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Resumen

La leche es un alimento fundamental en la dieta humana, los tratamientos UHT se han convertido
en una técnica ampliamente utilizada para extender la vida Gtil de la leche y productos lacteos. El
objetivo general de este trabajo fue realizar el control de calidad a materia prima, producto
semielaborado y productos terminados en Pasteurizadora SantoDomingo S.A - Simijaca,
Cundinamarca. Durante enero y mayo se realizaron analisis de esporas altamente resistentes al
calor (HHRS) a leche cruda destinada para la linea de produccion UHT mediante tincion de
Gram y pruebas bioguimicas catalasa y oxidasa, analisis microbiol6gico de aerobios mesofilos y
fisicoquimico pH y acidez a productos tratados mediante UHT bajo los parametros de la Norma
Técnica Colombiana (NTC) 3856 de 2004, crema de leche NTC 4433 de 2006 y bebida con
leche y avena segln la NTC 5246 de 2004. Se realizaron muestreos en diferentes puntos de la
planta de lacteos y planta UHT con el fin de realizar analisis microbioldgico de agua potable
mediante la técnica de filtracién por membrana bajo los requisitos legales de la Resolucién 2115
de 2007, analisis microbioldgico de ambientes realizando la técnica de sedimentacion y analisis a
manipuladores por la técnica de frotis de manos teniendo en cuenta los pardmetros establecidos
en la NTC 5230 de 2003. Por ultimo, el kumis y la bebida lactea fermentada fueron analizados
realizando una dilucién (10™") y sembrando en profundidad bajo los requisitos legales de la
Resolucion 02310 de 1986. Los resultados obtenidos de los analisis microbioldgicos y
fisicoquimicos indican el cumplimiento con los criterios de calidad requeridos por la

normatividad legal vigente y por los estandares internos de la empresa.

Palabras clave: Calidad microbioldgica, Bacillus sporothermodurans, productos lacteos, Ultra

High Temperature
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Abstract

Milk is a fundamental food in the human diet, UHT treatments have become a widely used
technique to extend the shelf life of milk and dairy products. The general objective of this work
was to carry out quality control of raw material, semi-finished products and finished products in
Pasteurizadora SantoDomingo S.A - Simijaca, Cundinamarca. During January and May, analyses
of highly heat resistant spores (HHRS) were carried out on raw milk destined for the UHT
production line by Gram staining and biochemical catalase and oxidase tests, microbiological
analysis of mesophilic aerobes and physicochemical pH and acidity of products treated by UHT
under the parameters of the Colombian Technical Standard (NTC) 3856 of 2004, milk cream
NTC 4433 of 2006 and milk and oat drink according to NTC 5246 of 2004. Sampling was
carried out at different points of the dairy plant and UHT plant in order to perform
microbiological analysis of drinking water by membrane filtration technique under the legal
requirements of Resolution 2115 of 2007, microbiological analysis of environments using the
sedimentation technique and analysis of handlers by hand swab technique taking into account the
parameters established in the NTC 5230 of 2003. Finally, the kumis and the fermented milk
drink were analysed by dilution (10™) and seeding in depth under the legal requirements of
Resolution 02310 of 1986. The results obtained from the microbiological and physicochemical
analyses indicate compliance with the quality criteria required by current legal regulations and

the company's internal standards.

Keywords: Microbiological quality, Bacillus sporothermodurans, dairy products, Ultra

High Temperature.
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1. Introduccién

La leche de mamifero es un fluido bioldgico complejo producido por las glandulas
mamarias. Es el primer alimento natural de los mamiferos y les proporciona toda la energia y los
nutrientes necesarios para un crecimiento. La leche de vaca es el tipo de leche més consumida en
el mundo tiene una larga tradicion en la nutriciébn humana y es una de las bebidas méas
consumidas. Muchos paises lo incluyen en sus recomendaciones dietéticas debido a su contenido
en varios nutrientes importantes que ejercen efectos beneficiosos sobre la salud humana
(Cimmino et al., 2023). El acopio formal de leche en Colombia se estima en 9 millones de litros
por dia, cerca del 47% del total de produccion de leche de ganado bovino a nivel nacional.
Colombia es el tercer pais productor de leche en Suramérica y casi la totalidad de su produccion
se destina a satisfacer la demanda interna (Usuga R et al., 2021). Entre 1996 y 2018, la tasa de
crecimiento de la productividad colombiana fue de 1.6% y no del 0.7% como reporta la FAO,
este porcentaje de crecimiento puede ser comparable con la de grandes paises productores como

Nueva Zelanda y Estados Unidos (Alexander et al., s/f).

El andlisis de la calidad higiénico-sanitaria de la leche es de gran importancia para una
correcta produccién y comercializacion de productos lacteos, por lo que deben ser inocuos para
esto se deben emplear buenas préacticas de higiene en el transcurso de la cadena lactea. La
calidad de la leche en Colombia esta asociada principalmente a medir aspectos de calidad

vertical, es decir, aspectos que debe cumplir el producto como son la inocuidad y el valor
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nutricional. Los factores de inocuidad para la leche cruda se dan bajo el recuento de unidades
formadoras de colonias y asegurar que se encuentre libre de enfermedades como Brucelosis y
Tuberculosis y en aspectos de valor nutricional (calidad composicional) se cuenta con el

contenido de grasa y proteina (Alexander et al., s/f) .

En la leche se pueden encontrar una amplia variedad de microorganismos patdgenos y
sus entornos Salmonella, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Mycobacterium bovis,
Brucella abortus y Brucella melitensis, pueden llegar a la leche desde el medio ambiente o de los
animales (FAO, 2023). La deteccion de bacterias resistentes a altas temperaturas (HHRS- highly
heat-resistant spores) impide los requisitos de esterilidad comercial y suscita perdidas en el
sector lacteo ademas de decomisar y destruir el producto, detectar este microorganismo en
productos ultra-pasteurizados nos da un indice de la calidad e inocuidad de la leche (Quigley et
al., 2013). Agregando a lo anterior -HHRS- también pueden estar presentes en las etapas del
proceso de produccion, insuficientes condiciones sanitarias de equipos o de utensilios, durante el
transporte los camiones a los que no se les da un mantenimiento correcto o incluso en la planta
de produccion si no se implementan correctamente las buenas practicas de manufactura, pueden

facilitar su crecimiento.

En Colombia los requisitos que debe cumplir la leche que se importe y exporte para

consumo humano estan reguladas en el Decreto 616 de 2006; los requerimientos microbiol6gicos



de leche pasteurizada, ultrapasteurizada y leche en polvo ademas de las buenas précticas
ganaderas para su fabricacion. Al mismo tiempo se menciona que los productos sometidos a
tratamientos de ultrapasterizacion no deben presentar crecimiento microbiano posterior a la

incubacién a 35°C y 55°C.

16
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2. Objetivos

2.1  Objetivo General

Realizar el control de calidad a materia prima, producto semielaborado y productos

terminados en la Pasteurizadora SantoDomingo S.A - Simijaca, Cundinamarca.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar la presencia de esporas de Bacillus sporothermodurans en leche cruda

destinada para la linea de produccion UHT.

Verificar el cumplimiento de los requisitos microbiol6gicos Y fisicoquimicos de los
productos Leche, Crema de Leche y Bebida de Avena, tratados bajo ultra alta temperatura UAT

(UHT) de acuerdo con la normatividad vigente.

