramente, se comenzd a preparar la muestra agregando 25 gramos del alimento y 225
gramos de agua peptonada al 1%, para luego incubar la muestra pre-enriquecida a 35°C +/- 1°C
durante 18 horas. Posterior al pre-enriquecimiento, se realizdé un enriquecimiento selectivo de la
muestra previamente incubada. Pues, se inoculd 1 ml del pre-enriquecimiento a un tubo de
ensayo con 10 ml de caldo Selenito Cistina (SC) y se incubd a 35°C +/- 1°C por 24 horas. De la
misma bolsa se afiadié 0,1 ml a otro tubo de ensayo con 10 ml del caldo Rappaport-Vassiliadis-

Soya (RVS), para ser incubado a 42°C por 24 horas.

Al finalizar con el pre-enriquecimiento selectivo a través de un asa de loop desechable,
se realizé la siembra de estriado en la superficie de los agares Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD)
y el agar Sa/monella Shiguella (SS). En el cual, del tubo con el caldo RVS se traspasé la muestra
hacia el agar XLD y SS, asimismo, del tubo con el caldo SC, se realiz6 el traspaso hacia el agar
XLD vy SS. Estos 4 analisis, se incubaron a 35°C por 24 a 48 horas. Por ultimo, si los resultados
arrojan colonias sospechosas, éstas se tendran que confirmar mediante una técnica denominada

bateria quimica API 20E.

Figura 3. Procedimiento del andlisis microbioldgico del patégeno Sa/monella spp.
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Fuente: Elaboracion propia (2023).
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4.7 Andlisis de resultados de colonias caracteristicas segiin microorganismos

Ya terminando el proceso y tras la incubacién completa de cada analisis y su
microorganismo especifico, se prosiguié a retirar las placas de las incubadoras y éstas se
observaron y contaron a través del contador de colonias. De este modo, la presencia de los
microorganismos indicadores de higiene se determind como ufc/gr o ml (unidades formadoras
de colonias/gramo o mililitros), y en el caso del patégeno Sa/monella spp, se determiné la

presencia o ausencia/gramo.

4.8 Analisis estadisticos

Tras obtener los resultados de los analisis, se comparé la calidad microbioldgica, segin
indicadores de higiene, en funcion de las limitaciones reglamentarias en Chile y segliin su Aw. Asi
pues, mediante revisién bibliografica se obtuvo la Aw de los productos en cuestién, clasificando
aquellos con menor a 0,96 de Aw (grupo 1) y aquellos con igual o mayor a 0,96 de Aw (grupo 2).
El grupo incluyo al aceite de mani, manjar, miel, queso maduro y sal, mientras que el grupo 2
incluyo a la leche pasteurizada, leche sin pasteurizar y queso fresco. Luego, a través de la prueba
ANOVA (Analisis de la Varianza), se determind si existe diferencia entre ambos grupos. Esta

prueba estadistica considera una confianza de 95% vy un error del 5%.

Por ultimo, se realizé una revisién bibliografica para crear y entregar un manual con
recomendaciones y sugerencias de BPA y BPM para los pequefios productores. Igualmente, se
realizo y difundié una infografia con recomendaciones de buenas practicas de higiene para la
poblacién. En cuanto a las recomendaciones y sugerencias, estas fueron basadas principalmente
en entidades oficiales como la Organizacién Mundial de la Salud, la Agencia Chilena para la

Calidad e Inocuidad Alimentaria (ACHIPIA) y el Codex Alimentarius, entre otras.

27



5  RESULTADOS

En la tabla 4, se pueden observar los tipos de alimentos, la cantidad de estos analizados
y si tuvieron presencia de microorganismos indicadores de higiene y del patégeno Sa/monella
spp. Asi pues, de un total de 66 muestras, el 83% tuvo presencia de microorganismos indicadores

de higiene, y un 100% presenté ausencia del patégeno Sa/monella spp.

