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RESUMEN

La pasteurizaciobn es un proceso térmico que reduce la carga microbiana a niveles
seguros y/o la total destruccion de los microorganismos patégenos que pudiesen estar
presentes en la leche u otro producto alimenticio, garantizando la inocuidad y evitar las

enfermedades de transmision por alimentos (ETAS).

En base a un ensayo piloto realizado en la Planta de Lacteos VIGLAC se determiné que el
proceso de pasteurizacion a 72 °C durante 4 segundos era deficiente, en vista que la
carga microbiana en el producto pasteurizado superé los valores de aerobios mesdfilos,

coliformes totales y Eschericha coli permitidos por la norma NTE INEN 10:2012.

Observando esta realidad se propuso estructurar e implementar la Guia Técnica para la
pasteurizacion de la leche. Para probar su efectividad se realiz6 un nuevo ensayo,
tomando muestras de leche cruda (25) y muestras de leche pasteurizada (360) por un
lapso de 5 semanas. El andlisis de las muestras, ponen de manifiesto, que la aplicacion
de un proceso de pasteurizacion realizado a 72 °C durante 20 segundos disminuye la
carga bacteriana a un valor promedio de 5,8 x10' UFC/cm? (o = +9,1 x10°) para aerobios

mesdfilos y a <1 UFC/cm? (o = + 0,9) para coliformes totales/E.coli.

Adicional se aplicé ecuaciones de cinética de inactivacion bacteriana y el célculo de
reducciones logaritmicas, mismas que corroboraron que el tiempo y temperatura
empleados en la pasteurizacién descritos en la Guia Técnica fueron los adecuados para

reducir la carga bacteriana a lo indicado en la horma vigente en el Ecuador.

Palabras claves: Leche. Pasteurizacion. Guia técnica. Cinética de inactivacion

bacteriana.
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ABSTRACT

Pasteurization is a thermal process is to reduce the microbial load to safe levels and/ or
the total destruction of pathogenic microorganisms that may be present in milk or other

foodstuff, guaranteeing safety and avoiding diseases transmitted by food (ETAS).

Based on a pilot study conducted at the VIGLAC Dairy Plant, it was determined that the
pasteurization process at 72 ° C for 4 seconds was deficient, given that the microbial load
present in the pasteurized product exceeded the values of mesophilic aerobes, Total
coliforms and Eschericha coli allowed by the NTE INEN 10: 2012.

Observing this reality, it was proposed to structure and implement the Technical Guide for
milk pasteurization. To test its effectiveness, a new test was carried out, taking samples of
raw milk (25) and samples of pasteurized milk (360) for a period of 5 weeks. The analysis
of the samples shows that the application of a pasteurization process accomplished at 72 °
C for 20 seconds reduces the bacterial load to an average value of 5,8 x10* UFC/cm3 (o =

49,11 x10°) for mesophilic aerobes and <1 UFC/cm? (o = + 0,9) for total coliforms / E.coli.

In addition, kinetic equation of bacterial inactivation and the calculation logarithmic
reductions were applied, same that corroborate the time and temperature used in
pasteurization described in the Technical Guide were adequate to reduce the bacterial to

what is indicated in the norm in force in Ecuador.

Keywords: Milk. Pasteurization. Technical Guide Kinetics of bacterial inactivation.
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INTRODUCCION

En el mercado actual, tanto las plantas productoras de lacteos, asi como los
consumidores requieren de mayores exigencias respecto a la calidad de la leche y sus

derivados, principalmente en términos de su inocuidad.

El objetivo fundamental de aplicar el proceso de pasteurizacion de la leche cruda es la
reduccion de los microorganismos patdgenos a niveles seguros y/o la total destrucciéon de
los mismos para garantizar su inocuidad y evitar las enfermedades de transmisién por
alimentos (ETAS) (Pardo & Almanza, 2003).

A nivel mundial los productos lacteos representan un importante vehiculo de ETAS. La
contaminacién post-pasteurizacion, la manipulacién durante el proceso de fabricacion, el
equipamiento y el abuso de las condiciones de temperaturas durante el transporte y el
almacenamiento son causales para el desarrollo de microorganismos patdégenos en los
productos lacteos. Entre los agentes etioldgicos transmitidos por la leche y productos
lacteos que cominmente pueden causar intoxicacion, toxiinfeccién o infeccion alimentaria

son generalmente causados por enterobacterias. (Valbuena, Rojas, & Luigi, 2013).

La leche que ingresa la Planta de Lacteos VIGLAC contiene una carga microbiolégica
superior a los requisitos microbiol6gicos establecidos en la normativa nacional NTE. INEN
9:2012 por lo que se debe garantizar que el procesamiento térmico al cual es sometida la
leche reduzca la carga microbiana a niveles aptos para el consumo humano. Ademas,
mediante un ensayo piloto, la leche pasteurizada incumplia con los requisitos
microbiol6gicos segun la norma NTE.INEN 10:2012 tanto para aerobios mesofilos,
coliformes totales y E, coli lo que fue considerado un indicativo que el procesamiento
térmico (pasteurizacion) que se llevaba a cabo era deficiente y que las normas higiénicas
eran inapropiadas, convirtiétndose en un riesgo potencial para la salud de los

consumidores.

En base a lo expuesto, es de suma importancia establecer el procedimiento adecuado
para el proceso de pasteurizacion mismo que debe ser respaldada por analisis
microbiol6gicos, que avalen su eficiencia; para asegurar la inocuidad del alimento. Por

tanto, se propuso implementar una Guia Técnica para la pasteurizacion de leche la cual

Evelyn Cristina Guaraca Pino Péagina 13
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fue estructurada y socializada en la Planta de Lacteos “VIGLAC”, su efectividad se
corroboré mediante pruebas microbioldégicas abarcando microorganismos aerobios
mesdofilos, coliformes totales/ E.coli, los resultados revelaron que los pardmetros descritos
en la guia propuesta cumplieron con la finalidad de disminuir y/o eliminar cualquier

microorganismo patdégeno, que pudiese sobrevivir al procesamiento térmico.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Leche

1.1.1. Definiciones de leche

. Leche. Producto de secrecibn mamaria de animales bovinos sanos, que es

extraida mediante ordefio y no tienen ningun tipo de adicién o extraccion (INEN, 2012a).

o Leche cruda. Leche que no ha sido sometida a ningun tratamiento térmico, es
decir, su temperatura no supera los 40°C que es la temperatura de la leche una vez
extraida de la ubre bovina. (INEN, 2012a).

o Leche pasteurizada. Leche que es sometida a tratamiento térmico para eliminar
parcial o totalmente los microorganismos patdégeno presentes sin alterar sus

caracteristicas nutricionales, organolépticas y fisicoquimicas (INEN, 2012b).
1.1.2. Calidad e inocuidad de laleche

La calidad higiénica de la leche cruda depende del estado salud del animal bovino y su
ubre, del ambiente de ordefio, higiene del ordefiador y de las condiciones del equipo de
ordefio. La contaminacién microbiana de la leche durante su obtencion en la explotacion
ganadera puede deberse a diferentes microorganismos tales como Streptococcus,
coliformes, psicrétrofos Gram negativos y termoduricos. La leche también puede contener
distintos microorganismos patégenos como Brucella spp., Salmonella spp., Bacillus,

Clostridium, Yersinia y Listeria (Martinez Vasallo et al., 2015).

En la leche pasteurizada a diferencia de la leche cruda, la presencia de bacterias
coliformes es inaceptable, ya que las temperaturas de pasteurizacion las destruye. Su
presencia en alimentos es indicador de un mal procesamiento térmico o contaminacion

postpasteurizacion (Servicio de acreditacion Ecuatoriano, 2018).

Los requisitos, tanto de calidad e inocuidad de la leche, son expresados como

indicadores fisico-quimicos, organolépticos, higiénico-sanitarios y la ausencia de peligros
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bacterianos que permitan la obtencién de leche y derivados lacteos sin riesgo de causar
dafio a los consumidores. Estas exigencias se cumplen con una correcta planificacion,
aplicacion y seguimiento de Buenas Practicas de Manufactura (Martinez Vasallo et al.,
2015).

1.1.3. Microorganismos indicadores de alteracién y calidad higiénica en leche

pasteurizada

La calidad microbiolégica de la leche pasteurizada se establece en términos de
microorganismos indicadores de los defectos en el manejo o en la transformacion

tecnolégica del alimento. Los microorganismos empleados son:

o Aerobios mesofilos: Se definen como un grupo heterogéneo de bacterias
capaces de desarrollarse en un rango de temperatura entre 15 a 45 °C, siendo su
temperatura 6ptima 35 °C (Aguirre, 2016).

La determinacién de los aerobios mesofilos es un indicador de calidad microbiolégico mas
empleado en la leche, sin embargo, su presencia en bajas cantidades no descarta la

ausencia de patégenos o sus toxinas. Su recuento permite:

a) Verificar que los procedimientos de limpieza y desinfeccion sean efectivos.

b) Comprobar que las temperaturas aplicadas durante los procesos fueron las
correctas.

C) Identificar el origen de la contaminacion durante los procesos de fabricacion de

alimentos (Alonso & Poveda, 2018).

o Coliformes totales: Son bacilos de pequefia longitud, aerobios o anaerobios
facultativos. Su temperatura éptima de desarrollo es 37 °C, fermentan glucosa y lactosa
en acido lactico, CO;, e hidrogeno, desprendiendo un olor y sabor desagradable. La
presencia de estos microorganismos son indicativos de mal manejo o deficiencia de

proceso (Aguirre, 2016).

