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RESUMEN

Se estudió in situ las distintas etapas de la línea de producción de ensalada desde entrada de materias primas

hasta la zona de las mesas frías en el momento del autoservicio por parte del usuario para conseguir una dismi-

nución en el número de microorganismos presentes en los alimentos elaborados en frío, muestreando la línea en

las cocinas de tres centros (A, B, C).

Gran número de enterobacterias y de microorganismos aerobios mesófilos se aislaron de los ingredientes de

la ensalada antes de su lavado e higienización. Se observó que después del lavado con hipoclorito sódico el nivel

de microorganismos disminuyó. También las tablas de corte, cuchillas, cuchillos y otros utensilios se limpiaron

parra evitar la supervivencia y crecimiento de los microorganismos.

Se hizo mucho hincapié en la formación del personal manipulador, mostrándoles incluso los resultados de

las placas de cultivo sembradas durante la elaboración de los alimentos incide muy positivamente en la elabora-

ción higiénica de los alimentos. Los productos alimenticios elaborados bajo esta metodología de trabajo, pre-

sentan un gran margen de seguridad, distando mucho de los límites fijados por la norma microbiológica corres-

pondiente.

SUMARY

Salad samples  are studied in the production line included the arrives raw ingredients, those which had been

washed and cut, and the final product during the storage and display in three school kitchens (A, B, C).

Large numbers of enterobacteria and aerobic mesophilic coloniees were isolated from the ingredients salad

before sanitising and washing. It has been observed after cutting and using active chlorine for wasshing, the

microorganism levels were lower. Also cutting boards,  tables, slicers, knives and other utensils were cleaned to

avoid the survival and /or growth of microorganisms.
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The illustration of microbiological infection by showing the culture plates to the staff receiving training

proved to be a useful tool in improving good manufacturing practices.

INTRODUCCIÓN

Muchos consumidores creen que cuanto
menos procesado recibe un alimento, éste es
más saludable. Esta creencia ha influido en la
elaboración de alimentos en los últimos años;
así la reducción de las combinaciones de tiem-
po y temperatura (menor cocinado), menos
cantidad de sal, menos secado, tiempos de fer-
mentación y maduración más cortos, menos
acidificación, enfriado más que congelado, son
realidad en la mayoría de las industrias. Cla-
ramente, estos cambios pueden presentar nue-
vos riesgos, porque los márgenes de seguri-
dad están siendo menores. Al mismo tiempo,
el consumidor no siempre respeta las princi-
pales normas de higiene alimentaria, tales
como la separación de alimentos crudos y co-
cinados o seguir cuidadosamente las instruc-
ciones para la elaboración (VAN
SCHOTHORST, 1991).

Según el comité experto OMS/FAO so-
bre la seguridad alimentaria asegura que la en-
fermedad debida al alimento contaminado es
probablemente el más amplio problema de sa-
lud en el mundo contemporáneo y una impor-
tante causa de baja productividad económica,
tanto en países desarrollados, como en los que
están en desarrollo (EHIRI et al., 1995).

Las investigaciones sobre el aumento de
enfermedades alimentarias asociadas a alimen-
tos preparados en los establecimientos mues-
tran que ciertas prácticas u operaciones, fre-
cuentemente contribuyen a causarlas (BRYAN,
1988).

Los diez factores más importantes que
tienen relación con ello son en primer lugar
con un 56% el enfriamiento inadecuado, de-

jando alimentos cocinados a temperatura am-
biente y/o almacenamiento de alimentos en
grandes contenedores en las cámaras frigorí-
ficas; en segundo lugar el intervalo de 12 ho-
ras o más entre la preparación y la ingestión lo
que supone un 31%; seguido de manipulado-
res de alimentos infectados, 24%; recalenta-
miento inadecuado, 20%; mantenimiento en
caliente impropio, 16%; ingredientes/materias
primas contaminadas, 9%; alimentos de fuen-
tes no higiénicas, 6%; limpieza inadecuada del
equipo y utensilios, 6%; contaminación cru-
zada de alimentos crudos y cocinados, 5% y
cocinado inadecuado, 4% (los porcentajes ex-
ceden de 100% porque en muchos de los bro-
tes contribuyen factores múltiples) (BRYAN,
1990).