Tabla 4. Presencia de microorganismos y cantidad de alimentos analizados.

Alimento Cantidad Presencia de indicadores de higiene  Presencia de patégeno Sa/monella spp
Aceite de mani 3 3/3 0/3
Aceite de oliva 3 0/3 0/3

Agua potable rural 3 0/3 0/3
Leche pasteurizada 3 3/3 0/3
Leche no pasteurizada 3 3/3 0/3
Manjar 9 7/9 0/9

Miel 21 21/21 0/21

Queso fresco 9 9/9 0/9
Queso maduro 6 6/6 0/6

Sal Cahuil 3 1/3 0/3
Sal Lo Valdivia 3 2/3 0/3

Ocurrencia 83% 0%

Fuente: Elaboracion propia.

A continuacion, se detallan aquellos alimentos que tuvieron presencia de
microorganismos indicadores de higiene. De estos se obtuvo la ocurrencia, media, desviacion

estandar (+D.E), mediana y el rango intercuartil (IQ) de los siguientes alimentos; aceite de mani,
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leche pasteurizada, leche no pasteurizada, manjar, miel, queso fresco, queso maduro y sales

marinas.

En la tabl/a 5, se exponen las muestras de aceite de mani, que presentaron RAMy hongos.

Tabla 5. Muestras de aceite de mani con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Aceite de mani RAM Hongos
Ocurrencia 66,6% 100%
Media (+D.E) 10 (0) 5 (0)
Mediana (1Q) 10 (0) 5 (0)

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 6, se exponen las muestras de leche pasteurizada, que presentaron RAM.

Tabla 6. Muestras de leche pasteurizada con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Leche pasteurizada RAM
Ocurrencia 100%
Media (+D.E) 463,3 (+98,7)
Mediana (1Q 510 (180)

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 7, se exponen las muestras de leche no pasteurizada, las que presentaron RAM,

Enterobacterias, E. coli, hongos y levaduras.
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Tabla 7. Muestras de leche no pasteurizada con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Leche no pasteurizada RAM Enterobacterias E. coli Hongos Levaduras
Ocurrencia 100% 100% 33,3% 100% 100%
Media (+D.E) 876.666,7 (+95.043,8) 6 (=4,6) 1(0) 136,7 (=20,8) 5.233,3 (x404,1)
Mediana (1Q) 880.000 (190.000) 7 (9) 1(0) 130 (40) 5.300 (800)

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 8, se exponen las muestras de manjar, que presentaron RAM, hongos y

levaduras.
Tabla 8. Muestras de manjar con presencia de microorganismos indicadores de higiene.
Manjar RAM Hongos Levaduras
Ocurrencia 44,4% 22,2% 11,1%
Media (+D.E) 236,3 (£146,7) 7,5 (£3,5) 10 (0)
Mediana (1Q) 280 (261,3) 7,5 (2,5) 10 (0)

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 9, se exponen las muestras de miel, que presentaron RAM, hongos y levaduras.

Tabla 9. Muestras de miel con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Miel RAM Hongos Levaduras
Ocurrencia 100% 71,4% 14,2%
Media (+D.E) 120,5 (+£66,5) 92 (+106,6) 6,6 (£2,9)

Mediana (1Q) 150 (130) 50 (105) 5(5)

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla 710, se exponen muestras de queso fresco, que presentaron RAM,

Enterobacterias, E. coli, hongos y levaduras.

Tabla 10. Muestras de queso fresco con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Queso fresco RAM Enterobacterias E. coli Hongos Levaduras
Ocurrencia 100% 100% 11,1% 22,2%% 100%
Media (+D.E) 831.111 (£249.521,8) 100,7 (=71,4) 5(0) 10 (=7,1) 4.500 (£1.315,3)
Mediana (1Q) 920.000 (505.000) 73 (112,5) 5(0) 10 (0) 4.300 (2.550)

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 117, se exponen muestras de queso maduro, que presentaron RAM, hongos y

levaduras.