Comprobar las buenas précticas de los procedimientos de higiene, limpieza 'y

desinfeccion de aguas, ambientes y manipuladores en la linea de produccion UHT.

Verificar la calidad microbioldgica en producto terminado kumis y bebida lactea

fermentada.
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3. Justificacion

Para gque un alimento sea inocuo es necesario que acate las exigencias de forma que
pueda ser comercialmente apto y saludable para los consumidores y no suponga riesgo a la salud.
Es importante tener en cuenta buenas practicas en el manejo de la leche desde su produccion,
transporte, procesamiento, envasado y almacenamiento que sean vigilados por organismos del
gobierno para que cumplan los requisitos minimos y asegurar la inocuidad. Alimentos como la
leche, presentan un riesgo elevado de contaminacion y de deterioro; procesos de higiene,
pasteurizacion y ultrapasteurizacion permiten a los productos procesados con vida Util
prolongada como los lacteos, seguridad para ser consumida por los humanos. Si bien es cierto
que con estos tratamientos disminuye la carga microbiana, aun asi, algunos microorganismos

superan estas barreras y se convierten en un problema para las industrias lacteas.

Se hace necesario comprender que la calidad de la leche UHT se ve afectada
directamente por la calidad de la leche cruda, materias primas utilizadas, el procesamiento y las
condiciones de almacenamiento. Por lo anterior es de suma importancia para las empresas del
sector lacteo, como Pasteurizadora SantoDomingo S.A, vigilar la calidad de la leche cruda desde
la recoleccidn ya que no sera apta para la produccion de leche UHT, la eficiencia y rentabilidad
de la maquinaria de procesamiento de la planta e incluso costos adicionales en el mantenimiento
de estos. Lo anterior parece confirmar que con el paso del tiempo se hace necesario garantizar la

inocuidad de los alimentos y en este caso la calidad de la leche con esto se consiguen productos
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confiables para el mercado, por lo anterior se da el planteamiento y desarrollo de este trabajo.
Pasteurizadora SantoDomingo S.A realiza controles internos como analisis de esporas altamente
resistentes al calor y de mesofilos aerobios (48 horas) para obtener productos confiables y
saludables como bebidas lacteas fermentadas, leche ultra alta temperatura UAT (UHT) entera,
semidescremada y descremada deslactosada, bebida con leche y avena; productos ideales para
todas las personas y de alta calidad, cumpliendo con las medidas establecidas en el Decreto 616
de 2006, mediante analisis microbioldgicos, programas de buenas practicas en el laboratorio y de

manufactura, limpieza y desinfeccion asegurando asi las caracteristicas del producto final.
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4. Marco referencial

4.1 Leche

Es el producto de la secrecion mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y caprinos
lecheros sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios completos, sin ningan tipo de adicion,
destinada al consumo en forma de leche liquida o a elaboracidn posterior. La leche es el alimento
mas completo por poseer diferentes nutrientes esenciales, es uno de los alimentos mas valiosos y
consumidos regularmente por millones de personas en todo el mundo (Yenew et al., 2022). La
leche de vaca se produce a gran escala (Quigley et al., 2013), en 2022, se gener0 a nivel mundial

alrededor de 544,2 millones de toneladas de leche de vaca (Statista, 2022).

La leche cruda normalmente tiene poca contaminacion bacteriana cuando sale de la ubre
del animal; sin embargo, a través de una variedad de vias, puede contaminarse con bacterias que
se originan en fuentes ambientales, la propia vaca y el contacto con equipos contaminados
(Martin et al., 2023). Es una matriz rica que contiene alrededor del 87% de agua, 5% de lactosa,
3,9% de grasa y 3,3% de proteina (Joubrane et al., 2022), La carga microbiana de la leche de
vaca esta influenciada por el estado de higiene y saneamiento de los ordefiadores, el entorno de
ordefo, el proceso de ordefio, los utensilios de almacenamiento y transporte, y el agua utilizada
para lavar los utensilios (Yenew et al., 2022). Las bacterias comensales habitan naturalmente en
la superficie de la piel y, en consecuencia, en las glandulas intramamarias de la vaca lechera.

Ademas, los microorganismos patdgenos pueden atacar a la vaca, creando serios problemas de
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inocuidad de los alimentos que podrian conducir en ultima instancia a la intoxicacion
alimentaria. Las bacterias patdgenas que se encuentran en la leche representan una amenaza
critica para la salud humana y representan el 90 % de todas las enfermedades relacionadas con la

leche (Joubrane et al., 2022).

4.2 Tipos de microorganismos presentes en la leche

Los microorganismos que se encuentran en la leche se pueden clasificar en grupos como
patdgenos y de deterioro, estos ultimos son aquellos que deterioran la textura, el color, el olor o
el sabor de la leche. También se pueden clasificar en funcién de sus cualidades naturales, como
psicrotroficos, formadores de esporas, termoduricos, etc, incluyen Bacillus, Clostridium,
Pseudomonas, Corynebacterium, Arthrobacter, Lactobacillus, Mycobacterium, Micrococcus,

Streptococcus, etc.
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4.2.1 Clostridium tyrobutyricum

Bacilo Gram-positivo, bacteria termodurica, estrictamente anaerobio (lvy y Wiedmann,
2014), producen enzimas lipoliticas y proteoliticas estables al calor, pueden ser perjudiciales para

la calidad del queso y la carga de estas bacterias en la leche (Skeie, 2010).

4.2.2 Bacillus

Los bacilos generalmente forman esporas estables al calor y sobreviven a la
pasteurizacion, producen enzimas similares al cuajo que tienden a coagular la leche. De las
muchas especies de Bacillus y géneros relacionados, la mayoria no causa enfermedad. Sin
embargo, existen algunas especies que generan importantes enfermedades en los humanos. La
enfermedad diarreica a menudo se asocia con alimentos ricos en proteinas (carne, verduras,
budines y productos lacteos) y se cree que es causado por células vegetativas (ingeridas como

células viables o esporas) (Lorenzo et al., 2018).
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4.2.3 Pseudomonas

Las Pseudomonas producen lipasas termoestables, por lo que degradan las grasas y
producen rancidez lipolitica. Una de las especies mas cominmente aisladas de la leche es
Pseudomonas fluorescens. Pseudomonas putrefaciens causa deterioro al formar una mancha en

la mantequilla.

4.2 .4 Lactobacilos

Son un orden de bacterias grampositivas, aerobicas y anaerdbicas facultativas.
Lactobacillus es el género més grande dentro del grupo de bacterias del acido lactico. Se utilizan
principalmente en la fabricacion de alimentos lacteos fermentados (De Angelis y Gobbetti,
2016). Las dos funciones beneficiosas mas obvias de los lactobacilos son como cultivos
iniciadores (para producir acido rapidamente) y como cultivos probidticos. Estas bacterias se
encuentran generalmente productos lacteos, producen acido lactico como el principal producto
metabdlico de la fermentacion de carbohidratos. Ademas, el acido lactico y otros productos
metabdlicos contribuyen al perfil organoléptico y de textura de un alimento (Lorenzo et al.,

2018).
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4.2.5 Micrococcus

Los micrococos constituyen una parte importante de la flora de la leche cruda; algunos
micrococos termoddricos sobreviven a la pasteurizacion (Bhowmik y Marth, 1990) y tienen

tendencia a producir hinchazén en los envases de leche UHT.