WEINGOLD et al. (1994), resumen en
tres problemas que son un recalentamiento in-
suficiente, refrigeración inadecuada y la pre-
paración de los alimentos durante varias horas
antes del servicio. Esto origina que en cual-
quier situación donde una gran cantidad de
alimento tiene que prepararse con antelación
y bajo condiciones poco ideales, puedan ocu-
rrir problemas.

La incidencia de los microorganismos en
los análisis del producto final refleja la cali-
dad sanitaria de los alimentos. De ahí, la gran
importancia que tiene disponer por un lado de
materia prima con baja contaminación, indi-
cativo de la calidad de las mismas; y por otro
lado que su manipulación sea higiénica por
parte de los trabajadores que están en la línea
de fabricación o elaboración. Si esta micro-
biología se aplica en las diferentes etapas del
proceso empezando incluso por la entrada de
materias primas, su aplicación no sólo residirá
en el control de calidad, si no que se hará ex-
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tensivo a prevención epidemiológica
(KOLOZYN-KRAJEWSKA, 1995;
BUCHANAN y WHITING, 1996; SIMPSON,
1996).

Para ello es necesario combinar con la
microbiología, las matemáticas y la estadísti-
ca. De esta manera se desarrollarán modelos
que describen y pueden predecir, el crecimiento
o la disminución de microorganismos bajo
condiciones medioambientales específicas
(WHITING, 1995).

La experiencia acumulada en los últimos
30-40 años, en los que el análisis microbioló-
gico de los alimentos ha ido generalizándose,
ha demostrado la poca utilidad del análisis a
los productos finales en las fábricas (MORE-
NO, 1989; WEHR, 1991; NOTERMANS et
al., 1994) o en los lugares de venta si no se
habilitan las medidas preventivas más conve-
nientes para eliminar las alteraciones de los
alimentos y enfermedades en el consumidor,
las cuales suelen originarse por errores en la
manipulación y en el procesado (VAN
SCHOTHORST, 1990).

La detección de estos errores y su rápida
corrección son el objetivo principal de todo
sistema de control microbiológico. Por eso en
los últimos tiempos, la inspección de las in-
dustrias y de los propios alimentos por parte
de la Administración debe ejercerse también
con fines preventivos (MORENO, 1989).

Además, el análisis microbiológico con-
sume tiempo y en la mayoría de los casos, el
alimento en cuestión se habrá consumido an-
tes de que los resultados se conozcan. La de-
tección de Listeria, por ejemplo, puede llevar
varias horas y a veces, períodos más largos que
la vida de muchos alimentos perecederos. Ade-
más, el análisis del producto final es general-
mente tarea de los microbiólogos que no están
directamente implicados en las actividades de
preparación diaria y pueden, por tanto, estar

poco familiarizados con la variabilidad y las
limitaciones del proceso (EHIRI y MORRIS,
1994).

El objetivo de este trabajo fue mejorar
en control en la línea de elaboración de ali-
mentos en cocinas con particular atención en
las ensaladas, utilizando para ello los contro-
les básicos y formando a los manipuladores
en las buenas prácticas de manipulación.

MATERIAL Y MÉTODOS

Recogida de muestras

En el mes de abril nos desplazamos a los
tres centros con el material necesario, para es-
tudiar in situ las distintas etapas de la línea de
elaboración de ensalada desde entrada de ma-
terias primas hasta la zona de las mesas frías
en el momento del autoservicio por parte del
usuario.

Esta elección se realizó sobre la base de
los resultados de los análisis microbiológicos,
desarrollados durante los tres primeros meses
del estudio en los centros, y comparando di-
chos resultados con los valores establecidos
por la legislación española en materia de res-
tauración colectiva (R.D.2817/83); considera-
mos que aunque los resultados obtenidos esta-
ban dentro de los límites establecidos, existía
la posibilidad de conseguir una disminución
en el número de microorganismos presentes
en los alimentos elaborados en frío,
muestreando la línea.