Tabla 11. Muestras de queso maduro con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Queso maduro RAM Hongos Levaduras
Ocurrencia 100% 100% 100%
Media (+D.E) 1.310.000 (+288.097,2) 286,7 (£191,1) 128,3 (=37,1)

Mediana (IQ 1.350.000 (560.000) 180 (330) 120 (47,5)

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 12, se exponen muestras de sal de Cahuil que presentaron RAM.

Tabla 12. Muestras de sal de Cahuil con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Sal de Cahuil RAM
Ocurrencia 33,3%
Media (+D.E) 75 (0)
Mediana (1Q) 75 (0)
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En la tabla 713, se exponen las muestras de sal Lo Valdivia que presentaron hongos y

levaduras.

Tabla 13. Muestras de sal Lo Valdivia con presencia de microorganismos indicadores de higiene.

Sal Lo Valdivia Hongos Levaduras
Ocurrencia 66,6% 66,6%
Media (+D.E) 7,5 (£3,5) 10 (0)
Mediana (1Q) 7,5 (0) 10 (0)

Fuente: Elaboracion propia.

A continuacién, tras obtener los resultados de los andlisis microbiolégicos de los
alimentos, se prosiguié a comparar aquellos con presencia y/o concentracién segun los valores
establecidos por el RSA en Chile y segun su Aw. En relacidon con estos resultados obtenidos, se
informa que, de las muestras analizadas, solo 3 alimentos estuvieron fuera de los rangos
reglamentarios, que involucran los parametros de “m” y “c”. En funcién de lo planteado
anteriormente, los anadlisis a las leches no pasteurizadas superaron el limite para RAMen el 100%
de las muestras, el 57,1% de las mieles analizadas superaron el limite para RAMy, dentro de los
analisis a los quesos frescos, el 11,1% superé el limite para £. coli. Los datos mencionados se

aprecian en las tablas 14, 15 y 16, segun los microorganismos que regula el Ministerio de Salud

en Chile.

En la tabla 14, se comparan los parametros del RSA con los resultados obtenidos. Con

respecto a los limites establecidos en la leche no pasteurizada, solo se contemplan los RAM.
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Tabla 14. Comparacion de los parametros del Reglamento Sanitario de los Alimentos y la presencia de RAM en la leche
no pasteurizada.

Pardmetros RSA Ocurrencia Valores de andlisis microbiol6gico
C=RAM: 1 RAM.: 100% Muestra 13 (RAM): 780.000 ufc/ml
m = RAM: 500.000 ufc/ml Muestra 14 (RAM). 970.000 ufc/ml
M = RAM: 1.000.000 ufc/ml Muestra 15 (RAM): 880.000 ufc/ml

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 15, se detallan los parametros de RAM en las mieles, y los valores de las

muestras analizadas que superaron el parametro de m”.

Tabla 15. Comparacién de los parametros del Reglamento Sanitario de los Alimentos y la presencia de RAM en la miel.

Pardmetro RSA Ocurrencia Valores de analisis microbiolégico

c= RAM:3 RAM: 57,1% Muestra 26 (RAM): 150 ufc/gr Muestra 27 (RAM): 180 ufc/gr
m = RAM. 100 ufc/gr Muestra 28 (RAM): 190 ufc/gr Muestra 34 (RAM): 180 ufc/gr
M = RAM:1.000 ufc/gr Muestra 35 (RAM): 180 ufc/gr Muestra 36 (RAM): 170 ufc/gr

Muestra 37 (RAM): 170 ufc/gr Muestra 38 (RAM): 210 ufc/gr
Muestra 39 (RAM): 190 ufc/gr Muestra 43 (RAM): 130 ufc/gr

Muestra 44 (RAM): 170 ufc/gr Muestra 45 (RAM): 170 ufc/gr

Fuente: Elaboracion propia.