4.2 .6 Yersinia enterocolitica

Es una enterobacteria psicrotréfica gramnegativa de la familia Enterobacteriaceae
(Ahmed et al., 2019), anaerdbico facultativo y no formador de esporas. Yersinia enterocolitica
tiene importancia en salud publica por su capacidad de crecer en leche cruda o inadecuadamente
procesada y en condiciones térmicas de baja temperatura por largos periodos. En este sentido, los
métodos de conservacion de productos lacteos cominmente utilizados como refrigeracion no
reducen el riesgo de contaminacion por esta bacteria. Por su composicion quimica y ausencia de
competencia microflora, la contaminacion posterior al procesamiento de la leche pasteurizada
proporciona un ambiente favorable para el crecimiento de este microorganismo (Raghiante et al.,

2018).
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4.2.7 Escherichia coli

Se caracteriza por ser bacilos anaerobios facultativos, no formadores de esporas y
gramnegativos (Lorenzo et al., 2018), es una de las bacterias patdgenas mas importantes, que es
un habitante normal del intestino grueso en humanos y animales de sangre caliente. Por lo tanto,
E. coli puede transmitirse a la leche cruda y los productos lacteos por contaminacion fecal
durante el proceso de ordefio junto con préacticas higiénicas deficientes (Chaleshtori et al., 2017).
Los cuatro grupos de este microorganismo han sido reconocidos en la leche como;
enteropatdgeno, enterotoxigénico, enteroinvasivo y colehemorragico, en un entorno de higiene
inadecuado, la leche puede contaminarse en el momento del ordefio o el procesamiento de la

leche.

4.2.8 Campylobacter jejuni

Es una bacteria gramnegativa y no formadora de esporas (Lorenzo et al., 2018), La
contaminacion de la leche cruda ocurre principalmente durante el proceso de ordefio, mas
comunmente a través de la contaminacion fecal de las ubres (Kenyon et al., 2020) Mientras que
si la pasteurizacion de la leche no se realiza correctamente promueve la inactivacién de las

células vegetativas (Lorenzo et al., 2018).
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4.3 Formadores de esporas aerobicas en la leche

De los microorganismos que pueden entrar en la cadena de la leche en las granjas o a
través de las lineas de procesamiento de productos lacteos, las bacterias formadoras de esporas
son una preocupacion particular ya que tienen la capacidad, cuando estan en forma de esporas,
de resistir condiciones ambientales adversas (Gopal et al., 2015). Uno de los problemas que
reducen la vida atil de la leche es la presencia y el crecimiento de Bacillus (Hanson et al., 2005),
son contaminantes importantes de la leche, debido a su alta resistencia al calor, las esporas de
este microorganismo son capaces de sobrevivir al proceso de tratamiento térmico de la leche y
provocar el deterioro del producto final (Kmiha et al., 2017), Se sabe que estos microorganismos
causan un defecto en la leche llamado cuajado dulce (Hanson et al., 2005) ademas, aunque los
tratamientos térmicos severos, como Ultra Alta Temperatura UAT (UHT) y la esterilizacion
comercial, son eficaces para eliminar hasta el 99,99% de las esporas, estos tratamientos térmicos

alteran significativamente el sabor de la leche (Doyle et al., 2015).

4.3.1 Bacillus sporothermodurans

B. sporothermodurans es una bacteria Gram positiva, aerobica, meséfila, y formadora de
esporas (Robertson, 2016) capaces de sobrevivir al procesamiento industrial de leche a

temperatura ultra alta (UHT) (138-145 °C durante 2-10 s). Sin embargo, un aumento en la
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temperatura y el tiempo de mantenimiento en un intento por inactivar las esporas de B.
sporothermodurans puede afectar las cualidades organolépticas y nutricionales de los productos
UHT (Cattani et al., 2013). Sus células vegetativas no son patégenas y no causan deterioro
visible, ni de sabor en los productos UHT, pero la presencia de estas es considerada indeseable y
no permite el cumplimiento de los requisitos legales establecidos (Castafieda, 2015). Las esporas
de B. sporothermodurans son mas resistentes que las esporas de muchos termdfilos, los
productos lacteos afectados incluyen la leche UHT entera, desnatada, evaporada o reconstituida,
la leche con chocolate y leche en polvo (Lorenzo et al., 2018). Los primeros informes en la
literatura sobre B. sporothermodurans aislado de leche UHT fueron en 1985 (Italia), 1990
(Austria) y 1995 (Alemania). Sin embargo, pocos estudios demuestran el comportamiento de este

microorganismo en biopeliculas (Alonso et al., 2022).

4.3.2 Biopeliculas

Son comunidades complejas de uno o varios tipos de microorganismos cubiertas por una
matriz (principalmente de exopolisacaridos) que les permite adherirse a superficies inertes,
incluyen organismos como bacterias, hongos y protistas (Olanbiwoninu & Popoola, 2023). La
caracteristica fundamental de las biopeliculas bacterianas es su amplia resistencia frente a una
variedad de antimicrobianos, la cual es consecuencia de mecanismos distintos a los reportados

para la bacteria en estado plancténico (Meneses & Landoni, 2012)
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Mas del 90% de las bacterias existen en forma de biopeliculas y desarrollan biopeliculas
en superficies bioticas y abidticas, como acero inoxidable, guantes de goma, plastico que se
utilizan en toda la industria alimentaria durante el procesamiento de alimentos. La contaminacion
microbiana relacionada con las biopeliculas representa una grave amenaza para la calidad y la
seguridad de los alimentos, similar a la corrosion del metal de las tuberias y los tanques,
causando la reduccion de la eficacia de la transferencia de calor, y el deterioro de la calidad de

los alimentos y el acortamiento de la vida atil (Zhu et al., 2022).

4.3.2.1 Formacién de biopeliculas

Las biopeliculas bacterianas suelen adherirse a una interfaz o entre si y pueden demostrar
una gran resistencia a diversos factores de estrés ambiental, como el calor, la acidificacion y la
cloracion (Ban et al., 2023), en la industria alimentaria se suelen utilizar agentes quimicos de
limpieza junto con técnicas de limpieza in situ para eliminar las biopeliculas; sin embargo, estos
métodos no siempre son eficaces. El uso de enzimas es un enfoque alternativo para destruir las
sustancias poliméricas extracelulares, lo que provoca la destruccion de las biopeliculas y causa la

lisis celular (Yang et al., 2023).
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Figura 1.

Etapas de desarrollo del biofilm: (1) Aproximacion a la superficie/motilidad; (2) Adhesion a la
superficie; (3) Adhesién y formacién/maduracion de la matriz; (4) Formacion y liberacion

equilibrio/dispersién y (5) Inicio de un nuevo ciclo/propagacion.

/%% CICLO DE FORMACION DE BIOFILM

Fases Reversibles Fases Imreversibles

. P
S s SR ric
Movilidad Adhesién Maduracién Dispersién Propagacién

Adhesion ala Adhesion y Equilibri9 calry Inicio de un nuevo
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superficie formacién de la liberscion

matriz
Created in BioRender.com bio

Nota: la figura representa las etapas de formacion de las biopeliculas. Tomado de

Aproximacion a
1a superficie

Biofilms and their impact on the food industry. En Saudi Journal of Biological Sciences (Vol. 30,

NUmero 2) por Olanbiwoninu & Popoola, 2023.