Observamos que los ingredientes comu-
nes en los centros de estudio para la elabora-
ción de las ensaladas eran fundamentalmente
lechuga iceberg y tomate; el resto de ingre-
dientes eran variables, oscilando entre lombar-
da, aceitunas y pepino.
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Una vez situados a pie de línea, toma-
mos muestras de los ingredientes antes y des-
pués de las manipulaciones que sufren, así
como de las superficies de trabajo, recipien-
tes, cuchillos y demás útiles empleados en la
elaboración de las ensaladas. Los utensilios se
desinfectaban con hipoclorito y se muestrearon
antes y después de su limpieza; incluso si se
utilizaban para manipular otros ingredientes,
se volvían a muestrear.

Las muestras para su traslado al labora-
torio las introducíamos en la nevera portátil
con placas de hielo en su interior y con un ter-
mómetro adecuado para controlar la tempera-
tura máxima y mínima. La nevera además tie-
ne un sistema de refrigeración incorporado y
conectable al enchufe del coche.

Metodología de la microbiología

Para el enriquecimiento previo no selec-
tivo de bacterias especialmente de
Enterobacteriáceas patógenas a partir de ali-
mentos y otros materiales se utilizó Agua de
peptona (tamponada) Merck®. Se resuspenden
25,0 g de muestra de alimento en Agua de
peptona (225 ml) y se homogeneiza en un
Stomacher (IUL Masticator No.0927/94 tipo
0400) (HARRISON et al. 1996) y a partir de
ella se realizan las diluciones seriadas.

Para el recuento de aerobios mesófilos
se utilizó el medio Agar-peptona de caseína-
glucosa-extracto de levadura de Merck®. El
inóculo (1.0 ml) se disemina por la superficie
del agar con la ayuda de un asa de vidrio esté-
ril (PROKOPOWICH y BLANK, 1991). Las
placas  ya sembradas se incuban a 37ºC de tem-
peratura durante 24 horas.

En el aislamiento y la diferenciación de
Staphylococcus aureus en alimentos se utilizó
el Agar Baird Parker (Merck)

(PROKOPOWICH y BLANK, 1991) y se in-
cubaron a 37ºC durante 24-48 horas. Típicas
colonias negras (gram-positivas, cocos
catalasa-positivas) se sometieron al test de la
coagulasa (Difco Laboratorios, Detroit MI,
USA).

Los microorganismos psicrotróficos se
determinaron en las muestras haciendo una
siembra en superficie de diluciones seriadas
sobre el Agar-peptona de caseína-glucosa-ex-
tracto de levadura (Merck), las cuales fueron
entonces incubadas a 5ºC durante 7-10 días.
No se utilizó medio selectivo para dichas po-
blaciones (Sheridan, 1995). Para aislar
Estreptococos tipo D de Lancefield las mues-
tras se sembraron sobre placas con Agar-
Canamicina-Esculina-Azida (Merck) y se in-
cubaron a 37ºC durante 24 horas.

Las poblaciones anaerobias se determi-
naron en tubo con el Agar-sulfito-Polimixina-
Sulfadiacina (SPS) de Merck®, que según
ANGELOTTI et al. (1962) es para el aisla-
miento y enumeración de Clostridium
perfringes y el Agar-triptona-sulfito-
Neomicina (TSN) que se utiliza según las es-
pecificaciones de MOSSEL (1959) y
MARSHALL et al. (1965). Se incubaron en
jarras anaerobias a 46ºC durante 24 horas. Las
condiciones anaerobias se producen en dichas
jarras con Anaerocult A (Merck) generador de
dióxido de carbono (HARRISON et al. 1996).