En cuanto a los parametros evaluados en el RSA en el queso fresco, se observaron
Enterobacterias, E. coli, S. aureusy Salmonella. Sin embargo, de las muestras analizadas, solo £

coli supera los parametros de “m” en una muestra, expuesto en la tabla 6.

Tabla 16. Comparacion de los parametros del Reglamento Sanitario de los Alimentos y la presencia de £ colien el
queso fresco.

Parametro RSA Ocurrencia Valores de analisis microbioldgico

c=E coli 1 E coli- 11,1% Muestra 51 (£ coli): 5 ufc/gr
m = E. coli- < 3 ufc/gr

M = E. coli: 10 ufc/gr

Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto a la Aw de los alimentos, éstos se obtuvieron mediante revision bibliografica y se
detallan a continuacién en la tabla 17.

Tabla 17. Actividad del agua de los alimentos analizados.

Alimento Actividad del agua (Aw)
Aceite 0,4
Agua 1
Leche > 0,98
Manjar 0,72 - 0,82
Miel 0,56 - 0,75
Queso fresco 0,96
Queso maduro 0,8
Sal 0,75

Fuente: Elaboracion propia.

Una vez obtenida la Aw de los alimentos, se compararon aquellos productos con una baja
actividad del agua, correspondiendo a < de 0,96 con aquellos con una alta Aw, que va desde los
0,96. Por lo tanto, de las 66 muestras que fueron analizadas, el 83% de los andlisis se distribuyo
en 2 grupos. De esta manera, en la figura 4, se tomé en cuenta a los alimentos con presencia de
microorganismos indicadores de higiene, y se agruparon segun su actividad de agua mencionada
anteriormente. Dentro de los alimentos con menor Aw de 0,96 se encontré el aceite de mani,
manjar, miel, queso maduro y sal, perteneciendo al 72,7% del total de alimentos. Por otro lado,
los que presentaron una Aw desde 0,96 fueron la leche pasteurizada, la leche no pasteurizada y

el queso fresco, correspondiendo al 27,3% restante.
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Figura 4. Alimentos con presencia de microorganismos indicadores de higiene segun su Actividad de agua.

27,3%

12,7%

< 0,96 de Aw 0,96 de Aw

Fuente: Elaboracién propia.

Por consiguiente, en el grupo 1, incluyeron 40 muestras de alimentos, equivalente al
72,7%y en el grupo 2 se incluyeron 15 muestras, correspondientes al 27,3%. Asi, en la tabla 18
se encuentra detallado el grupo 1 y en la tabla 19, el segundo grupo. En ambas tablas se
consideraron los microorganismos indicadores de higiene presentes; por lo tanto, en el grupo 1
se contemplé a RAM, hongos y levaduras, en otras palabras, a los microorganismos indicadores
de condicion de manejo. De igual modo, en ambos grupos se obtuvo la ocurrencia, media,

desviacién estandar (+D.E), mediana y rango intercuartil (1Q).

Tabla 18. Grupo 1: muestras de alimentos con menos de 0,96 de Actividad del agua.

RAM Hongos Levaduras
Ocurrencia 75% 70% 30%
Media (+D.E) 231.281,5(+519.116,5) 121,8 (+150,2) 60 (£65,6)
Mediana (IQ 170 (220) 50 (212,5) 10(110)

Fuente: Elaboracién propia.
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No obstante, en el grupo 2 se incluyeron a RAM, Enterobacterias, E. coli, hongos vy
levaduras. Con respecto a los microorganismos presentes en el grupo con > Aw, se encontrd

presencia de Enterobacterias en 12 muestras y de £. coli en 2 de las muestras analizadas.

Tabla 19. Grupo 2: muestras de alimentos desde 0,96 de Actividad del agua.