. Eschericha coli: Bacilo Gram negativo, fermentan a lactosa a 45 °C + 0,2. Este

microorganismo se utiliza como indicador de la contaminacion de origen fecal, puesto que
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su hbitat es la flora intestinal de los mamiferos, suelos y aguas fecales (Alonso &
Poveda, 2018).
Los métodos de ensayo y limites de referencia para los microorganismos indicadores de

calidad en leche pasteurizada se establecen en la tabla 1.

Tabla 1. Requisitos microbioldgicos de la leche pasteurizada

- Método de
Requisito n m M c
ensayo
Recuento de microorganismos NTE INEN
. 5 30 000 50 000 1
mesofilos, UFC/cm? 1529-5
_ AOAC
Recuento de coliformes, UFC/cm? 5 <1 10 1
991.14
] ] AOAC
Recuento de Eschericha coli, UFC/g 5 <10 - 0
991.14

Fuente: (INEN, 2012b)

1.2. Definicién de Guia Técnica

Es un documento de apoyo técnico-administrativo, que abarca la informacion y/o
procedimientos de forma ordenada, sistémica, clara y detallada sobre un tema en
particular, ademas sefiala a quién va dirigido, como, cuando, y dénde sera aplicada
(Lopez, 2009).

Disponer de una guia técnica a mas de cumplir con un requisito administrativo permite
normalizar las actividades para que estas se realicen siempre igual y bajo las mismas
condiciones, de tal manera que el procedimiento no se vea afectado al momento de existir
cambios de personal, y ademas garantiza la obtencién de productos de la misma calidad
(Arroyo & Maronna, 2013).

1.2.1. Partes de la Guia Técnica

No existe uniformidad en cuanto a su contenido, ya que esta varia segun los objetivos y

propositos, asi como su &mbito de aplicacion; sin embargo, los elementos que se

consideran basicos para su elaboracién son:
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Identificacion. Es la portada o primera pagina de la guia en la cual se debe incluir los
siguientes datos: logotipo de la institucién, nombre de la institucion, titulo de la guia,

autores, fecha de elaboracion, pais y ciudad.

indice. Indica de forma ordenada los temas que constituyen la guia con sus respectivos

nameros de paginas.

Introduccidn. Es la carta de presentacion de la guia, proporciona de forma resumida y
clara la informaciéon mas relevante, orientando al lector a tener un panorama general de
su contenido. Para su elaboracién se requiere conocer la situacién actual del tema de

interés (Sanchez et al., 2011).

Objetivo(s) de la guia técnica. Describe el proposito que se pretende cumplir con la
Guia Técnica, debe ser redactado en forma clara, precisa e iniciar con un verbo en
infinitivo (Sanchez et al., 2011).

Glosario. Lista de términos de dificil comprension, junto con su significado.

Contenido. Parte medular de la Guia Técnica, en la cual se describe de manera detallada
la informacion de los temas que contiene el documento, adaptandola a las necesidades
del lector. En este apartado se puede incluir, imagenes, tablas diagramas de flujo o
cualquier otro instrumento para facilitar el entendimiento por parte del usuario (Lopez,
2009).

Bibliografia: Conjunto de referencias de libros, revistas, sitios web entre otros, que se
emplearon para la busqueda de informacién de los temas tratados en la Guia (Sanchez
et al., 2011).

Anexo (opcional): Los anexos son documentos que complementan la informacién

descrita en la Guia (Sanchez et al., 2011).

Evelyn Cristina Guaraca Pino Péagina 18
Ligia Alexandra Guaraca Sigluencia



AE‘% Universidad de Cuenca
éx)i_‘

1.3. Pasteurizacion

La pasteurizacién es un proceso que combina tiempo y temperatura, cuyo objetivo es
destruir las formas vegetativas de algunas bacterias patdbgenas como Mycobaterium
tuberculoso, Salmonella, Brucella, entre otros. Ademas, mediante este proceso puede
inactivar enzimas como la lipasa y catalasas que alteran los sabores de los alimentos. La
pasteurizacion se realiza a temperaturas inferiores al punto de ebullicion del tal manera
gue el producto no pierda sus caracteristicas fisicas, quimicas y nutritivas (Begazo, 2014;
Bufiay, 2014).

Para el proceso de pasteurizacion se pueden realizar diversas combinaciones de tiempo y

temperatura como se visualiza en la tabla 2.

Tabla 2. Combinaciones de tiempo y temperatura de pasteurizacion

Temperatura (° C) Tiempo

63 30 minutos
72 15 segundos
89 1,0 segundos
90 0,5 segundos
94 0,1 segundos
96 0,05 segundos
100 0,01 segundos

Fuente: (Martinez & Rosenberger, 2013)

El proceso de pasteurizacién por accion del calor destruye a las bacterias lo que permite
prolongar la vida util del alimento. Sin embargo, no todos los microrganismos son
destruidos a la vez, ya que solo un porcentaje es destruido en un determinado periodo de
tiempo mientras que el resto sobrevive, pero, si los microorganismos sobrevivientes se
someten nuevamente al proceso de pasteurizacion, una proporcion igual de éstos seran

destruidos. Es decir un mismo tratamiento térmico elimina la misma proporcion del
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recuento inicial, por tanto la cinética de muerte térmica es de primer orden (Gonzalez,
2015).

1.3.1. Tipos de pasteurizacion.
Existen tres tipos de pasteurizacion

a. Pasteurizacién a baja temperatura por largo tiempo (LTLT- Long temperatura/
long time). Este proceso consiste en exponer la leche a temperatura de 63 °C durante 30
minutos, con posterior enfriamiento durante 30 minutos (Tortora et al., 2007).

b. Pasteurizacién a altas temperaturas durante un breve periodo de tiempo
(HTST- High Temperature/Short Time). Consiste en exponer al alimento a temperaturas
superiores a los 72 °C durante un periodo breve de tiempo de alrededor de 15 segundos,
dentro de este procedimiento existen dos métodos:

o Pasteurizacion HTST en batch o lotes. En este tipo de pasteurizacion la leche
cae en una autoclave industrial, en la cual se introduce vapor y posteriormente agua para

el descenso de la temperatura (Quevedo & Garzén, 2010).

o Pasteurizacion HTST en flujo continuo. Durante este proceso la leche llega al
equipo intercambiador a 4 °C, donde se calienta por regeneracion o precalentamiento a

una temperatura de 58 °C.

Al salir de la zona de regeneracion, la leche es filtrada y se dirige al intercambiador de
calor dénde alcanza una temperatura de 72 a 73 °C, posterior se dirige a la zona de
retencion del equipo permaneciendo de 15 a 20 segundos, transcurrido este tiempo pasa
a la zona de regeneraciéon, dénde es enfriada hasta los 18 °C. Finalmente circula a la
seccion de enfriamiento adquiriendo una temperatura de 4 °C por accion del agua fria y
helada (Carrazco, Fiel, Frias, Martha, & Osuna, 2013).
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llustracion 1. Proceso de pasteurizacion HTST en flujo continuo.
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Fuente: Modificado por los autores de (Gonzales, 2007)

C. Pasteurizacion a altas temperaturas o ultra pasteurizacion (UHT- Ultra high
temperature). Durante este procedimiento la leche cae a través de una camara que
contienen vapor sobrecalentado a una pelicula delgada, adquiriendo una temperatura de
140 °C en menos de un segundo, posteriormente se enfria en una camara de vacio por
eliminaciéon del vapor. Con este procedimiento la leche pasa de 74 °C a 140 °C y
disminuye nuevamente a 74 °C en un periodo inferior a los 5 segundos (Tortora et al.,
2007).

1.4. Destruccion de microorganismos por el calor

Los microorganismos requieren para su crecimiento una determinada temperatura, pero
cuando se sobrepasa esta temperatura durante un tiempo suficiente se consigue reducir o
detener el desarrollo de los microorganismos y las esporas (si es esporulado). La cantidad
de tiempo y temperatura al que son expuestos los microorganismos y esporas depende
de la termorresistencia que presentan, considerando que las esporas son mas resistentes

que las células vegetativas. En base a lo expuesto, la termorresistencia de los
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microorganismos se expresa como tiempo de inactivacién térmica, que es el tiempo

necesario para destruir células o esporas a una temperatura especifica (Gonzalez, 2015).

Resulta imposible calcular el tiempo exacto que se requiere para inactivar a todos los
microorganismos. Sin embargo, al calentar las células vegetativas y las esporas a una
temperatura determinada, es posible medir el tiempo para que la poblacién disminuya en
un 90 %, este tiempo se conoce como tiempo de reduccién decimal o valor D.

Al representar graficamente los valores D a diferentes temperaturas se obtiene la gréfica
de tiempos de inactivacion térmica y a partir de la pendiente de la recta que se forma se
obtienen el valor z, el cual representa el incremento de temperatura en °C que se
necesita para conseguir una reduccion decimal en tiempo de inactivacion térmica
(Gonzalez, 2015; Coronel, Jiménez, & Lopez, 2009).