1. Los microorganismos plancténicos se acercan inicialmente a una superficie en un

medio acuoso para adherirse
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2. Adhesién permanente basada en la generacion de EPS mediada por microorganismos,
ya que los grupos polihidroxi de los EPS colonizan las bacterias a la superficie mediante enlaces

de hidrégeno

3. Formacion de microcolonias en monocapa sobre la superficie que se fijan como
resultado de la replicacion por parte de los colonizadores iniciales (Guzman-Soto et al., 2021) y
avance de la biopelicula hacia una disposicion tridimensional mediante la fijacion de restos del

entorno adyacente y la aparicion de nuevas bacterias plancténicas

4. Por altimo, la expansion o dispersion en la que las células sésiles de la biopelicula
encerradas en la matriz cambian a bacterias plancténicas que nadan libremente a través de la
deteccion de quérum (QS) o de un mecanismo de sefializacion de célula a célula mediante

procesos activos y pasivos

5.El ciclo comienza de nuevo. (Olanbiwoninu & Popoola, 2023).
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4.4 Control de calidad de la cadena productiva de la leche

La leche es un producto altamente perecedero, y su seguridad y calidad se deterioran
rapidamente si no se manipula en condiciones higiénicas. La mala calidad de la leche y los
riesgos para la inocuidad de los alimentos son un desafio importante en el sector lacteo (Nyokabi
et al., 2021), Los riesgos de contaminacion y las probabilidades de crecimiento de la microflora
contaminante estan condicionados por las practicas de higiene y la manipulacién de la leche en
las explotaciones, el almacenamiento y el transporte de la leche cruda a las instalaciones de
procesamiento, las condiciones de procesamiento, la manipulacion y el almacenamiento de los

productos procesados (Ntuli et al., 2022).

Los alimentos pueden contaminarse con microorganismos en las fases de la cadena de
produccion o por los propios manipuladores en los lugares de preparacion, almacenamiento,
transporte y exposicion para la venta de los productos destinados al consumo (Fonseca et al.,
2020). Lo que quiere decir que se puede producir una contaminacion en cualquier parte de la
cadena alimentaria, incluida la venta (Aleksic et al., 2023), una vez que las bacterias acceden a la
leche y los productos lacteos, algunas de ellas crecen y producen enzimas que pueden degradar
las proteinas, la grasa y otros componentes de la leche, lo que provoca el deterioro de la calidad
de la leche (Cattani et al., 2013). En consecuencia, existe un alto riesgo de contaminacion de la
leche fresca y proliferacién de patdgenos de enfermedades transmitidas por los alimentos debido

a sus componentes nutricionales, pH neutro y alta actividad de agua (Ledo et al., 2020).
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5. Area de estudio

Pasteurizadora SantoDomingo S.A esta ubicada en Simijaca — Cundinamarca — Colombia

Figura 2

Instalaciones Pasteurizadora SantoDomingo S.A
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Pasteurizadora SantoDomingo (2023) [

imagen] https://santodomingo.com.co/nosotros/

Compariia en donde se producen y comercializan alimentos saludables y confiables, con
tecnologia avanzada, el mejor servicio y un alto sentido de responsabilidad, asegurando el
crecimiento sostenible de la organizacion y contribuyendo con el desarrollo del pais

(Santodomingo S.A., 2023)


https://santodomingo.com.co/nosotros/

Figura 3

Ubicacion del municipio de Simijaca en el departamento de Cundinamarca.
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Nota: la imagen muestra la ubicacién y coordenadas geogréaficas del municipio de

Simijaca. Tomado de Galeria de mapas por alcaldia municipal de Simijaca, (s.f).
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6. Bases legales

6.1 Resoluciones

Resolucién 02310 de 1986 del ministerio de salud de Colombia: Por la cual se
reglamenta parcialmente el Titulo V de la Ley 09 de 1979, en lo referente a procesamiento,

composicion, requisitos, transporte y comercializacion de los Derivados Lacteos.

Resolucidn 2115 de 2007 del ministerio de ambiente, vivienda y desarrollo territorial
y ministerio de proteccién social : Por medio de la cual se sefialan caracteristicas, instrumentos
basicos y frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para consumo

humanao.

Resolucién 1407 de 2022 del ministerio de salud y proteccidon social: Por la cual se
establecen los criterios microbioldgicos que deben cumplir los alimentos y bebidas destinados

para consumo humano.
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6.2 Decretos

Decreto 616 de 2006 del ministerio de proteccidn social: Por el cual se expide el
Reglamento Técnico sobre los requisitos que debe cumplir la leche para el consumo humano que

se obtenga, procese, envase, transporte, comercializa, expenda, importe o exporte en el pais.

6.3 Normas Técnicas Colombianas

NTC 3856 de 2004: Esta norma establece los requisitos que deben cumplir las leches

UAT (UHT) ultra alta temperatura larga vida y leche ultrapasteurizada

NTC 5246 de 2004: Esta norma establece los requisitos y ensayos que debe cumplir la
bebida lactea con avena obtenida por cualquiera de los medios de higienizacion que se incluyen

en la presente norma.

NTC 5230 de 2003: Microbiologia de alimentos y alimento para animales. Método
horizontal de técnicas de muestreo de superficies usando cajas de contacto y método de

escobillon

NTC 4433 de 2006: Método para evaluar la esterilidad comercial en alimentos
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Los apartados descritos a continuacion forman parte de las actividades realizadas durante

este tiempo de practicas bajo lineamientos y metodologias estipuladas por el laboratorio de

calidad de Pasteurizadora SantoDomingo S.A. La tabla 1 presenta los tipos de muestras,

métodos, asi como criterios de aceptacion y rechazo e igualmente la normatividad legal vigente.

Tabla 1

Descripcion de los analisis realizados en Pasteurizadora SantoDomingo S.A

Muestra Criterio a medir Método Medio Criterios de Criterios de Requisitos legales
aceptacion rechazo
Leche cruda Bacillus Agar Brain- UFC Control de proveedores
(ganaderos, rutas sporothermodurans SPE Heart-Infusion
externas e internas) (BHI)
Leche ultra alta Aecrobios mesoéfilos Placa de <1 UFC/ml >1 UFC/ml NTC 3856 de 2004
temperatura UAT RPP petrifilm 3M
(UHT), Avenay RPE aerobic count Resolucién 02310 de
Crema de leche (AC) 1986
Esterilidad comercial Agar Brain Heart s ,cencig Presencia
Infusion (BHI) NTC 5246 de 2004
suplementado
con almidén
Anadlisis de agua Coliformes totales Plate Count (PC) <1 UFC/100cm® >1 UFC/100cm® Resolucion 2115 de
Coliformes fecales y E.coli FM Chromocult Ausencia Presencia 2007
Aerobios mesofilos <100 >100
UFC/100cm® UFC/100cm®
Anélisis de Aerobios mesofilos RPP Plate Count (PC) <60 UFC/area > 60 UFClérea NTC 5230 de 2003
manipuladores Violeta cristal- mano. mano.
Rojo neutro-
Coliformes Totales E.coli Bilis-Lactosa <1 UFClérea >1 UFClarea
(VRB) mano. mano.
Producto terminado Coliformes Totales y Violeta cristal- Especificaciones de la ficha técnica Resolucién 02310 de
Pasteurizado Fecales RPP Rojo neutro- estipulada para cada producto 1986
RPE Bilis-Lactosa
(VRB)
Mohos y levaduras Placa de
petrifilm 3M
hongos y
levaduras

Nota: - SPE: Siembra por estria. - RPP: Recuento en placa profundidad. — RPE: Recuento

petrifilm. — FM: filtracion por membrana.
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7.1 Andlisis microbioldgico de leche cruda

Es fundamental establecer parametros minimos de recepcién de la materia prima siendo
apta para el proceso productivo, el control de proveedores reune ciertos criterios que debe
cumplir la leche cruda en la industria lactea para asegurar la inocuidad y calidad del producto

final.