RAM Enterobacterias E. coli Hongos Levaduras
Ocurrencia 100% 80% 13,3% 33,3% 80%
Media (+D.E) 674.092,7 (+398.433,3) 77 (£74,5) 3(x2,8) 86 (£71) 4.683,3 (+1.182,3)
Mediana (1Q) 780.000 (480.000) 71,5(119,8) 3 (0) 120 (135) 4.700 (2.125)

Fuente: Elaboracion propia.

Para finalizar con los objetivos, se realizd la prueba estadistica Analisis de Varianza
(ANOVA) a través de la calculadora cientifica “Social Sciences Statistics” para comparar la media
de los microorganismos obtenidos de ambos grupos. Por lo que, se compararon los
microorganismos indicadores de condiciones de manejo, es decir, los RAM, hongos y levaduras.
A continuacién, en la tabl/a 20 se exponen los resultados de valor p, segun los microorganismos

presentes en ambos grupos.

Tabla 20. Valor p para microorganismos indicadores de higiene del grupo 1y 2.

Microorganismo indicador de higiene Valor p
RAM 0,00511

Hongos 0,706048
Levaduras 0,00001

Fuente: Elaboracion propia.

Por altimo, en la figura 5y 6, podemos visualizar el “Manual de Buenas Practicas Agricolas
y Buenas Practicas de Manufactura para pequefios productores”, como la infografia destinada a

la comunidad. Este manual contiene 7 capitulos; el capitulo 1 trata sobre los Manipuladores de
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alimentos, el capitulo 2 sobre la Cadena alimentaria, el capitulo 3 sobre los Peligros alimentarios,
el capitulo 4 sobre las Buenas Practicas Agricolas, el capitulo 5 sobre las Buenas Practicas de
Manufactura, el capitulo 6 sobre la Resolucién Sanitaria y el capitulo 7 sobre el Andlisis de Peligro
y Puntos Criticos de Control (HACCP). Estos capitulos tienen por finalidad educar a los
productores y manipuladores de alimentos, para que conozcan los peligros a los que pueden
exponerse y las formas de prevenirlos. Asi mismo, busca seguir implementando una cultura de
Inocuidad Alimentaria basada en las BPA y BPM, para que sus productos sean inocuos y no causen

riesgo en la salud de los consumidores.

Figura 5. Manual de Buenas Practicas Agricolas y Buenas Practicas de Manufactura para
pequefios productores.

MANUAL DE BUENAS
Y

Autora: Catalina Carrasco Rubio
CHILE, 2024

Fuente: Elaboracion propia.

37



38

n Catalina Carrasco catacarrascovet

Figura 6. Infografia para publico general.

CUIDA TU SALUD Y LA DE LOS DEMAS MANTENIENDO

BUENAS PRACTICAS
DE HIGIENE

Fuente: Elaboracién propia.



6  DISCUSION

Este estudio evalta la calidad microbiolégica de diversos productos alimenticios en la
region de O'Higgins. En general, los alimentos analizados cumplen con los pardmetros
establecidos por la reglamentacion chilena. Por ello, estos alimentos se consideran aptos para su
uso y consumo. Por lo que reflejan las practicas de higiene y manipulacién realizadas durante el
proceso de obtencion de materia prima, produccién, elaboracién, almacenamiento, envasado,

distribucién y comercializacién de los productos analizados.

En particular, la leche no pasteurizada tiene presencia y excede el parametro “m” para
RAM en el 100% de sus muestras, lo que indica que estos alimentos pueden presentar riesgo en
la salud de los consumidores, ya que sus valores se encuentran cercanos al parametro “M”. En
otras palabras, segln los andlisis realizados, estos productos presentan deficiencias en las
condiciones de produccidn, lo que se puede inferir tras la presencia de levaduras. Pese a ello, se
encuentra dentro de los limites mdaximos permisibles para RAM y se clasifica como
“moderadamente aceptable”. Por otro lado, el estudio por Arteaga, et al. (2021) tiene valores
superiores a la normativa peruana, para coliformes, Enterobacterias, RAMvy S. aureus, reflejando
deficiencia del manejo higiénico de estos productos. En este mismo sentido, Guaraca & Guaraca
(2020) analizaron leche cruda que no cumple con la normativa ecuatoriana para RAM. De la misma
manera, un estudio realizado por Betelhem, et a/. (2023) a leches crudas en Africa indica que el
86% de los analisis realizados presentan una baja calidad segln la normativa africana y europea
para coliformes totales y RAM, no obstante, para £. coli si se encuentra dentro de la normativa

africana.