Un ejemplo si se parte de una poblacion de 1 millén de microbios y son tratados durante
1 minuto siendo afectados en un 90 % es indicativo que la poblacion se reduce a 100.000
microorganismos, si se repitiera el mismo procedimiento los resultados serian una
reducciéon del 90 %, es decir por cada minuto de tratamiento aplicado muere el 90% de

microorganismos restantes de la poblacion (Tortora et al., 2007).
La combinacién de tiempo y temperatura es importante, ya que determina la intensidad
del tratamiento térmico. Mientras mayor sea la temperatura, menor es el tiempo que se

necesita para destruir a los microorganismos (Tortora et al., 2007).

llustracion 2. Relacioén de tiempo y temperatura

Decimal
100 ke reduction
Q@ . time (D)
3
72}
g
B To ) 50, ). TG B S ——
c B
S
%)
8
T 4
e
>
w
0.1
10 20 30 40 50
Time (min)
Fuente: (LIafez, 2005)
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1.4.1. Cinética de inactivacion microbiana

Propuesta por Chick (1908), este modelo ha sido utilizado para calcular la esterilidad en
métodos térmicos de conservacion al aplicar calor a los alimentos para reducir o destruir
a los microorganismos. El nimero de microorganismos supervivientes, después de la
duracién de calentamiento seleccionado, son determinados para obtener el tiempo de
reduccion decimal. Generalmente se utilizan modelos cinéticos para desarrollar procesos
de conservacion de alimentos que aseguren la inocuidad de los mismos (Gonzélez,
2015).

El efecto letal de la pasteurizacion en los microorganismos puede ser expresado
matematicamente como la siguiente funcién logaritmica para el tiempo de reduccién

decimal:
D log [%] =t (Ec. 1)

Donde:

No: nimero de microorganismos iniciales (en el tiempo 0)

N: nimero de microorganismos por gramo que quedan en el producto después de un
tiempo de calentamiento t

D: tiempo necesario para destruir el 90% de los microorganismos presentes en el
producto, este tiempo D se llama “tiempo de destruccién térmica”.

t: Tiempo de calentamiento a una temperatura determinada.
De esta ecuacion se deduce:

e Cuanto mayor es N,, mayor es el tiempo de calentamiento necesario para la
destruccién de microorganismos.

e Cuanto mayor es D, mas resistentes al calor son los microorganismos presentes y
mayor es el tiempo para destruirlos. (Gonzalez, 2015). El valor de D depende de los
microrganismos que hay en el producto y de la temperatura. La relacion entre D y las

temperaturas se determina con la siguiente ecuacion.
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Do _ (T-To)
lOgF == (EC 2)
Donde:

D, y D= tiempos de destruccion del 90% de los microorganismos a las temperaturas T, y
T.

Z= aumento de temperatura necesario para conseguir una disminucion del 90% en el
tiempo y destruccion térmica D. Este valor z se expresa en °C.
De la misma manera, aplicando el modelo de la cinética de reaccién quimica de primer

orden se tiene:

dN
e kN (Ec.3)

Agrupando los términos semejantes se obtiene la siguiente ecuacion:
N 1 t
fNoﬁ dN = kfo dt (Ec. 4)

Donde:
k: es la constante cinética de la reaccidon quimica y que equivale a la pendiente del
logaritmo natural de supervivientes frente al tiempo para una determinada poblacién

microbiana.

Integrando la ecuacion 3 se tiene:

In [%] =kt (Ec. 5)

Relacionando las ecuaciones (1) y (5) se obtiene la siguiente relacion entre el tiempo de

reduccion decimal y la constante cinética:
k *D = 2,303 (Ec. 6)

Cada una las especies microbiana tiene un valor D y un valor z como se muestran en la
tabla 3.
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Tabla 3. Valor D y z para algunas especies microbianas en la pasteurizacion

Temperatura de

Microorganismos referencia D (s) Z (°C)
)
Mycobacterium tuberculosis 82,2 0,018 5,6
Salmonella spp. 82,2 0,192 6,7
Staphylococcus spp. 82,2 0,378 6,7
Lactobacillus spp. 82,2 0,57 6,7
Clostridium botulinum 72 a 80 0,2 10
Clostridium sprogenes 72 a 80 0,1al5b 10
Mesofilos en la leche entera 72 a 80 11 10,5
Terméfilos en leche entera 72 a 80 25 10,5
Mesdfilos en la nata 72 a 80 31 10,5
Termdfilos en la nata 72 a 80 46 10,5

Fuente: (Gonzales, 2007)

El célculo de reducciones logaritmicas es empleado para corroborar que la temperatura y
tiempo aplicado en el proceso de pasteurizacion es capaz de reducir los microrganismos

presentes en la leche. Para su calculo se emplea la siguiente ecuacion:

N° reducciones logaritmicas = logN, — logN
(Ec.7)

En la tabla 6 se indica el nUmero de reducciones logaritmicas establecidas por Weibull
con resultados de un £ 95% de intervalo de confianza, lo que permite establecer y
corroborar que la leche pasteurizada esta exenta de dichos microorganismos (Coronel
et al., 2009)

Tabla 4. Numero de reducciones logaritmicas establecidas por Weibull con resultados de

un = 95% de intervalo de confianza.

Microorganismo T(°C) N° reducciones logaritmicas
Streptococcus faecalis 60 1,5+0.2
Listeria monocytogenes 55-70 1,8+0,5
Eschericia coli 72 1,5+0,3
Lactobacillus delbrueckii 51 2,9+0,4

Fuente: (Coronel et al., 2009)
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2. METODOLOGIA
2.1. Areade estudio

La investigacion se llevo a cabo en la planta de lacteos “VIGLAC” ubicada en la zona rural
de la provincia de Cafar, cantdn Tambo, sector Chuichan- Panamericana Norte, Km79

ver anexol.

La preparacion y analisis microbiolégico de las muestras obtenidas fueron realizadas en el

laboratorio de dicha planta.
2.2. Tipoy descripcion del estudio
Se realiz6 un estudio de tipo observacional, probabilistico.

Antes de poner en marcha la investigacion, se visité la planta para evaluar la calidad
microbioldgica de leche cruda y pasteurizada en el cual las condiciones de pasteurizacion
fueron de 72 °C durante 4 segundos Los resultados microbiolégicos obtenidos en este
primer ensayo llamado “prueba piloto” incumplian con los requisitos microbioldgicos para

aerobios mesdfilos, coliformes totales y E. coli estipulados en la norma NTE INEN 9y 10.

En base a dicho diagnéstico se propuso implementar y socializar al personal de la planta
la Guia Técnica para la pasteurizacion de la leche siguiendo el proceso descrito en el
diagrama 1. Tras la implementacion de la Guia, se realiz6 un segundo ensayo
denominado “nuevo muestreo”, el cual las muestras de leche cruda y pasteurizada fueron
sometidas a un nuevo analisis microbiol6gico para demostrar si la Guia Técnica produjo

cambios en la carga bacteriana medida originalmente.

Adicional a los ensayos antes mencionados se realiz6 una evaluacion del comportamiento
de la carga microbiana cuando se somete a un proceso de pasteurizacion a 72 °C y a

80°C durante un tiempo de 20 segundos.
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Diagrama 1. Proceso para la implementacion de la Guia Técnica

Revision Andlisis Seleccién

Fuentes
bibliograficas

Manejo inicial de la lech
Pasteurizacién
Limpieza, descripcion del

Portada i)
Indice

Introduccién equipo
Estructura de la Guia Objetivos Protocolo del proceso d
Técnica Contenido pasteurizacion
Bibliografia

Protocolo de limpieza d
equipo pasteurizador

‘ \l--- JANROF: _;,/

Socializacion de la Guia
Técnica a los operarios y

Trabajadores . s
e
T
empleados
Evaluacion NO
(CUMPLEY<——— | icrobiolsgica —><CUMPLE>

A4

v
Acepta la Guia I Rechaza la Guia

2.3. Poblacion de estudio

La poblacién que se consideré en la prueba piloto y nuevo muestreo estuvo constituida
por la leche de cinco proveedores que ingresa diariamente a la Planta de Lacteos

“VIGLAC” para el proceso de pasteurizacion.
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Tamafno de la muestra de leche cruday pasteurizada

El tamafio de la muestra que se tomé para el analisis microbiolégico del nuevo muestreo
de la leche cruda fue de los 5 proveedores cuyo volumen promedio fue de 6180 litros,
gque son destinados para el proceso de pasteurizacion.

El estudio se realiz6 durante el periodo comprendido entre el 29 de abril al 31 de mayo
del 2019, realizandose 25 muestreos para leche cruda, cinco por cada semana, teniendo
un total de 25 muestras. En la leche pasteurizada el nimero de muestras se tomé en base
a la norma Military Standard con un nivel de inspeccion Il, que corresponde a 15 muestras
por lote (6180 litros), tomadas de lunes a viernes que corresponden a los dias de
produccion de la planta con un total de 360 muestras ver tabla 5. Se tomdé como
referencia esta norma debido que la normativa INEN no indica el tamafio de muestra en

leche a granel.

Tabla 5. Volumen promedio de leche cruda destinada a la pasteurizacion

Proveedor Litros de leche cruda %
1 782 12,65
2 244 3,95
3 359 5,81
4 992 16,05
5 3803 61,54
Volumen promedio de leche 6180 100
cruda

Fuente: Planta de lacteos “VIGLAC”

2.4. Tomade muestra de leche cruday pasteurizada

La toma de muestra de leche cruda y pasteurizada se realiz6 en el area de recepcion y

pasteurizacion respectivamente ver anexo 2.

Para la toma de leche cruda se consider6 un volumen de 100 ml por cada proveedor,
tomada directamente del tanque de transporte segun el diagrama 2. Las muestras de
leche pasteurizada se tomaron de las llaves de pasteurizacion previa a su caida a los

batches de produccién de acuerdo al diagrama 3.
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En el ensayo realizado a diferentes temperaturas se tomé un volumen de 5.000 litros de

leche cruda, mismo que fue fraccionado en dos partes de 2.500 litros, de cada fraccion se

tomé un total de 15 muestras de leche pasteurizada con un volumen de 5 ml cada una.