Enterobacterias se determinaron (37ºC,
18-24 h) mediante siembra en superficie de
diluciones homogeneizadas (1.0 ml) de la
muestra sobre Agar McConkey (Merck).
Coliformes totales se determinaron con el pro-
cedimiento del número más probable utilizan-
do el medio de cultivo selectivo Caldo-
laurilsulfato (Merck) seguido de la confirma-
ción de los tubos gas-positivos en el medio de
enriquecimiento selectivo Caldo-Verde brillan-
te-bilis-lactosa (BGBB) (Merck). El período
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de incubación en ambos casos es de 24-48
horas a 37 ºC (PROKOPOWICH y BLANK,
1991). Para la determinación Coliformes
fecales (Escherichia coli), se utiliza el medio
Caldo-Verde brillante-bilis-lactosa (BGBB) y
se incuban los tubos a 44,5 ºC durante 24-48
horas.

Para la detección de Salmonella, 1,0 ml
de la solución de agua de peptona  con la mues-
tra incubada durante 24 horas, se añade a 10
ml de Caldo de enriquecimiento selenito
(Merck). Además, 10 ml del agua de peptona
se adicionan al medio Caldo-tetrationato
Muller-Kauffmann (100 ml, Merck) y ambos
se incuban a 37ºC y 42ºC durante 24 horas.
Posteriormente, se realiza el aislamiento en
Agar sacarosa-lactosa rojo–fenol verde brillan-
te (BPLS) (Merck) y en Agar Salmonella-
Shigella (SS) mediante siembra en placa y se
incuba a 37ºC durante 24 horas (TIETJEN y
FUNG, 1995). Las colonias sospechosas de

Salmonella-Shigella se someten a test
bioquímicos (API 20E, bioMérieux®, Mercy
L’Etoile, Francia).

La determinación de cloro libre se reali-
zó con el método de o-toluidina o DPD, que
es colorimétrico. Medimos así la  oxidación
que produce el cloro libre sobre la dialquil-p-
fenilendiamina.

RESULTADOS

A la vista de estos resultados podemos
deducir de una forma clara qué puntos son los
de máxima contaminación en la línea de ela-
boración de estos productos. Dichos puntos se
resaltarán y sobre ellos se deberá actuar con
más frecuencia para mantener controlada la
producción.

La figura 1 recoge los pasos de elabora-
ción de ensalada en el centro A. Podemos ob-

Figura 1. Esquema del muestreo realizado en la línea de elaboración de ensalada en el mes de
abril en el campo A.
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servar como a pesar de que la materia prima
recepcionada presenta elevado el número de
bacterias aerobias mesófilas (3,3.105 u.f.c./gr)
y enterobacterias (2,6.105 u.f.c./gr), estos ni-
veles disminuyeron drásticamente con el pro-
ceso de lavado y clorado llegando a unos ni-
veles de producto final mucho más bajos (re-
cuento de bacterias aerobias mesófilas 0,2.103

u.f.c./gr y 1,8.101 u.f.c./gr de enterobacterias).
En la figura 1 también recogemos los ni-

veles de hipoclorito detectados en las aguas
de lavado. Así se detectó que el nivel de cloro
libre después de lavar la lechuga era de 0,05
ppm, mientras que en el tomate los niveles fue-
ron superiores a 0,3 ppm.

En el centro B (figura 2) observamos que
la lechuga del proveedor llega muy contami-
nada (recuento de aerobios mesófilos 6,0.107

u.f.c./gr y enterobacterias 0,2.107 u.f.c./gr, in-
cluso al desechar las hojas externas (en este

caso la lechuga no era iceberg); en este
muestreo también recogemos la caída de los
niveles microbiológicos de la lechuga, después
del tratamiento desinfectante (recuento de
aerobios mesófilos 0,7.103 u.f.c./gr y
enterobacterias 0,3.103 u.f.c./gr), de igual for-
ma comprobamos la disminución de estos va-
lores microbiológicos en las superficies de tra-
bajo. En concreto, la tabla de corte utilizada
inicialmente para trocear la lechuga estaba muy
contaminada (recuento de aerobios mesófilos
2,3.102 u.f.c./cm2 y enterobacterias 7,8.101

u.f.c./cm2), no obstante en la misma tabla des-
pués de desinfectada, el recuento de aerobios
mesófilos era de 6,0.101 u.f.c./cm2 y el de
enterobacterias, 2,5.101 u.f.c./cm2; de forma
análoga ocurría para la encimera que antes de
limpiarla estaba muy contaminada (recuento
de aerobios mesófilos era de 1,9.102 u.f.c./cm2

y el de enterobacterias, 6,9.101 u.f.c./cm2) y

Figura 2. Esquema del muestreo realizado en la línea de elaboración de ensalada en el mes de
abril en el Centro B.
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después de lavarla, los resultados fueron ne-
gativos.