7.1.1 Analisis de esporas altamente resistentes al calor (HHRS) en leche cruda

El muestreo se realizé segun lo planteado en el plan de muestreo para materia prima
leche cruda CC-PL-001, de la siguiente forma, se tomé una muestra de leche cruda (minimo
100ml) previamente aceptada con pruebas de plataforma para ingreso a proceso productivo; en
un tubo de ensayo se agrego 1 ml de polifosfato de sodio y se completd el volumen final del tubo
con la muestra de leche, posteriormente se realizd choque térmico por 10 minutos a 80°C, se dej6

enfriar a temperatura ambiente y finalmente por un periodo de 2 dias a 35°C se incubo.

Pasado el tiempo de incubacion se sembro usando la técnica de siembra por estria en
placa de agar Brain-Heart-Infusion (BHI) y se incubo por 2 dias a 35°C. A partir de las colonias
obtenidas se procedio a la caracterizacion presuntiva de las colonias de Bacillus

sporothermodurans mediante tincion de Gram y las pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa,
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los resultados positivos esperados, son bacilos Gram y reacciones positivos en las dos pruebas

bioquimicas, respectivamente

e Tincién Gram: Con un asa se recogio la muestra y se fijé al portaobjeto pasandolo por
la Ilama del mechero. La superficie se cubri6 con solucion de cristal violeta por 1min,
se lavo con agua destilada y posteriormente se colocd lugol por 30s, enseguida se
aplico alcohol-acetona por 15s y se lavd con agua destilada. Finalmente se cubrio con
safranina durante 1min, se lavo y dejo secar.

e Test de catalasa: En un portaobjeto con el frotis se agregd una gota de perdxido de
hidrogeno, la formacion de burbujas indico un resultado positivo.

e Test de oxidasa: Con un asa se selecciond una colonia y se extendio en la zona
reactiva de la tira, la lectura fue inmediata y se considerd como resultado positivo de

la reaccion la produccién de color azul en la zona.

7.2 Analisis microbiolégico de productos UHT

En el presente numeral se describira segun el instructivo de muestreo para el analisis
microbiologico y fisicoquimico de producto terminado UAT-UHT, CC-IT-012, el analisis
microbioldgico de microorganismos mesdéfilos, CC-TC-013 seccion 5.5, que se realiza de forma
rutinaria a productos tratados mediante UHT, entre estos, la leche entera, leche semidescremada

deslactosada, leche descremada deslactosada conforme a la Norma Técnica Colombiana 3856 de
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2004, para la crema de leche bajo Norma Técnica Colombiana 4433 de 2006 y para la bebida con
leche y avena segun la Norma Técnica Colombiana 5246 de 2004. Ademas, se practico analisis

fisicoquimicos a las leches liquidas.

Tabla 2

Parametros microbioldgicos de rutina estipulados por la Norma Técnica Colombiana 4433 de

2006 para esterilidad comercial para crema de leche Ultrapasteurizada (UHT)

Crema Entera Ultra Alta AEROBIOSIS ANAEROBIOSIS

Temperatura UAT (UHT) 35°C 55°C 35°C 55°C
Ausencia Ausencia

Tabla 3

Parametros microbioldgicos estipulados por la Norma Técnica Colombiana 5246 de 2004 para

bebida lactea con avena UAT (UHT) ultra alta temperatura larga vida.

Requisito n m M c

Recuento total de microorganismos 5 <1 - 0
mesofilicos/0,1 ml

Esporas anaerdbicas/cm® 5 <10 10 1

Esporas aerébicas/cm’ 5 <10 10 1
en donde:

n: nimero de muestras que se van a examinar
c: nimero de muestras permitidas con resultado entre my M

m: Indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad
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M: Indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad

7.2.1 Analisis microbioldgico de aerobios mesoéfilos

Una vez termina la produccion, los productos seleccionados, tratados mediante UHT, se
analizan 48 horas después de su envasado, previa incubacion durante 2 dias a 35°C.
Posteriormente se selecciond una muestra inicial y una final de cada lote. A las muestras
seleccionadas se realiz6 una desinfeccion externa de las bolsas con soluciones desinfectantes
(Alcohol 70%), se cortaron las bolsas de forma aséptica y se tomd de forma directa 1ml que se
depositd en una placa de petrifilm 3M para hacer analisis de aerobios mesofilos por un tiempo de

incubacién de 2 dias a 35°C.

La NTC 3856 de 2004 establece los requisitos que deben cumplir la leche UAT (UHT)
ultra alta temperatura larga vida y leche ultrapasteurizada, para esto los requisitos especificos

después del tratamiento térmico e inmediatamente después del envasado son

Tabla 4

Requisito microbiologico para la leche UAT (UHT) ultra alta temperatura larga vida

establecidos en Norma Técnica Colombiana 3856 de 2004

Requisito n m M c

Recuento de microorganismos mesoéfilos, UFC/0,1ml 5 <1 - 0
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7.2.2 Esterilidad comercial (10 Dias)

El analisis microbioldgico se realizé atendiendo a la metodologia propuesta por la NTC
4433 de 2006 (Anexo B) para el recuento microbioldgico de la esterilidad comercial en
alimentos, en el laboratorio de calidad de Pasteurizadora SantoDomingo S.A, siendo adaptado

para el uso de cajas de Petri.

El producto se guardo en cuartos de incubacion mesofila 35°C y termdfila 55°C, las
muestras fueron incubadas por 10 dias, posteriormente se tomd la unidad inicial y la final de
35°C y 55°C respectivamente, una vez desinfectadas como se explico anteriormente, se tomo
directamente 1ml que se sembré en agar BHI suplementado con almidon. Por 2 dias se incubaron
4 cajas en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis a 35°C y 4 cajas en condiciones de aerobiosis
y anaerobiosis a 55°C. Para terminar, las cajas que presentaron crecimiento se realizé morfologia

mediante tincion de Gram.
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7.3 Analisis fisicoquimico de productos UHT

Una vez procesadas las muestras a nivel microbioldgico, se realizo6 analisis fisicoquimico
para verificar la estabilidad del producto durante el tiempo de incubacion, los pardmetros méas
relevantes para verificar esta condicion son los analisis de % acidez y valor de pH, los cuales

deben estar de acuerdo con el tipo de producto segun la normatividad legal vigente.