El protocolo de la toma de muestra en general esta basado en lo establecido por la

Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de Calidad del Agro (Agrocalidad)

Diagrama 2. Proceso de toma de muestra de leche cruda
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Diagrama 3. Proceso de toma de muestra de leche pasteurizada
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2.5. Métodos de analisis microbiol6gico

2.5.1. Placas petrifilm.

Son placas avaladas por la AOAC Internacional (Asociacion de las Comunidades
Analiticas), contienen un medio de cultivos y un agente solidificante, recubiertas por una
pelicula de polipropileno que permiten el analisis microbioldgico rapido de diversos
microorganismos. Ademas, contienen indicadores de pH que colorean a las colonias de
bacterias para su identificacion y una cuadricula que facilita el recuento (Alonso &
Poveda, 2018).

2.5.2. Placas petrifilm para aerobios mesoéfilos.
Contienen un tinte indicador de color rojo 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC) el cual al asociarse

con la membrana de las bacterias y los iones H* se liberan reduciendo al TTC a formazan
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coloreando la colonia en rojo. La placa tiene un limite de deteccién de 25 a 250 colonias y

se incuban a 37 °C durante 48 horas.

2.5.3. Placas petrifilm para coliformes totales/ E. coli.

Contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB) y un indicador de la actividad de la
glucoronidasa. La mayoria de E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucuronidasa, la que
a su vez produce una precipitacion azul asociada con la colonia. La pelicula superior
atrapa el gas producido por E. coli y coliformes fermentadores de lactosa. Cerca del 95%
de las E. coli producen gas, representado por colonias entre azules y rojo-azules
asociadas con el gas atrapado en la Placa Petrifilm. Tiene un limite de deteccién de 15 a
150 colonias y se incuban a 37 °C durante 48 horas.

2.6. Materiales, reactivos y equipos

Para la realizacion de la toma y siembra de las muestras se emplearon los materiales,

reactivos y equipos descritos en la tabla 6.

Tabla 6. Materiales, reactivos y equipos

Materiales Reactivos Equipos
Autoclave de mesa
Envases de plastico estéril | Agua de peptona Handylave de capacidad
de 16 litros

Pipeta serologica 1ml . Estufa  de incubacion
+0.01 Agua destilada Memmert con rango de

’ temperatura de 30 a 80 °C
Pipeta serologica de 10 ml Plac"fls. petrifilm: a_eroblos Balanza analitica
+0.050 mesofilos, - coliformes | o cidad de 200g

totales y E. coli.
Pipeta automética de 1000 . Cabina de flujo laminar
Alcohol antiséptico .
ul Biobase
Frasco estéril de vidrio de Alcohol industrial
250ml
Tubos de ensayo de 10 ml
Lampara de alcohol
Varillas de vidrio
Puntas descartables de
capacidad de 1ml
Dispersor para placas
petrifilm
Termometro
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2.7. Procedimientos de siembra de leche cruday pasteurizada

2.7.1. Preparaciény siembrade leche cruda
Se tomo6 5 ml de cada una de las muestras de los 5 proveedores y se los transfirié a un
frasco de vidrio estéril. Una vez completado los 25 ml de la unidad de muestra se procedi6

a realizar las diluciones y siembra de acuerdo al diagrama 4.

Diagrama 4. Proceso de siembra de leche cruda
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2.7.2. Preparacion y siembra de las muestras de leche pasteurizada

El aislamiento microbiolégico de aerobios mesofilos y coliformes totales/E. coli en leche
pasteurizada se realizé mediante siembra directa, como se indica en los diagramas 5y 6.
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Diagrama 5. Proceso de siembra para el aislamiento de aerobios mesdfilos en leche
pasteurizada.
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Diagrama 6. Proceso de siembra para el aislamiento de coliformes totales/ E.coli en leche
pasteurizada
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2.8. Cdlculo para el recuento de microorganismos en leche

Tras el recuento manual del nimero de colonias de aerobios mesdéfilos, coliformes totales/

E.coli se realiz6 los célculos multiplicando el numero de colonias por el inverso de la

dilucién, de esta manera se obtiene el nimero de unidades formadoras de colonia por

mililitro de muestra.

N=J2Cxf
Cuando se considere dos diluciones para el conteo se aplica la siguiente férmula

____xc
VvV (n1+0,1n2)d

Doénde:
o 2.C= Suma total de las colonias contadas
o d= Dilucién de los primeros recuentos.
o v= Volumen del in6culo sembrado
o nl= Numero de placas contadas de la primera dilucion seleccionada.
o n2= Numero de placas contadas de la segunda dilucion seleccionada.

Expresion de resultados

. Microorganismos mesdfilos: UFC/cm?
. Recuento de coliformes: UFC/cm?
. Recuento de Escherichia coli: UFC/cm?

2.9. Aplicacion de la cinética de inactivacién microbiana

(Ec. 8)

(Ec.9)

La aplicacibn del modelo cinético de muerte bacteriana permiti6 evaluar que los

parametros de tiempo y temperatura establecidos en el Guia Técnica para la

pasteurizacion de leche son los adecuados para reducir o eliminar la carga microbiolégica

con la que ingresa la leche cruda a niveles aceptados por la INEN 10: 2012 para

considerar al producto como apto para su uso y consumo.
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2.10. Analisis de datos

Se elabor6 una base de datos en el programa Microsoft Excel 2016 para la recoleccion de
la informacion obtenidos de cada muestra de leche como son: nombre del proveedor,
volumen, hora y temperatura de recepcion de la leche y los valores de los recuentos de

aerobios mesofilos, coliformes totales y E. coli tras el procesamiento de las muestras.

Los recuentos microbiol6gicos de aerobio mesdfilos que se obtuvieron semanalmente se
promediaron y graficaron el tiempo de pasteurizacion en segundos versus el nimero de
unidades formadoras de colonias por cm® (UFC/cm?®) en escala logaritmica. En el sistema
algebraico computacional Math Lab 2013 se construyeron las curvas de cinética de
inactivacion microbiana misma que permiti6 comparar el comportamiento de los

microorganismos en la leche cruda y pasteurizada.

Ademas, los resultados obtenidos se compararon con las normativas NTE INEN 9 y 10

correspondientes a leche cruda y pasteurizada.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Resultados microbiolégicos de la prueba piloto

El ensayo piloto realizado en el mes de marzo en la Planta de Lacteos “VIGLAC”
determind que el proceso de pasteurizacion aplicado a 72 °C durante 4 segundos era
deficiente ya que los resultados microbiolégicos presentados en la tabla 7 superan los
valores establecidos en la norma NTE INEN1O; por tanto, se considera la leche no apta
para su uso y consumo puesto que E. coli es capaz de producir toxinas que generan

graves enfermedades en el consumidor e incluso su muerte.

En base a estos resultados como medida para mejorar la calidad microbiolégica de la
leche se incrementd el nUmero de retenciones consiguiendo un tiempo de pasteurizacion
de 20 segundos. “Si la pasteurizacion se lleva a cabo a una temperatura de 72 °C se
recomienda un tiempo minimo de 15 segundos”, con estas modificaciones se realizé el

nuevo muestreo (Martinez & Rosenberger, 2013).

Tabla 7. Resultados microbiolégicos de la prueba piloto

Producto Resultados microbiolégicos Condiciones
Aerqb_ios Coliformes Eschericha coli
mesofilos totales (UFC/cm?)
(UFC/cm?®) | (UFC/cm?3)
Leche cruda 2,0x107
Leche T*=72°C
pasteurizada 1,4x10° 4,7x10° 2,7 x10° t**= 4 segundos

*Temperatura de pasteurizacion
**Tiempo de pasteurizacion

3.2.  Resultados microbiolégicos del nuevo muestreo

El nuevo muestreo y evaluacion microbiolégica se realizé una vez que fue socializada y
aplicada la Guia técnica del proceso de pasteurizacion de leche. Los resultados de los

recuentos microbiolégicos se describen en la tabla 8.
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Tabla 8. Resultados microbiolégicos del nuevo muestreo durante las 5 semanas

Leche cruda Leche pasteurizada a 72 °C durante 20
segundos
Aerobios Aerobios Coliformes Eschericha
Semana mesofilos mesofilos totales coli
(UFC/cm?) (UFC/cm?) (UFC/cm?) (UFC/cm?)
48 horas 48 horas 48 horas 48 horas
1 2,5 x10’ 6,7 x 10! <1 <1
2 6,1x10° 4,3 x 10! <1 <1
3 9,1 x10° 5,7 x 10! <1 <1
4 1,2 x10’ 6,1 x 10* <1 <1
5 8,1 x10° 6,2 x 10! 2 <1
Promedio del
recuento de las 5 1,2 x107 5,8 x10*
semanas <1 <1
o* 7,5 x10° 9,1 x 10° 0,9 0
* Desviacion estandar

Como se observa en la Tabla 8, la leche que ingresé a la planta de lacteos present6 un
recuento promedio de aerobios mesoéfilos de 1,2 x107 UFC/cm?2, cuyo valor superé las
1,5x10% UFC/cm?® que indica la Norma NTE.INEN 9:2012 como leche apta para ser

empleada como materia prima.

Los recuentos elevados de estos microorganismos pueden deberse a que la leche
ingres6 con una temperatura promedio de 22 °C a causa de que los tanques de acero
inoxidable en la que es transportada no cuentan con cadena de frio anexo 3. Esto
favorece al desarrollo de la flora de los microorganismos aerobios meséfilos que crecen
en un rango de temperatura entre 20 °C y 45 °C, es por ello que se recomienda la
refrigeracion inmediata del producto a una temperatura de 4 a 5 °C después de su ordefio
(Heer, 2007). Otro factor desencadenante para el desarrollo de esta poblacion microbiana
es el proceso de agitacion, donde el oxigeno del aire es incorporado a la leche alterando

su calidad microbioldgica (Aguirre, 2016).