Con respecto a los niveles de hipoclorito
detectados en el lavado del tomate son ade-
cuados (0,2 ppm), pero disminuyen en gran
escala al lavar la lechuga, por lo que se reco-
mienda el lavado previo bajo el chorro de agua

Por último, el proceso de elaboración de
ensalada en el centro C, lo recogemos en la
figura 3. Es similar a los anteriores y los valo-
res microbiológicos de los ingredientes mejo-
ran drásticamente, si comparamos los niveles
de la materia prima del proveedor, con los ni-
veles posteriores a la desinfección. En concre-
to, los análisis de la lechuga del proveedor fue-
ron 9,0.105 el recuento de aerobios mesófilos
y 0,1.105 de enterobacterias, mientras que una
vez cortada y lavada, el resultado fue de 1,4.103

y 0,7.103 u.f.c./gr, respectivamente. En este
centro, el ingrediente adicional fue la lombar-

da, que una vez cortada, se desinfecta con le-
jía de uso alimentario y el resultado del análi-
sis microbiológico es negativo. El punto de
contaminación en este caso fue de nuevo la
máquina cortadora, pues los resultados de la
lombarda cortada eran de 5,0.103 u.f.c./gr en
el recuento de aerobios mesófilos y 2,5.103

u.f.c./gr de enterobacterias.
Debemos también destacar que

muestreamos la tabla de corte de la lechuga al
terminar de cortar las hojas externas de la mis-
ma y estaba muy contaminada. Se desinfectó
con agua y lejía antes de empezar a trocear la
lechuga y el análisis microbiológico de la ta-
bla de corte resultó negativo.

En este caso, al analizar el cloro libre que
resta tras el lavado y desinfección de la lechu-
ga, con el método de o-toluidina o DPD, ob-
servamos que la cantidad no es suficiente para
una desinfección adecuada, por tanto debere-

Figura 3. Esquema del muestreo realizado en la línea de elaboración de ensalada en el mes de
abril en el Centro B.
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mos lavar previamente los ingredientes bajo
el chorro de agua.

DISCUSIÓN

A la vista de los resultados en los tres
centros recomendamos a los manipuladores de
alimentos que siguieran desechando las hojas
externas de la lechuga, pues debido a los res-
tos de tierra que llevaban adheridos, presenta-
ban niveles muy altos de aerobios mesófilos y
enterobacterias, hecho que desaparecía en las
hojas internas; y recomendamos un estricto la-
vado de los ingredientes bajo chorro de agua
antes de adicionarlos a los recipientes de des-
infección, para también eliminar los restos de
tierra y de materia orgánica y conseguir más
efectividad con el hipoclorito (lejía de uso
alimentario), dada la carga bacteriana que a
veces contenían.

Las concentraciones de hipoclorito utili-
zadas fueron de 70 ppm (5 minutos)
(R.D.2817/83). Aunque podríamos pensar que
aumentando la concentración de hipoclorito
conseguiríamos mejorar el efecto
antimicrobiano, esto no es posible, puesto que
nos aparecerían rápidamente señales de oxi-
dación en los vegetales. Sí que podemos po-
tenciar este efecto, disminuyendo ligeramente
el pH en torno a 5, con lo que permanecería
algo más de tiempo el efecto antimicrobiano
(GARCÍA GIMENO et al., 1995).