Tabla s

Requisitos fisicoquimicos de leche UAT (UHT) ultra alta temperatura larga vida establecidos

en Norma Técnica Colombiana 3856 de 2004

Entera Semidescremada Descremada
Caracteristica deslactosada deslactosada
Min. Max. Min. Max. Min. Max.
Acidez, % m/v de 0,13 0,16 0,13 0,16 0,13 0,17
acido lactico
pH a 20°C 6,60 6,70 6,60 6,70 6,60 6,70

7.3.1 Determinacion de pH

Para la determinacion de esta variable, se tomaron directamente 9ml de la muestra que
constantemente se agito para asegurar la homogenizacién, y usando un pH-metro en contacto
directo con la muestra se tomaron las lecturas. El valor obtenido se compara con los valores

permitidos que se nombran en la tabla 5.
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7.3.2 Determinacién de acidez

Una vez homogenizada la muestra se tomaron 9 ml de la muestra en un vaso,
posteriormente se afiadieron 3 gotas de fenolftaleina al 1% y se dej6 caer gota a gota hidréxido
de sodio (NaOH) al 0.1N, una vez la leche se torné de un color rosado palido se realizo la lectura
del volumen consumido y su interpretacion segun la tabla 5. La ecuacién 1 establece el
porcentaje de acidez en funcién del acido lactico en productos lacteos (Gonzales & L6pez,

2021).

Ecuacion 1: Acidez expresada como acido lactico

V XNXxMeq x 100

Acido lactico (%m/v) =
En donde:
V=gasto de la solucion 1.0 de NaOH, en ml
N=normalidad de la solucién de NaOH

Meqg=valor del acido en mil-equivalente que es de 0,09

M=peso de la muestra en gramos
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7.4 Anélisis microbiol6gicos internos en planta

7.4.1Andlisis de agua potable por filtracion de membrana

La técnica de filtracion por membrana se realizé siguiendo el instructivo CC-TC-009, el
plan de muestreo CC-PL-008 y de acuerdo con el cronograma CC-CR-001. Se conectd el equipo
de filtracion ya estéril a la bomba de vacio, el filtro de membrana se depositd sobre el portafiltro,
se ajustd el embudo sobre la base, asi la membrana quedo ubicada entre el embudo y el soporte
del filtro. Se depositaron 100ml de la muestra en el embudo identificada segin corresponda al
lugar de muestreo (tabla 6). Terminada la filtracion con pinzas estériles se tom¢ el filtro de
membrana y se ubico sobre placas de Petri con agar Chromocult, se repitio el mismo
procedimiento y el filtro se ubicd sobre placas Petri con agar Plate Count (PC), se incub6 por un
periodo de 24 horas a 35° +/- 2°C. Posteriormente se establecio el recuento microbiano en cada
muestra, se realizé el conteo visual de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) bajo los criterios

de aceptacién y rechazo estipulados en la Resolucion 2115 de 2007 (tabla 1).



Tabla 6

Areas de toma de muestra para analisis de agua potable
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Planta UHT

Subterraneo principal y subterraneo 2

Tanque aéreo

Acueducto

Recibo

Pasteurizador

Retorno maquina 1y 2

Laboratorio Fisicoquimico

Laboratorio Microbiologia

Planta lacteos

Tanque aéreo

Subterraneo principal

Acueducto

7.4.2 Andlisis de ambientes

Por medio de la técnica para la realizacién de ambientes CC-TC-010, siguiendo el plan
de muestreo CC-PL-003 y acorde al cronograma CC-CR-001, se expusieron cajas petri con
diferentes medios de cultivo, sobre una superficie plana en las diferentes areas de las plantas,

(tabla 7), durante 15 minutos, las cajas de Petri con agar PC para aerobios mesofilos y agar

Cloranfenicol (YGC) para mohos y levaduras. Pasado este tiempo se incubaron por 2 dias a 35°C

y 4 dias a temperatura ambiente, respectivamente.



Tabla 7

Criterios de aceptacion y rechazo en el recuento de aerobios meséfilos y mohos y levaduras en

areas de proceso para analisis de ambientes de acuerdo con controles internos de la empresa.

Planta UHT Criterios de aceptacion  Criterios de rechazo
Pasteurizador <8 UFC/15minutos > 8 UFC/15minutos
Esterilizador 1y 2 <3 UFC/15minutos > 3 UFC/15minutos
Maquina UHT <3 UFC/15minutos > 3 UFC/15minutos
Cabina UHT 1y UHT 2 <1 UFC/15minutos > 1 UFC/15minutos
Area de almacenamiento Producto terminado <20 UFC/15minutos > 20 UFC/15minutos
Avrea de almacenamiento insumos <20 UFC/15minutos > 20 UFC/15minutos
Area de almacenamiento de polietileno <3 UFC/15minutos > 3 UFC/15minutos
Planta lacteos Criterios de aceptacion  Criterios de rechazo
Area de almacenamiento de polietileno 1y 2 <5 UFC/15minutos >5 UFC/15minutos
Area de almacenamiento de insumos <7 UFC/15minutos >7 UFC/15minutos
Area de proceso de pasteurizacion <7 UFC/15minutos >7 UFC/15minutos
Maquina vaso <7 UFC/15minutos >7 UFC/15minutos
Magquina bolsa <7 UFC/15minutos >7 UFC/15minutos
Area de almacenamiento Producto terminado <5 UFC/15minutos >5 UFC/15minutos
Area de Tinas <7 UFC/15minutos >7 UFC/15minutos

7.4.3 Analisis de manipuladores

El muestreo se realiza mensual siguiendo lo propuesto en el plan de muestreo CC-PL-
006, el cronograma CC-CR-001 y normatividad empresarial relacionada con la técnica de

superficies seccion 5.5.3 frotis de manos en CC-TC-011. Empleando un hisopo estéril,
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previamente humedecido, se realizo el frotis de manos (abarcando totalmente la palma y dorso e
igualmente, entre los dedos y las ufias) del operario, posteriormente, este se sumerge en un tubo
con 9 ml de agua peptona, homogenizandose mediante agitacion. A partir de esta solucién se
procedi6 a sembrar en placa por profundidad 1 ml del frotis en agar PC para aerobios meséfilos y
agar Violeta cristal-Rojo neutro-Bilis-Lactosa (VRB) para Coliformes Totales, llevandose a

incubacion por 2 dias a 35°C.

7.5 Analisis microbioldgico de kumis y bebida lactea fermentada

Este apartado presenta la metodologia desarrollada en el analisis microbiolégico de
kumis y bebida lactea fermentada, para esto se siguio lo propuesto en el plan de muestreo para
producto terminado pasteurizado y UAT (UHT), CC-PL-002 y son procesados de acuerdo con el
instructivo para el analisis de producto terminado pasteurizado CC-IT-019 Como se describe a
continuacion. Una vez finalizada la desinfeccion de los empaques se abrié asépticamente, y se
procedi6 a realizar dilucién hasta 10 para esto, se tomé 1ml de cada producto en 9ml de agua
peptona, se homogenizo y se sembré por profundidad en agar VRB y en una placa de petrifilm
3M para mohos y levaduras. Por Gltimo, se incubd por 2 dias a 35°C y 4 dias a temperatura

ambiente, respectivamente.
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Tabla 8

Parametros microbioldgicos estipulados por la Resolucion 1407 de 2022 del Ministerio de

Salud y Proteccion Social para leche fermentada

Parametro Caso Muestreo n c m M
Clase
Mohos y 2 3 5 2 2x10°ufc/lgoml  5x10° ufc/g
levaduras
Coliformes 2 3 5 2 10ufc/goml  2x10%ufc/g

Escherichia N/A 3 5
coli

o

<10 ufc/g o ml -
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9. Resultados y discusion

9.1 HHRS en leche cruda

Se analizaron en total 482 muestras de leche cruda durante el trascurso de 5 meses. Los
resultados obtenidos evidenciaron la ausencia de Bacillus sporothermodurans en las muestras de
leche cruda que seria destinada a la linea de produccion UHT. El anélisis microscopico arrojo
una morfologia y tincion de Gram correspondiente a bacilos cortos Gram positivos, ademas la
reaccion de catalasa y oxidasa fue negativa como se observa en la figura 4, de esta forma, los
aislados obtenidos a partir de la leche cruda (secciones A, B y D) no fueron caracterizados

presuntivamente como B. sporothermodurans.