Segun el estudio realizado en la industria Lacto Ochoa- Fernandez Cia. Ltda.” ubicada en
una zona aledafia a la Planta de Lacteos “VIGLAC” se determind que la leche cruda no
cumple con el valor permitido en la norma para aerobios mesdfilos ya que presentd un
recuento promedio de 6,8x10° UFC/cm3. Segun las autoras de este estudio los factores

gue desencadenan a la proliferacion de estos microrganismos son la temperatura y
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tiempo de entrega de leche. Las muestras fueron transportadas a una temperatura
promedio de 19,6 °C y la entrega de leche del 15% de sus proveedores no lo realizan
diariamente y durante el tiempo que no se entrega la leche es almacenada

presumiblemente en frio. (Bufiay & Peralta, 2015).

La ilustracion 4 se elabord en base a los datos de la tabla 8 en dénde se visualiza de
forma general el recuento promedio de aerobios mesdfilos con la que ingresé la leche
cruda durante las cinco semanas de muestreo, ingresando como maximo 2,5 x 107 y
céomo minimo 6,1 x 10° UFC/cm?® los cuales corresponden a las semanas 1 y 2
respectivamente, tras el proceso de pasteurizacién a 72 °C durante 20 segundos se logré
en promedio 5,4 reducciones logaritmicas puesto que las semanas 1y 4 se redujo a 6

reducciones logaritmicas y las semanas restantes 5 reducciones logaritmicas.

Esta variacion es directamente proporcional a la carga inicial y tipo de microorganismos
con la que ingresa la leche cruda, la efectividad del proceso de pasteurizacién, el proceso
de limpieza y desinfeccién de los equipos, la calidad del agua y el ambiente del aire de
pasteurizacion, ya que este Ultimo si ho es éptimo puede incorporar microorganismos que
afecten la inocuidad de la leche como lo mencionan Aguirre, (2016) al igual que Serrano,
(2005).

Como se indicé anteriormente la carga con la que ingresa la leche cruda supera los
limites permitidos por la Norma NTE INEN 9:2012 sin embargo con el cumplimiento del
protocolo del proceso de pasteurizacion a 72 °C durante 20 segundos descrito en la Guia
Técnica se consiguié la reduccién en un 99,99 % (5,8 x10' UFC/cm®) de la carga de
aerobios mesdfilos en las cinco semanas, cumpliendo con los niveles establecidos en la

Norma NTE INEN 10:2012, esto evidencia la eficiencia del proceso de pasteurizaciéon

Otra investigacion realizada en Venezuela sobre la evaluacion microbiologica de leche
cruda versus pasteurizada indica que de un muestreo con un total de 100 muestras que
fueron pasteurizadas en las mismas condiciones de tiempo y temperatura que el presente
ensayo, aproximadamente el 92 % cumplieron con los limites microbiol6gicos de aerobios
mesdfilos establecidos por la Norma venezolana COVENIN 798 (2,0x10* UFC/ml)

considerandose aceptables para el consumo humano (Luigi, Rojas, & Valbuena, 2013).
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3.3.  Comparacion de datos de la prueba piloto y nuevo muestreo

Al comparar los valores de aerobios mesdéfilos durante los ensayos de la prueba piloto y
nuevo muestreo representados en la ilustracién 4 se evidencia que en el primer ensayo la
carga microbiolégica en leche cruda parte de 2,0 x 10’ UFC/cm?® y tras el proceso de
pasteurizacion realizado a 72 °C durante 4 segundos la carga se redujo en un 28,20 %

(1,4 x 10° UFC/cm3) lo que corresponde a una reduccién logaritmica.

Tras el cumplimiento de la Guia Técnica planteada los recuentos microbiol6gicos en leche
pasteurizada obtenidos en el nuevo ensayo fue de 5,8 x 10 UFC/cm?, partiendo de una
carga de 1,2 x 10" UFC/cm?®con un total de 5,4 reducciones logaritmicas.

llustracion 4. Comparacion de aerobios mesofilos obtenidos en la prueba piloto y nuevo

muestreo

107 - : : :
b x=0 -
[ y=2,0x 107 UFC/cm®

LECHE CRUDA

x=0

¥= 1,2 107 UFClem?® A

N\ ¥=1.4x 10°UFClem®

Nuevo muestreo
=== 5x10° UFClem® (Limite max. aerobios mesofilos NTE, INEN 10)
Prueba piloto

UFCifcm®

x=20
y= 5,8x 10" UFClcm®

LECHE PASTEURIZADA

10 : :
0 4 8 12 16 20
Tiempo de pasteurizacién (s)

Ademas, en estos dos ensayos se evalud en leche pasteurizada coliformes totales y E.
coli, cuyos valores en la prueba piloto fue de 4,7 x 10® UFC/cm? para coliformes totales y
de 2,7 x 10?2 UFC/cm? para E.coli, los recuentos mencionados también incumplen con la
normativa, por consiguiente se consider6 como leche no apta para el consumo ya que
como menciona (Aguirre, 2016), la presencia de bacterias coliformes en leche
pasteurizada es inaceptable y su presencia es un indicativo de un mal procesamiento

térmico. Las posibles causas de los recuentos elevados de los patdgenos antes
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mencionados se pudo deber al uso de agua contaminada y el no cumplimiento del
proceso de limpieza del equipo de pasteurizacion, como medida correctiva se aplico las

acciones que se encuentran descritas en la Guia Técnica.

En el segundo ensayo realizado los recuentos microbiolégicos de coliformes totales y E.
coli corresponden a un valor <1 UFC/cm®. Por lo tanto, la carga microbiana de los

gérmenes analizados en el nuevo muestreo cumple con la norma NTE INEN 10:2012.

3.4. Evaluacién del comportamiento microbiolégico a 72 °C y 80 °C durante 20
segundos.

Por medio de este andlisis se evidencié que la carga microbiolégica es menor mientras
mayor es la temperatura de pasteurizacion como se representa en la ilustracion 5. Cabe
mencionar que este ensayo fue llevado para ambos casos en un tiempo de 20 segundos
en vista de que el equipo cuenta con este tiempo de retencién establecido; sin embargo
mientras mayor sea la temperatura, menor es el tiempo que se necesita para destruir a los

microorganismos y por consiguiente menor carga microbioldgica.

llustracion 5. Recuentos microbiolégicos de leche pasteurizada a 72 y 80 °C

NG y= Txt0* UFClem? 4—! LECHE CRUDA
7 y= ]

—— Temperatura de pasteurizacion= 72 C

===510" UFC/em® (Limite max. leche pasteurizada NTE INEN 10)
— Temperatura de pasteurizacion= 80 C

: : - e o w=d0 1
i y=4,5X10°UFC/em?
10 : q

:;f?mmumc N LECHE PASTEURIZADA
1

5 10 15 20
Tiempo de pasteurizacidn (s)
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3.5. Cinéticade inactivacion bacteriana

Se aplicé el modelo cinético para demostrar que los tiempos de pasteurizacion
establecidos en el nuevo muestreo son los correctos. Para su aplicacién se tomé como
poblacion microbiana aerobios mesdfilos.

Célculo tedrico de la cinética de inactivacion bacteriana en base a la normativa
INEN 9y 10.

Tabla 9. Datos para el calculo te6rico de la cinética de inactivacién bacteriana

Parametro Valor
Tiempo de reduccion decimal 0,18 minutos (Gonzalez, 2015)
(D)
Poblacién bacteriana inicial 1,5 x 10 8 UFC/cm? (INEN, 2012a)
(No)
Poblacion bacteriana final (N) 50000 UFC/cm? (INEN, 2012b)
Célculos:
i 2,303 2,303 12.79 min-1
= - = =
018min 0T

N, 1,5 x 10° UFC/cm3
In [W] —kt - I

50000 UFC/cm? | = (1279 min™)t =t =0,2659min

60s
t =0,2659 min(
1 min

) =15,96s
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Calculo real de la cinética de inactivacion bacteriana aplicada en los meses de:

abril-mayo 2019

Tabla 10. Datos para el calculo real de la cinética de inactivacion bacteriana

Pardmetro Valor
Tiempo de 20 segundos (tiempo de retencién)
reaccion
N 1,2x10 7 UFC/cm?
0
N 5,8 x10 * UFC/cm3

Célculos:

1,2x 107 UFC/cm3
5,8x 101 UFC/cm3

] N"—k l
D[W]— t - n

] =0,333k » k =3675min"!