A pesar de ello, se detectó una serie de
puntos en los que la contaminación no dismi-
nuía todo lo que cabía esperar, con el trata-
miento aplicado; ya que había puntos de difí-
cil limpieza como los cuchillos, tablas de cor-
te; esta situación se subsanó posteriormente
haciendo hincapié en la formación del perso-
nal y así se consiguió que este punto de conta-
minación disminuyera.

En un estudio realizado en cantinas en
Inglaterra, se observó que la contaminación es
difícil de eliminar completamente, aunque con
las medidas adecuadas sea fácil reducir la mul-
tiplicación bacteriana y la generación de toxi-
na como factores más importantes de riesgo
(ALI y SPENCER, 1996).

En los centros A y C los análisis de los
recipientes deespués de su limpieza dan nega-
tivos y en el centro B observamos que dismi-
nuye de forma importante el recuento
bacteriano. Por ello recomendamos que las
superficies de trabajo como tabla de corte y
los utensilios, como los recipientes utilizados
y el cuchillo que contacta directamente con los
alimentos, deben ser desinfectados con lejía
justo antes de su empleo, puesto que algunos
recipientes presentaban cierto nivel de
microorganismos, aunque estaban tomadas de
las estanterías de material limpio. Probable-
mente motivado por las partículas de polvo que
arrastra el aire circulante, puesto que las insta-
laciones mantenían sus ventanas abiertas al
exterior. Se aconsejó el lavado de las manos
después de desechar las hojas externas, para
que la contaminación no pase a las hojas más
internas.

Utilizaremos toda esta información para
elaborar, en algunos casos, límites más bajos
aunque sean para funcionamiento interno, pero
que nos incrementan la calidad higiénica de
nuestros productos (BUCHANAN, 1995).

En el centro C en el que se utilizó la cor-
tadora recomendamos que la cuchilla se pon-
ga a remojo con agua y lejía para evitar que se
recontamine, y las paredes de la máquina se
deberán limpiar también, justo antes de su uti-
lización.

Con el registro de los datos
microbiológicos, nosotros iremos perfilando
qué alimentos de los elaborados en nuestras
instalaciones, necesitan acentuar su control y
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sobre los que se establecen incluso nuevas
medidas preventivas, utilizando todos los da-
tos que sobre ellos nos aporten la
epidemiología (BRYAN, 1996).

Se hizo mucho hincapié en la formación
del personal manipulador, mostrándoles inclu-
so los resultados de las placas de cultivo sem-
bradas durante la elaboración de los alimentos
para que evidenciaran la situación anterior y
posterior, al lavado de ingredientes y superfi-
cies o útiles de trabajo.  Esto incide muy posi-
tivamente en la elaboración higiénica de los
alimentos. También ALTEKROUSE et al.
(1996) opinan que conocimientos básicos so-
bre la microbiología pueden motivar a reali-
zar prácticas más higiénicas.

Es interesante señalar que las fuentes de
contaminación de los manipuladores de ali-
mentos, consideradas recientemente por
BRILL y SCHMIDT (1995) son la ropa, las
manos, saliva, exudado nasal y el pelo; y una
formación inadecuada del manipulador con-
lleva prácticas poco higiénicas, por lo que es-
tos autores recomiendan un programa de con-
trol microbiológico, además de un cuidado per-
sonal, cambios de ropa regularmente, cuidado
de manos, incluyendo lavado y desinfección.
De hecho GARCÍA GIMENO et al. (1995),
afirman que la manipulación humana supone
un riesgo, ya que podrían contaminar con gér-
menes patógenos el producto o el equipo que
utilizan. Por ello, además de la higiene perso-
nal y la limpieza del equipo que tengan los
manipuladores en sus puntos de trabajo, la sa-
lud de ellos es otro punto crítico a controlar,
formando, informando y dando todas las faci-
lidades posibles sobre los controles médicos
que deben llevar.

Conclusión

Se consiguió aumentar el margen de se-
guridad que tenemos al ingerir un alimento
crudo, puesto que no lleva proceso posterior
de cocinado, que minimizaría el número de
microorganismos. Con estos resultados se dista
mucho de los límites fijados por la norma
microbiológica correspondiente.
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