Figura 4

Tincion de Gram y resultados de pruebas bioquimicas. A. Tincioén de Gram, bacilos cortos, objetivo 100x. B. Prueba catalasa

negativa. C. Prueba catalasa positiva. D. Prueba oxidasa negativa. E. Prueba oxidasa positiva.
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Hasta la fecha los resultados se consideran negativos debido a que las pruebas
bioguimicas y las observaciones microscopicas no son propias de Bacillus sporothermodurans,
en 1996 Pettersson, et al., fue el primero en describir una bacteria perteneciente al género
Bacillus, ahora conocida como Bacillus sporothermodurans. Ademas, realizo una de las primeras
caracterizaciones microscopicas de este microorganismo, bacilos filamentosos largos de
aproximadamente 3,4-8,2 um de largo, células mdviles con flagelos peritricos, esporas
elipsoidales de 1,7 um de largo ubicadas en la parte terminal, catalasa y oxidasa positivo, el agar
BHI es un medio optimo de crecimiento, no produce acido a partir de varios azucares como
fructosa, galactosa, glucosa, entre otros (Montanari et al., 2004) rara vez se pueden observar en
un cultivo de laboratorio (Pettersson, et al., 1996). Sin embargo, se debe considerar que puede
encontrarse diferencias morfoldgicas en este microorganismo, como fue reportado por Bernier.,
et al (2012) “"Bacillus sporothermodurans anaerobicos facultativos aislados de leches UHT
elaboradas en Colombia™ observo dos morfologias diferentes que dependian de las condiciones
de aerobiosis y anaerobiosis, la primera bacilos Gram positivos en cadenas largas o en forma de
filamentos largos y por el contrario en condiciones de anaerobiosis los bacilos estaban agrupados
en cadenas cortas o individuales. Por lo tanto, seria fundamental realizar técnicas soportadas en
PCR para determinar con seguridad la presencia o ausencia del microorganismo, de esta forma,
metodologias como HRS-PCR son mas especificas y se puede usar junto con un pretratamiento

quimico y térmico, cultivando las esporas en BHI suplementado. (Scheldeman et al., 2006)
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9.2 Analisis de microbioldgico de aerobios mesofilos

Para el analisis de la vida atil en anaquel de la leche UHT, fueron seleccionadas 3275
muestras que corresponden a la unidad inicial y final de cada lote fabricado entre enero y mayo,
siendo incubadas durante 48 h a 35°C. En la gréfica 1 se observa que el 100% de las muestras
analizadas cumplen a cabalidad con el recuento de Aerobios Mesofilos, segin lo exigido en la
NTC 3856 de 2004, los resultados se encuentran conformes, demostrandose que las condiciones
de produccion y almacenamiento fueron 6ptimas, permitiendo obtener un producto de excelente
calidad. Los anteriores resultados difieren con los obtenidos por Santillan (2021) al determinar la
vida util en anaquel de leche UHT, donde el porcentaje del coeficiente de variacion més elevado
se presentd en este grupo de bacterias, logrando evidenciar que microorganismos esporulados
permanecen presentes, pues no se distribuyen de manera uniforme por lotes y su proliferacion
dependeréa del tratamiento térmico empleado y cantidad de bacterias aerobias mesdéfilas presentes

en la leche cruda.
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Grafica 1

Resultados de aerobios mesofilos en las muestras de leche UHT analizadas entre enero y mayo
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9.3 Esterilidad comercial (10 dias)

En el analisis de vida util, se analizaron 3152 muestras de leche, crema de leche y bebida
con leche y avena, previamente incubadas durante 10 dias a 35°C y 55°C. Como se observa en la
tabla 9 los resultados de la prueba de esterilidad comercial en leche UHT son conformes y
cumplen con la NTC 4433 de 2006 evidenciando la ausencia de crecimiento microbiano tanto a

35°C como a 55°C, por tanto, el cumplimiento de la calidad del producto final es satisfactoria.
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Tabla 9

Muestras analizadas bajo esterilidad comercial durante los meses de enero a mayo

Aerobiosis Anaerobiosis
Meses 35°C 55°C 35°C 55°C
Enero Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Febrero Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Marzo Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Abril Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 0S
Mayo Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

resultados demostraron que el tratamiento térmico y la frecuencia con la que se realiza son
eficientes y garantizan la calidad del producto, el costo de inversion de la técnica microbioldgica
es menor ofrece informacion cuantitativa y cualitativa de la presencia o ausencia del
microorganismo, sin embargo, la determinacion de los resultados microbiolégicos toma un
tiempo considerable en la incubacién de las muestras (10 dias), por tal motivo se han propuesto
varias soluciones para reducir el tiempo, utilizando tecnologias alternativas que se basan en la
deteccion del metabolismo celular durante el crecimiento microbiano (mediado por produccion
de CO,), el recuento celular por citometria de flujo, monitoreo de la actividad ATP (Gutiérrez.,
2022) y el sistema BacT/ALERT® 3D aplicado como un método rapido y sensible para la
deteccion de contaminantes microbianos en productos lacteos como leche UHT (Klotz et al.,

2021)
9.4 Analisis fisicoquimico

El analisis fisicoquimico se efectud a todas las muestras de leche, crema de leche y
bebida con leche y avena analizadas en el analisis microbioldgico de aerobios mesofilos y de

esterilidad comercial. En la gréfica 2 se presentan los resultados de 1265 muestras analizadas en
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la determinacion del pH y acidez, durante el mes de abril, estos evidenciaron que la totalidad de
las muestras cumplen con lo exigido en la NTC 3856 de 2004 para leche UHT con valores de
acidez y pH entre 0,13-0,16 y 6,5-6,85, crema de leche acidez Max 0,25 y pH entre 6,6-6,7;
bebida con leche y avena 0,07-0,12 y 6,5-6,8 de acidez y pH , respectivamente, dichos rangos la
empresa los establece de forma interna verificando los parametros exigidos en la Resolucion

02310 de 1986 y en la NTC 5246 de 2004.

Grafica 2

Analisis fisicoquimico a productos tratados mediante UHT

Acidez y pH

. 6,6

Bebida con Leche y Avena UHT | 007
6,6

Crema de Leche UHT W o2
6,6

Leche UHT Entera Bous
6,6

Leche UHT S.D. B o5
0 1 2 3 4 5 6 7

pH ®Acidez

Nota: S.D: Semi Descremada

Como se evidencia en la anterior grafica el pH y la acidez de las leches tratadas bajo
UHT, crema de leche y bebida con leche y avena no presentan variaciones durante el mes de
abril, los valores de 0.2 y 0.07 corresponden a valores de acidez expresada como &cido lactico

para crema de leche UHT y bebida con leche y avena UHT, sin embargo, en un estudio realizado
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por karlsson et al., (2019) observo que pueden existir cambios progresivos y lineales en la

estabilidad y la vida atil de la leche UHT almacenada a diferentes temperaturas.