N, 1,2x 107 UFC/cm3
In [W] =kt - In

R UFC/Cm3] =3675t - t=0333min

7 60s
t = 0,333 min (1 ) =199s

Mediante la aplicacion de la ecuacion de la cinética de inactivacion bacteriana, el tiempo
tedrico necesario para reducir la carga bacteriana a niveles aceptables segun la norma
NTE.INEN 10:2012 es de 15,96 segundos. Por otro lado, los valores obtenidos
experimentalmente durante los meses de muestreo son de 19,9 segundos; esta variacion
de tiempo en relacion con el valor tedrico se debe a la carga con la que ingresa la leche
cruda a la planta supera lo estipulado en la norma NTE. INEN 9:2012 y de igual manera la
carga final de la leche pasteurizada es inferior a los 50000 UFC/cm?® (NTE.INEN 10:2012)
por tanto, se requiere de mayor tiempo de exposicion de la materia prima (leche cruda) al
calor para que exista una mayor reduccion de carga microbiolégica, ya que de acuerdo
con (Gonzales, 2007) cuanto mayor es el valor de N,, mayor es el tiempo de

calentamiento necesario para la destruccién de microorganismos.
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3.6. Célculo del niumero de reducciones logaritmicas
e Calculo teérico del numero de reducciones logaritmicas

N° reducciones logaritmicas = log Ny — log N

N° reducciones logaritmicas = log (1,5 x 10°) — log (50000)

N° reducciones logaritmicas = 1,48

e Célculo real del numero de reducciones logaritmicas

N° reducciones logaritmicas = log Ny — log N
N° reducciones logaritmicas = log (1,20 x 107) — log (5,8x101)
N° reducciones logaritmicas = 5,43

Mediante el calculo del nUmero de reducciones logaritmicas se observd que para cumplir
con el limite de carga bacteriana de aerobios mesofilos establecido en la NTE INEN 10 se
necesitan 1,48 reducciones logaritmicas (célculo teérico), sin embargo, en la fase
experimental se obtuvo un valor de 5,43 reducciones logaritmicas aplicadas en los meses
de abril - mayo 2019, lo que demuestra la eficacia del proceso de pasteurizacion. Estos
valores sirvieron como referencia para evaluar la reduccion de carga microbiolégica para
los demas microorganismos analizados en la leche pasteurizada (E.coli y coliformes
totales); segun el modelo descrito por Weibull se necesita de 1,5 + 3 reducciones

logaritmicas para los microorganismos mencionados (Coronel et al., 2009).
3.7. Implementacion de la Guia Técnica para la pasteurizacion de la leche

Los resultados obtenidos de los recuentos microbiolégicos y de la cinética de inactivacion
microbiana evidencian la efectividad de la aplicacion de la Guia técnica del proceso de
pasteurizacion en la panta de lacteos VIGLAC.

El contar con una Guia técnica a mas de cumplir con un requisito administrativo, su

aplicacion permite normalizar las actividades de tal manera que se realicen siempre igual

Evelyn Cristina Guaraca Pino Péagina 44
Ligia Alexandra Guaraca Sigluencia



AE_% Universidad de Cuenca

y bajo las mismas condiciones, independientemente de quien las lleve a cabo, lo que
garantiza que aun con cambios en el personal los procedimientos se ejecuten sin
variaciones, también facilita organizar, dirigir supervisar y controlar las actividades,
asignando tareas especificas al personal, para que éste las ejecute en tiempos definidos.
Todo lo antes mencionada permite a la planta obtener productos seguros e inocuos de
manera cotidiana (Arroyo, 2015).

Adicional a este documento, se anexa impresa la Guia Técnica para la pasteurizacion de
la leche.
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4. CONCLUSIONES

o Una vez finalizado el analisis microbioldgico se pudo concluir que la leche cruda de
los cinco proveedores que ingresa a la Planta de Lacteos “VIGLAC”, y que es destinada al
proceso de pasteurizacion no cumple con el valor limite de aerobios mesofilos estipulados
en la norma NTE. INEN 9:2012 siendo como factores contribuyentes a esta alteracion, la
temperatura de transporte de la leche a la planta (22 °C) ya que los tanques de

movilizacién no cuentan con cadena de frio

o El total de las 360 muestras de leche pasteurizada tomadas durante las cinco
semanas de muestreo presentaron recuentos promedio de 5,8 x10' UFC/cm?® para
aerobios mesdfilos y de <1 UFC/cm? para E. coli y coliformes totales; los cuales cumplen
con la normativa vigente en el Ecuador (NTE. INEN 10: 2012), por consiguiente, se obtuvo
una disminucién del 99,9% de aerobios meséfilos y en un 100% para coliformes totales y

E. coli en relacién a la cara inicial de la leche (1,2x10” UFC/cm?).

o Mediante la aplicaciéon de la cinética de inactivacion bacteriana se comproboé la
eficacia del proceso de pasteurizacion llevado a cabo a una temperatura de 72 °C durante
un tiempo de 20 segundos, de acuerdo a la norma de leche pasteurizada se requiere de
15,96 segundos para que el proceso de pasteurizacion reduzca la carga microbiana a
limites aptos para el consumo humano, sin embargo en el ensayo el tiempo requerido
para reducir el numero de aerobios mesoéfilos fue de 19,96 segundos debido a que la
carga con la que ingresa la leche cruda es mayor a lo estipulado en la norma NTE. INEN
9:2012

o Al aplicar el célculo de reducciones logaritmicas se observé que para cumplir con
el limite de carga bacteriana de aerobios mesdfilos establecidos en la NTE. INEN:
10:2012, se necesita 1,48 reducciones logaritmicas, mientras que al aplicar el calculo a
nuestros datos el nimero de reducciones necesarias para disminuir la carga es de 5,46
reducciones siendo efectivo el tratamiento térmico al cual es sometida la leche. Estos
valores sirvieron como referencia para evaluar la reduccion de carga microbiologica de

coliformes totales y E.coli, segun el modelo descrito por Weibull.
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o En base a los resultados antes mencionados la Guia Técnica propuesta para el

correcto proceso de pasteurizacion cumpliria con su objetivo y puede ser implementada

para su uso por parte de los operarios y trabajadores de la planta de lacteos “VIGLAC”.

Evelyn Cristina Guaraca Pino Péagina 47
Ligia Alexandra Guaraca Sigluencia



AEJI Universidad de Cuenca

5. RECOMENDACIONES

e Capacitar a los proveedores sobre las Buenas practicas de ordefio, transporte y

almacenamiento de leche para mejorar la calidad microbioldgica de la leche cruda.

e Implementar POES (Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento).
¢ Implementar BPM (Buenas Practicas de Manofactura).

e Realizar una evaluacion tedrico- practica de manera periddica de los temas y

protocolos abordados en la Guia técnica para garantizar el cumplimiento de la misma.

e Establecer un cronograma de muestreo tanto de leche cruda y pasteurizada para
evidenciar que la carga microbiana cumpla con la norma INEN vigente para estos

productos.

e Considerar un mayor niumero de muestras para el ensayo de la evaluacién del

comportamiento de los microorganismaos a diferentes temperaturas en leche pasteurizada.
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ANEXOS

Anexo 1. Ubicacion geogréfica y croquis de la planta de lacteos VIGLAC

Luis Alberto Vieme Cushpa (Vigloc)

LA TY ..j = L3 Gloria
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Anexo 2. Socializacion de la Guia Técnica al personal de la planta de lacteos VIGLAC

Socializacion de las partes, limpieza y manejo del equipo pasteurizador Discount
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Aplicacion del Protocolo de pasteurizacion

Anexo 3. Puntos de toma de muestra de leche cruda y pasteurizada
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[' ['ﬂ AREA DE PASTEURIZACION
r

AREA DE RECEPCION
ALMACENAMIENTO J

|;'> Leche UHT

PASTEURIZACION

T75°C
10 segundos

FILTRACION

® Punto de toma de muestra leche pasteurizada
® Punto de toma de muestras de leche cruda
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Anexo 4. Registro de recepcion de leche cruda durante las 5 semanas

Universidad de Cuenca

Semana N° de proveedor Hora de recepcién Temlperatura de
ingreso
1 8:35 22
2 8:40 21
1 3 9:10. 22
4 9:35 22
5 10:00 22
1 8:30 19
2 8:40 22
2 3 9:00. 25
4 9:20 23
5 9:45 22
1 8:25 18
2 8:40 28
3 3 9:00. 22
4 9:15 27
5 9:40 22
1 8:00 23
2 8:20 19
4 3 9:00. 22
4 9:15 16
5 9:40 24
1 8:00 22
2 8:20 19
5 3 9:00. 25
4 9:15 19
5 9:40 25
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Resultados microbiolégicos de leche cruda
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Aerobios mesofilos E. coli/Coliformes

Aerobios mesofilos E. coli/Coliformes

Resultados microbiologicos de leche pasteurizada

Evelyn Cristina Guaraca Pino Pagina 58
Ligia Alexandra Guaraca Sigliencia



é-@_! Universidad de Cuenca
Anexo 6. Resultados microbiolégicos diarios durante las 5 semanas

SEMANA UNO

Coliformes . Aerobios

Dia Hnaruaegga Totales UIE:C(;S:L 3 mesofilos

UFC/cm? UFC/cm?

10:00 <1 <1 9,7 x 101

10:02 <1 <1 8,1 x 10!

10:04 <1 <1 7,2x 10!

10:06 <1 <1 8,4 x 10t

10:08 <1 <1 8,1 x 10!

10:10 <1 <1 7,0x 10t

S 10:12 <1 <1 6,7 x 101

S 10:14 1 2 1,1x 10!

X 10:16 <1 <1 7,5 10!

10:18 <1 <1 1,0x 10!

10:20 <1 <1 7,3x 10!

10:22 <1 <1 9,1x10!

10:24 <1 <1 1,2 x 10!

10:26 <1 <1 7,4 x 10t

10:28 <1 <1 9,7 x 10?

Promedio <1 <1 8,6 x 10!

.. ]

10:00 <1 <1 9,0 x 10t

10:02 <1 <1 9,1 x 10!

10:04 <1 <1 9,6 x 10!

10:06 <1 <1 9,5 x 10!

10:08 <1 <1 6,2 x 10!

10:10 <1 <1 4,2 x 10t

3 10:12 <1 <1 7,5 x 10!

3 10:14 <1 <1 1,0 x 10t

& 10:16 <1 <1 3,9 x 10t

10:18 <1 <1 4,0 x 10!

10:20 <1 <1 5,0 x 10?

10:22 <1 <1 3,8 x 10!

10:24 <1 <1 9,2 x 10

10:26 <1 <1 9,0 x 10?