Contrariamente, los andlisis a la leche pasteurizada si cumplen con los pardmetros
establecidos para RAM en el reglamento chileno, considerdndose apta para el consumo. De igual
forma, el estudio por Santolaya (2018) establece que sus andlisis para Enterobacterias y L.

monocytogenes se encuentran dentro de los pardmetros legales permitidos por su normativa
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espanola. Al contrario de lo que ocurre en el estudio de Guaraca & Guaraca (2020), debido a que
superan los limites para RAM, coliformes y £. coli establecidos en su normativa ecuatoriana. Asi
mismo, un estudio por Bethlehem, et al. (2023) a leches pasteurizadas indica que el 90% de las
muestras no cumplen con la normativa africana ni europea, esto para coliformes totales y RAM,

en cambio, si cumplen con los pardmetros para E. coli.

De igual forma, en las muestras analizadas a los quesos frescos, el 11,1% de las muestras
superd el parametro “m” para £. coli, no obstante, se mantiene bajo el reglamento chileno. Sin
embargo, indica contaminaciéon fecal en el 11,1% mencionada, por lo cual se infiere que no
cumplen con las practicas de higiene correctas. En este sentido, el estudio por Ccaso & Hualpa
(2020) en Peru presenta parametros superiores a los establecidos en su normativa para S. aureus,
E. coliy coliformes en la mayoria de sus quesos frescos. Asimismo, Arteaga, et al. (2021) estudio
la calidad de quesos frescos artesanales producidos en Ecuador, los cuales presentan un
incremento en los parametros microbiolégicos establecidos para coliformes, RAM,
Enterobacteriasy S. aureus. Otro estudio por Cepida (2022) en Perti no cumple con los parametros
establecidos por su normativa para coliformes totales y fecales, a pesar de ello, si cumplen con
los limites para S. aureusy Salmonella spp. En 2023, un estudio por Garcia (2023) tiene presencia
de E. coliy Salmonella spp en el 72,2% y 98,1% de sus quesos frescos artesanales, ademas de
incumplir la normativa peruana. Los antecedentes mencionados reflejan la deficiencia de
sanhitizacién e higienizacién antes, durante y después de la elaboracién de los productos (HACCP,
2017). Igualmente, es importante destacar que estos alimentos presentan caracteristicas
intrinsecas y extrinsecas que pueden favorecer el crecimiento de patégenos como Sa/monella

spp, L. monocytogenes, entre otros (FAO, 2024; Gutiérrez, 2023).

En cuanto a los quesos maduros, éstos cumplen con los parametros analizados segln la
reglamentacién nacional. Un estudio por Cevallos & Zapata (2020) en Ecuador, indica que la mitad
de los quesos mantenidos a temperatura ambiente no cumplen con la normativa, mientras que

la otra mitad que se encontraban refrigerados a 3-4°C, si cumplen con la normativa para
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Enterobacteriasy S. aureus. Otro estudio por Aranda (2021) sefiala que los quesos analizados en
Perl se encuentran dentro de los parametros estipulados por la normativa para coliformes, E
coli, Salmonella sppy S. aureus. En cambio, Ortiz, et al. (2023) sefala que los quesos maduros
artesanales cumplen con la normativa microbiolégica de los coliformes, no obstante, los

parametros de los hongos y levaduras superaron lo establecido por la reglamentacion.

Por otro lado, el 57% de las mieles analizadas superan el pardmetro “m” para RAM, aunque
cumple con la reglamentacidon nacional. Esto es similar a lo observado por Cruz (2022), el cual
cumple con su normativa para RAM, coliformes, hongos y levaduras en Honduras. De forma
similar, en el estudio de Menco, et al. (2022) en Colombia realizado entre 2019 y 2020, cumplen
con la normativa en el analisis microbiolégico de esporas de C/, hongos y levaduras. Otro estudio
realizado por Quevedo, et al. (2022), igualmente cumple con los pardmetros establecidos para

mohos, levaduras, £ coli, Salmonella sppy B. cereus en mieles peruanas.

En relacidn con el manjar y la sal, se encuentran dentro de los parametros establecidos
en el RSA en Chile. Por una parte, sus caracteristicas intrinsecas impiden el crecimiento de
microorganismos debido a la poca disponibilidad de agua (Roman, 2021). Por otra parte, estos
resultados reflejan las practicas de higiene y manipulacién empleadas en los alimentos. Otro
estudio realizado por Tigse (2022) igualmente cumple con los parametros establecidos para
mohos y levaduras en los manjares analizados en Ecuador. Asimismo, Roman (2021) cumple con
los pardametros microbioldgicos de coliformes, RAM, hongos, levaduras y S. aureus en sus
manjares colombianos, y Perriggo & Salinas (2023) cumplen con las normativas peruanas en sus

manjares.

En el caso de las sales de mar, los resultados indican una baja presencia de
microorganismos, exclusivamente de hongos y levaduras, lo cual confirma lo dispuesto en la
Norma Oficial para la Sal de Calidad Alimentaria N°18959 de la Republica de Costa Rica, FAO

(1973). Esto indica que la sal debe estar libre de detritos, impurezas y microorganismos haléfilos,
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patdégenos y cromogénicos que indiquen una manipulacion defectuosa del producto. Por ende, el

recuento bacteriano no podra ser mayor de 20.000/gramo.

En cuanto a los analisis de agua potable rural, éstos no tienen presencia de E. coli, por
tanto, cumplen la reglamentacion chilena para este parametro microbiolégico sin causar riesgo
al consumirla. Al contrario del estudio por Chacén (2021) en Chile, que no cumple con los limites
para £. coli, aunque si para los coliformes totales, realizado a estanques y domicilios particulares.
Mientras que los estudios de Chacmana & Blas (2020) y de Gonzales, et al. (2023) realizados en
Perd, indican que el agua potable presenta riesgo, puesto que no cumplen con los limites
permisibles para coliformes y £ coli de su normativa. En cambio, el estudio por Morales, et al.
(2022) evalua la calidad microbiolégica del agua potable en una escuela de Colombia, cumpliendo

con la normativa para coliformes totales y fecales.

Por Gltimo, los analisis realizados a los aceites cumplen con los limites establecidos por
la autoridad sanitaria. En Chile no se encontré comparativo directo para el microorganismo de
RAM, por lo que se comparo con los limites de la matriz para mantequillas y margarinas, vegetales
pre-elaborados, frutas y verduras. De forma similar, los microorganismos de deterioro se
encuentran dentro del rango permitido para levaduras y hongos. Es importante precisar que estos
microorganismos pueden alterar el aceite durante el procesamiento, almacenamiento y consumo,
lo cual puede afectar directamente en la proliferacién bacteriana y micética, tal como lo senala
Australian Government (2012) y el investigador Jamie Ayton en el Laboratorio de Investigacion de

aceites australianos.