10:28 <1 <1 7,0 x 101

Promedio <1 <1 7,1x10?
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10:00 <1 <1 9,7 x 10t

10:02 <1 <1 8,1 x 10!

10:04 2 <1 7,2x 10t

10:06 <1 <1 8,4 x 10!

10:08 <1 <1 8,1 x 10t

10:10 <1 <1 7,0 x 10t

3 10:12 <1 <1 6,7 x 10
3 10:14 <1 <1 7,1x 10
S 10:16 <1 <1 7,5 x 10t
10:18 <1 <1 6,8 x 10t

10:20 <1 <1 7,3 x 10!

10:22 <1 <1 6,2 x 10!

10:24 <1 <1 6,4 x 10!

10:26 <1 <1 7,4 x 101

10:28 <1 <1 7,0 x 10!

Promedio <1 <1 7,4 x 10t

10:00 <1 <1 2,6 x 10!

10:02 <1 <1 2,2 x 10!

10:04 <1 <1 3,9x10?

10:06 <1 <1 3,7 x 10!

10:08 <1 <1 4,0 x10?

10:10 <1 <1 3,8x 10!

3 10:12 <1 <1 3,9 x 10
3 10:14 <1 <1 2,8 x 10t
S 10:16 2 <1 4,1x 10t
10:18 <1 <1 4,1 x10?!

10:20 <1 <1 5,0x 10!

10:22 <1 <1 3,2x 10!

10:24 <1 <1 3,1x10!

10:26 <1 <1 3,2x 10!

10:28 <1 <1 2,4 x10?

Promedio <1 <1 3,5x 10!

e

10:00 <1 <1 2,6 x 10!

o 10:02 <1 <1 2,2x 10!
3 10:04 <1 <1 3,9 x 10!
§ 10:06 <1 <1 4,7 x 101
10:08 <1 <1 4,0 x 10t

10:10 <1 <1 4,8 x 10!
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10:12 <1 <1 3,9x10?
10:14 <1 <1 2,8 x 10!
10:16 2 <1 4,1 x 10?
10:18 <1 <1 4,1 x10?
10:20 <1 <1 5,0 x 10?
10:22 <1 <1 5,2 x 10?
10:24 <1 <1 3,1x10!
10:26 <1 <1 3,2x10?
10:28 <1 <1 2,4 x 10!
Promedio <1 <1 3,5x10?
SEMANA DOS
Hora toma Coliformes E coli Aerqb_ios
muestra Totales UEC/em? mesofilos
UFC/cm?® UFC/cm?®
Dia
10:00 2 <1 3,3 x 10t
10:02 <1 <1 4,1 x 10!
10:04 <1 <1 2,7 x 10*
10:06 2 <1 3,3 x 10t
10:08 <1 <1 4,0 x 10!
10:10 <1 <1 3,7 x10?
3 10:12 <1 <1 2,8 x 10!
3 10:14 3 <1 4,0 x 10
8 10:16 1 <1 4,3 x 10
10:18 <1 <1 4,5 x 10t
10:20 <1 <1 3,7 x10?
10:22 <1 <1 2,2 x 101
10:24 <1 <1 2,8x10?
10:26 <1 <1 2,4 x 101
10:28 <1 <1 2,9 x 10!
Promedio 1 <1 3,4 x 10t
]
10:00 <1 <1 3,2x10?
10:02 <1 <1 4,2 x 10t
o 10:04 <1 <1 3,0x10?
3 10:06 <1 <1 3,9 x 10*
% 10:08 <1 <1 4,0 x 10t
10:10 <1 <1 6,6 x 10?
10:12 <1 <1 6,2 x 101
10:14 <1 <1 4,6 x 10!
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10:16 <1 <1 3,7 x10!

10:18 <1 <1 4,4 x 10!

10:20 <1 <1 5,0 x 10?

10:22 <1 <1 4,1x10?!

10:24 <1 <1 4,2 x10?!

10:26 <1 <1 5,8 x 10!

10:28 <1 <1 5,3x 10!
Promedio <1 <1 4,5x 10!

]

10:00 4 <1 2,5x 10!

10:02 2 <1 3,4 x 10t

10:04 <1 <1 4,0x10?

10:06 1 <1 3,9x10?

10:08 <1 <1 4,2 x 101

10:10 <1 <1 4,4 x 101

=t 10:12 1 <1 3,6 x 10*
g 10:14 <1 <1 3,3 x 10!
S 10:16 1 <1 2,7 x 10t
10:18 <1 <1 2,1x10!

10:20 <1 <1 3,5x10?

10:22 <1 <1l 2,9x10?

10:24 <1 <1 3,6 x 10!

10:26 2 <1 2,7x10*

10:28 4 <1 2,5x 10!
Promedio 1 <1 3,3x 10!

- ]

10:00 <1 <1 3,2x10?

10:02 <1 <1 4,2 x 10!

10:04 <1 <1 3,0x 10t

10:06 <1l <1l 3,9 x 10!

10:08 <1 <1 4,6 x 10

10:10 <1 <1 6,6 x 101!

g 10:12 <1 <1 6,2 x 10!
3 10:14 <1 <1 4,6 x 101
S 10:16 <1 <1 3,7 x 10t
10:18 <1 <1 4,4 x 10!

10:20 <1 <1 4,9 x 10!

10:22 <1 <1 4,1 x10?!

10:24 <1 <1 4,2 x 10!

10:26 <1 <1 5,8 x 10!

10:28 <1 <1 5,3x10?
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€5
Promedio <1 <1 4,6 x 10!
10:00 <1 <1 6,5 x 10*
10:02 <1 <1l 5,5 x 10!
10:04 <1 <1 59 x 10!
10:06 <1 <1 7,2x 10t
10:08 <1 <1 9,8 x 10!
10:10 <1 <1 5,0 x 10!
ot 10:12 <1 <1 4.6 x 10!
S 10:14 <1 <1 4,9 x 10t
S 10:16 <1 <1 5,1 x 10t
10:18 <1 <1 5,5x 10!
10:20 <1 <1 6,1 x 10!
10:22 <1 <1 5,9 x 10*
10:24 <1 <1 59 x 10!
10:26 <1 <1 3,9x10?
10:28 <1 <1 5,0x 10!
Promedio <1 <1 5,8 x 10!
SEMANA TRES
Coliformes . Aerobios
Dia Hr?]Laetsciga Totales U'E:.C(;(?II'II'IS mesofilos
UFC/cm?® UFC/cm?
10:00 <1 <1 6,3 x 10?
10:02 2 <1 7,1x10?
10:04 <1 <1 7,9 x10?
10:06 2 <1 5,5 x 10!
10:08 <1 <1 6,5 x 10?
10:10 <1 <1 7,5x 10!
Q 10:12 <1 <1 7,3x10?!
g 10:14 <1 <1 4,7 x 10t
3 10:16 <1 <1 5,3 x 101
10:18 <1 <1 6,7 x 10?
10:20 <1 <1 4.9 x 10!
10:22 2 <1 6,5 x 10!
10:24 <1 <1 5,9 x10?
10:26 <1 <1 4.8 x 10t
10:28 <1 <1 8,2 x10?
Promedio <1 <1 6,3 x10?
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10:00 <1 <1 4,7 x 10t

10:02 <1 <1 5,5 x 101

10:04 <1 <1 3,7 x 101

10:06 <1 <1 4,3 x 10t

10:08 <1 <1 3,1x10?

10:10 <1 <1 4,5 x 10t

o 10:12 <1 <1 4,4 x 101
g 10:14 <1 <1 4,5 x 10t
3 10:16 <1 <1 3,4 x 10t
10:18 <1 <1 4,2 x 101

10:20 <1 <1 5,1 x 10t

10:22 <1 <1 4,8 x 101

10:24 <1 <1 5,5 x 101

10:26 <1 <1 6,2 x 101

10:28 <1 <1 4,4 x 101
Promedio <1 <1 4,6 x 10t

]

10:00 1 <1 6,8 x 101

10:02 3 <1 5,6 x 101

10:04 1 <1 7,2 x 101

10:06 <1 <1 5,0 x 101

10:08 <1 <1 6,1 x 101

10:10 <1 <1 5,6 x 10!

o 10:12 <1 <1 5,7 x 101
g 10:14 1 <1 5,6 x 101
= 10:16 <1 <1 5,8 x 101
10:18 <1 <1 1,0 x 10t

10:20 <1 <1 8,3 x 10!

10:22 <1 <1 6,0 x 101

10:24 <1 <1 6,2 x 10?1

10:26 <1 <1 6,7 x 101

10:28 <1 <1 7,7 x 101
Promedio <1 <1 6,6 x 10?1

]

10:00 <1 <1 5,9x 10!

o 10:02 <1 <1 7,7 x 10?1
3 10:04 2 <1 7,3x 10
S 10:06 <1 <1 7,6 x 10
- 10:08 <1 <1 8,6 x 101
10:10 <1 <1 7,2 x 101
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10:12 <1 <1 5,3x 10!
10:14 <1l <1 5,1x10?
10:16 <1 <1 5,6 x 10!
10:18 <1 <1 6,0 x 10!
10:20 <1 <1 6,9 x 101
10:22 <1 <1 6,5 x 10!
10:24 <1 <1 7,2x 10!
10:26 <1 <1 51x10?!
10:28 <1 <1 6,4 x 101
Promedio <1 <1 6,6 x 101

10:00 <1 <1 4,3x10?!

10:02 <1 <1 4,3 x10?!

10:04 <1 <1 3,0x 10t

10:06 2 <1 5,8 x 10!