Segun el reglamento sanitario de los alimentos en Chile, la mayoria de los productos
alimenticios analizados se clasifican como “aceptables”, conforme a lo estipulado en el plan de
evaluacion de calidad del RSA. Entre aquellos alimentos se encuentran el aceite, agua, leche
pasteurizada, manjar, miel y queso maduro. Sin embargo, el 100% de las leches no pasteurizadas,

el 57,1% de las mieles y el 11,1% de queso fresco se clasifican como “moderadamente aceptables”.
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De acuerdo con lo sefalado anteriormente, no se rechaza la hipétesis en aquellos alimentos
sefalados como aceptables, pero si se rechaza en aquellos productos clasificados como
moderadamente aceptables. Lo anterior, debido a que estos productos alimenticios podrian

causar riesgo en la salud de los consumidores.

En relacion con los parametros microbioldgicos de los alimentos, se conocen los limites
de la mayoria de los productos presentes en este estudio. No obstante, el RSA no deja definidos
aquellos microorganismos a analizar para establecer la calidad de la sal. Sumado a esto, el

reglamento chileno no menciona a aquellas personas susceptibles a ciertos alimentos.

En lo que respecta a la Aw, no hay diferencia en el promedio de hongos entre el grupo 1
y 2, aunque si existe una diferencia significativa en la presencia de RAMy levaduras, siendo mayor
en el grupo 2, o sea, en los alimentos con Aw desde 0.96. En este marco, el grupo 2 tiene
presencia de Enterobacterias'y E. coli, en el 80% y 13,3% de sus alimentos. A pesar de tener
presencia de estos microorganismos, los alimentos producidos en la sexta regién cumplen con
los parametros establecidos por el reglamento chileno. Esto demuestra que los productores
mantienen practicas de higiene durante las etapas de produccion y elaboracion de sus productos
alimenticios. Por ello, para complementar las buenas practicas, se recomienda la lectura y practica
del “Manual de Buenas Practicas Agricolas y Buenas Practicas de Manufactura para pequefios
productores” (figura 5). Asimismo, se divulga una infografia para publico general, con el fin de

promover buenas practicas en los manipuladores y consumidores de alimentos (figura 6).

6.1 Limitaciones del estudio

Dentro de las limitaciones de este estudio, no se pudieron realizar algunos analisis
microbiolégicos que se evaltan en el reglamento chileno, debido al proceso de acreditacién en

que se encuentra el laboratorio de la Universidad O’Higgins. De manera que se sugiere volver a
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analizar productos alimenticios de diversas comunas de la sexta regién para conocer la calidad

microbiolégica de aquellos alimentos y promover la educacion y cultura de Inocuidad Alimentaria.
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7  CONCLUSION

En resumen, es importante enfatizar que, de las muestras de alimentos producidas por
pequefios productores de la sexta regién, el 100% cumple con los pardmetros microbioldgicos
analizados seglin la reglamentacién chilena estipulada. Frente a esto, se infiere que la mayoria
de los productores mantienen practicas de higiene durante la obtencién de materia prima, la
produccién, elaboracién, envasado, mantencion y comercializacién de estos productos. Sin
embargo, es importante destacar que aquellos alimentos con recuentos de microorganismos
elevados deben realizar mejoras en las practicas de higiene que mantienen, esto con el fin de
evitar alimentos con posible contaminacion de patdégenos que puedan afectar la salud de la

poblacién.

A causa de lo antes mencionado, se entrega un manual con la finalidad de educar y
fomentar la producciéon de alimentos inocuos, ademas de incentivar una cultura de Inocuidad
Alimentaria en los pequefios productores de la Region de O’Higgins. Por tal razén, se sugiere
implementar continuas capacitaciones sobre BPA, BPM y prdcticas de higiene a los trabajadores y
manipuladores de alimentos. Asi, la constante aplicacion de las recomendaciones y sugerencias
de los 7 capitulos contribuye con la entrega de productos sanos e inocuos, lo cual puede
incrementar sus ventas a nivel local e internacional. De forma que es primordial considerar que
la Cultura de Inocuidad debe reforzarse dia a dia en todos los grupos etarios, ya que lo anterior

permite ir subiendo el nivel de aplicacion desde los productores hasta los consumidores.
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