10:08 <1 <1 5,1 x10?

10:10 <1 <1 4,2 x 101

-t 10:12 <1 <1 4,5x10?!

2 10:14 <1 <1 4,5 x 10t

i 10:16 2 <1 5,4 x 101

10:18 <1 <1 5,3x10?

10:20 <1 <1 4,8 x 101

10:22 <1 <1 4,6 x 10!

10:24 <1 <1 3,9x 10!

10:26 <1 <1 5,5x10?

10:28 <1l <1 3,5x 10!

Promedio <1 <1 4.6 x 10t

SEMANA CUATRO

) Hora toma Coliformes E coli Aerqb_ios
Dia muestra Totales UEC/em? mesofilos
UFC/cm? UFC/cm?

10:00 <1 <1 9,7 x 10!

) 10:02 <1 <1 8,1 x10?
8 10:04 <1 <1 7,2 x 10t
& 10:06 <1 <1 8,4 x 10t
10:08 <1 <1 8,1 x 10!
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10:10 <1 <1 7,0 x 101
10:12 <1 <1 6,7 x 10?1
10:14 <1 <1 1,1x 10!
10:16 <1 <1 7,5 x 101
10:18 <1 <1 6,8 x 10!
10:20 <1 <1 7,3 x 10!
10:22 <1 <1 9,1x10?
10:24 <1 <1 6,4 x 10?1
10:26 <1 <1 7,4 x 101
10:28 <1 <1 7,0 x 101
Promedio <1 <1 7,8 x 10t

22/05/19

10:00 <1 <1 4,7 x 101

10:02 <1 <1 7,1x10?

10:04 <1 <1 7,1x10?

10:06 <1 <1 7,0x 10?1

10:08 <1 <1 5,6 x 10!

10:10 <1 <1 7,1x10?

] 10:12 <1 <1 7,0 x 10!
5 10:14 <1 <1 6,5 x 10?
Y 10:16 <1 <1 6,7 x 10
10:18 <1 <1 6,8 x 10?1

10:20 <1 <1 5,0x 10!

10:22 <1 <1 4,6 x 10?

10:24 <1 <1 5,3x10?

10:26 <1 <1 5,9x10?

10:28 <1 <1 5,8 x 101!
Promedio <1 <1 6,2 x 10!

10:00 <1 <1 6,8 x 10!
10:02 <1 <1 5,6 x 101
10:04 <1 <1 7,2x 10!
10:06 <1 <1 5,0 x 10?
10:08 <1 <1 6,1 x 10?
10:10 <1 <1 5,6 x 10?1
10:12 <1 <1 5,7 x 10?1
10:14 <1 <1 5,6 x 10?
10:16 <1 <1 5,8 x10?
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10:18 <1 <1 1,0 x 10!
10:20 <1 <1 8,3x 10!
10:22 <1 <1 6,0 x 10!
10:24 <1 <1 6,2 x 10!
10:26 <1 <1 6,7 x 101
10:28 <1 <1 7,7 x 101
Promedio <1 <1 6,6 x 10!

24/05/19

10:00 <1 <1 7,5 x 101

10:02 <1 <1 5,7 x 10!

10:04 2 <1 6,0 x 10!

10:06 <1 <1 6,6 x 10?1

10:08 <1 <1 4,7 x 101

10:10 <1 <1 5,2x10?

2] 10:12 <1 <1 7,7 x 10!
3 10:14 <1 <1 6,3 x 10!
Q 10:16 <1 <1 5,7 x 101
10:18 <1 <1 55x 10!

10:20 <1 <1 6,1 x 10?

10:22 <1 <1 7,2x 10!

10:24 <1 <1 8,1 x 10!

10:26 <1 <1 59 x 10!

10:28 <1 <1 8,7 x 101
Promedio <1 <1 6,5 x 10!

10:00 <1 <1 2,6 x 10!
10:02 <1 <1 2,2x10?
10:04 <1 <1 3,9x10?
10:06 <1 <1 3,7x 10t
10:08 <1 <1 4,0 x 10!
10:10 <1 <1 3,8x 10t
10:12 <1 <1 3,9x10?
10:14 <1 <1 2,8 x10?
10:16 <1 <1 4,1x 10!
10:18 <1 <1 4,1x 10!
10:20 <1 <1 5,0 x 10!
10:22 <1 <1 3,2x10?
10:24 <1 <1 3,1x10?
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ot
10:26 <1 <1 3,2x 10!
10:28 <1 <1 2,4 x 10!
Promedio <1 <1 3,5x 10!
SEMANA CINCO

Coliformes . Aerobios

Dia H;Lae;?rn;la totales UIIE:b(;(?:':]3 mesofilos

UFC/cm?® UFC/cm?

10:00 2 <1l 5,4 x 10!

10:02 <1 <1 5,2 x 10!

10:04 <1 5,8 x 10!

10:06 <1 5,5 x10?

10:08 <1 <1 6,5 x 10!

10:10 2 <1l 6,0 x 101

a 10:12 1 <1 4,4 x 10!

S | 1014 <1 <1 4,7 x 10t

S | 1016 <1 <1 5,3 x 10t

10:18 1 <1l 6,7 x 10?1

10:20 <1 <1 4,9 x 10!

10:22 1 <1 4,8 x 10

10:24 6 <1l 59 x 10!

10:26 4 <1 4,8 x 10

10:28 2 <1 4.2 x 10t

Promedio 1 <1 5,3x 10!

]

10:00 2 <1 3,5x 10!

10:02 1 <1 4,8 x 10

10:04 8 <1 59 x 10!

10:06 4 <1 6,0 x 10?

10:08 2 <1 6,6 x 101

10:10 2 <1 6,0 x 101

g 10:12 3 <1 5,7 x 10!

S | 1014 1 <1 6,0 x 10

& | 1016 2 <1 7,4 x 10t

10:18 5 <1 6,9 x 10!

10:20 2 <1 7,8 x 101

10:22 10 <1 6,7 x 10!

10:24 1 <1 6,0 x 10?

10:26 8 <1 4,9 x 10!

10:28 3 <1 6,5 x 10!

Promedio 4 <1 6,0 x 101
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10:00 2 <1 6,5 x 10t

10:02 1 <1 5,5x 10!

10:04 5 <1 5,9x 10!

10:06 4 <1 7,2 x 101

10:08 2 <1 9,8 x 10t

10:10 2 <1 5,0 x 10t

a 10:12 3 <1 4,6 x 10!
S | 1014 1 <1 4,9 x 10
® | 1016 2 <1 5,1 x 10!
10:18 5 <1 9,3x 10!

10:20 2 <1 8,1 x 10!

10:22 5 <1 5,9 x 10t

10:24 1 <1 5,9 x 10t

10:26 5 <1 3,9x 10!

10:28 4 <1 5,0 x 10%
Promedio 1 <1 6,2 x 10?1

10:00 <1 <1 6,2 x 10t

10:02 1 <1 5,7 x 10!

10:04 <1 <1 8,1 x 10!

10:06 <1 <1 9,5x 10!

10:08 1 <1 9,0 x 10*

10:10 <1 <1 6,3 x 10

a 10:12 <1 <1 6,4 x 101
S| 1014 <1 <1 5,8 x 101
® | 10116 <1 <1 6,3 x 101
10:18 <1 <1 5,5 x 101

10:20 <1 <1 9,8 x 10!

10:22 <1 <1 5,9 x 10t

10:24 <1 <1 4,1 x 10t

10:26 <1 <1 4,3 x 10!

10:28 <1 <1 7,3 x 10t
Promedio <1 <1 6,68 x 10!

Evelyn Cristina Guaraca Pino Pagina 69

Ligia Alexandra Guaraca Sigliencia



AE_% Universidad de Cuenca

Anexo 7. Resultados microbiolégicos a diferentes temperaturas de pasteurizacién

Coliformes . Aerobios
Dia H;ngga Totales UIE:-C(;grl%3 mesofilos | Observaciones
UFC/cm? UFC/cm?
10:00 <1 <1 3,2x 10t
10:02 <1 <1 4,1x 10t
10:04 <1 <1 4,6 x 10t
10:06 <1 <1 6,2 x 10t
10:08 <1 <1 54 x 10t
10:10 <1 <1 4,5x 10t
2 10:12 <1 <1 5,6 x 10 Tpean;t%eurﬁ;l;:ailédne
=) 10:14 <1 <1 5,1x 10! 72 °C
¥ 10:16 <1 <1 41x10t | Tiempode
10:18 <1 <1 53x10? p;gf:;jsggn
10:20 <1 <1 3,7x 10t
10:22 <1 <1 4,0 x 10t
10:24 <1 <1 4,2 x 10t
10:26 <1 <1 3,7x 10t
10:28 <1 <1 3,8 x10?
Promedio <1 <1 4,5 x 101
10:00 <1 <1 1,6 x 10t
10:02 <1 <1 1,0x 10
10:04 <1 <1 1,2x 10!
10:06 <1 <1 1,5x 10!
10:08 <1 <1 1,8x10?
10:10 <1 <1 1,2x10*
% 10:12 <1 <1 1,2 x 10! Tpeaﬂt%irﬁiiﬁé‘ie
Q 10:14 <1 <1 1,0x 10! 80 °C
& 10:16 <1 <1 14x100 | Tiempode
10:18 <1 <1 1,2x 10! p;gf:éﬁr?ggosn
10:20 <1 <1 1,7 x10*
10:22 <1 <1 1,2x 10!
10:24 <1 <1 1,7 x 10*
10:26 <1 <1 1,3x 10!
10:28 <1 <1 1,1x10?
Promedio <1 <1 1,3x 10!
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