9.5 Analisis de agua potable por filtracién de membrana

Se realiz6 el andlisis de recuento de Aerobios Mesdfilos a 130 muestras de agua potable
durante el periodo comprendido de enero a mayo del presente afio, estas muestras fueron
recolectadas mensualmente, en las areas de toma de muestra (tabla 6) a lo largo de la linea de

produccion, en la planta UHT Yy lacteos.

La grafica 3 corresponde a los resultados obtenidos para aerobios mesofilos en el
muestreo de las zonas de agua potable en la planta UHT, se evidencia que la totalidad de las
muestras se encuentran en conformidad para el recuento de Aerobios meséfilos segun los
establecido en la resolucion 2115 de 2007, asegurando la calidad e inocuidad de los productos
elaborados en la empresa, puesto que el agua es el principal elemento empleado en los procesos
de limpieza diaria y lavado de manos o como un componente més en la elaboracion de los
productos e igualmente se asegura que los sistemas de abastecimiento de la planta mantienen la
calidad microbiol6gica del agua para este parametro; sin embargo, su calidad debe ser verificada
y controlada porque puede verse afectada por la presencia de microorganismos patégenos o por

contaminantes quimicos (Silva et al., 2010) pudiendo afectar la inocuidad del producto final.

En la gréafica 3 y 4 se puede observar que los lugares donde se evidencio crecimiento
fueron las areas que abarcan la red de distribucion (Subterraneo principal y 2), el area de

almacenamiento (tanque aéreo) y el area de suministro (area de recibo) de agua potable



Grafica 3

Recuento de aerobios mesdfilos en agua potable en Planta UHT

14

—

UFC/ml
[==J0 & RN N s I =

Grafica 4

Recuento Aerobios Mesofilos en Agua Potable

Planta UHT

=t =
g =
2 g
2 g
% 2,
2

7]

mmm Enero

ol

Sub

Febrero

Tanque aéreo

Titulo del eje

Recibo
Pasteurizador
Retorno Maquina 1

Retorno Maquina 2
Lab. Fisicoquimico
Lab. Microbiologico

mmm Marzo mmm Abril mssmMayo = Cumplimiento

100

0

% Cumplimiento

58



59

Recuento de aerobios meséfilos en agua potable en Planta de Lacteos
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En el area de suministro de agua potable los resultados confirmaron la presencia de
aerobios mesofilos aun asi se cumple con los criterios de aceptacion y rechazo (tabla 1). De
acuerdo con un estudio en Brasil donde se utilizo la técnica ATP-bioluminiscencia para poder
evaluar la calidad microbioldgica del suministro de agua los resultados mostraron altos niveles
de aerobios mesofilos y coliformes totales por ende las condiciones higiénicas del agua fueron
insatisfactorias (Costa et al., 2004). El area de almacenamiento, garantiza el suministro
constante de agua potable para las actividades como produccion, limpieza y desinfeccion de
equipos, es fundamental para mantener la higiene, calidad y seguridad del agua utilizada en una
planta de alimentos. Como se puede observar en la grafica 3 y 4 los resultados indican que el
nivel de cumplimiento es satisfactorio; lo que concuerda con un estudio que evalué la calidad

fisicoquimica y microbioldgica del sistema de agua que abastece las queseras de Quimiag-
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Riobamba-Ecuador en sus muestras de tanques de almacenamiento los resultados fueron
inferiores comparados con los tanques generales, explican que esto se pudo deber a que las
muestras no fueron tomadas en el mismo dia y que posiblemente las condiciones climaticas
fueron diferentes (Andueza et al., 2019). La zona de distribucién de agua potable es la fuente del
abastecimiento del agua para las instalaciones de la planta, deben cumplir con estandares de

calidad y seguridad antes de integrarse a la red interna de la planta.

El recuento de coliformes funciona como un indicador fundamental para poder evaluar la
presencia y contaminacion de patdgenos que representaria un riesgo para la salud, durante los
meses de enero y mayo no se observé presencia de coliformes totales y fecales en las muestras
de agua potable analizadas, estos resultados difieren de los obtenidos por Khan et al., (2016)
quienes observaron que la mayor presencia de coliformes en muestras de agua potable eran
mayores (22%) en una planta de lacteos en la ciudad de Quetta, Balochistan. La Guia para la
calidad del agua potable de la OMS sefiala que la calidad del agua en produccién de alimentos,
por lo general, puede tener parametros similares a los indicados para consumo regular. No
obstante, para que se considere potable no debe ser perjudicial para la salud y para esto debe

cumplir con limites microbioldgicos y fisicoquimicos.
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9.6 Andlisis de ambientes

Los resultados obtenidos a partir del muestreo de ambientes por sedimentacion realizado
en la Planta de UHT y en la planta de lacteos se llevo a cabo durante los meses de enero y mayo,
analizandose un total de 108 recuentos en cada planta. Las graficas 5 y 6 corresponden a los
resultados de los recuentos obtenidos para aerobios meséfilos, mohos y levaduras, en el muestreo

de ambientes de las diferentes zonas de produccion de la Planta de productos UHT.

Grafica 5
Recuentos de Mohos y Levaduras en ambientes de Planta UHT.
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Grafica 6

Recuentos de Aerobios Mesoéfilos en ambientes de Planta UHT.
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Como se puede observar en las graficas anteriores (grafica 5 y 6) los mayores recuentos
de aerobios mesofilos, mohos y levaduras se presentaron en las areas donde se almacena la
materia prima (Insumos MP) vy la bodega de producto terminado (Bodega PT) durante el
transcurso de estos meses, los resultados se encuentran dentro de los rangos aceptables de
acuerdo con los controles internos de la empresa demostrando que los sistemas de control
proveen una buena calidad del ambiente en las lineas de produccién. En estas areas el limite
permitido es 20 UFC/15minutos, en estudios sobre la calidad del aire realizado por Costa et al.,
(2003) indica que los trabajadores o manipuladores de alimentos pueden diseminar

aproximadamente 20 a 70 microorganismos por minuto, por lo que se explicaria un mayor
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recuento de microorganismos en estas areas, pues en ellas el flujo de personal es alto son
consideradas areas intermedias, las condiciones ambientales y la carga microbiol6gica no afectan

la calidad e inocuidad del producto terminado.

Las areas de cabina de envasado UHT y ultrapasteurizacion (Maquina UHT) deberan
mantener recuentos de no mas de 1 UFC/15minutos y 3 UFC/15minutos, respectivamente, deben
ser zonas asépticas, son areas que requieren minimizar el riesgo de contaminacion ambiental y
que tienen procesos de sanitizacion continua, tienen como particularidad poco flujo de personal,
entre las fuentes importantes de diseminacion de microorganismos por el aire en zonas de
empague y procesamiento de alimentos destacan cinco, (1) desagtes en el piso, (2) sistemas de
ventilacion, (3) trabajadores de la planta y (4) cualquier superficie a la que se puedan adherir las
particulas transportadas por el aire (Heldman D., 1967). Ademas las areas de envasado UHT y
ultrapasteurizacion requieren niveles de carga microbioldgica totalmente ausente dado que son
criticos para el proceso, segun lo observado en las graficas 5y 6 los resultados en estas areas
fueron menores lo que esta relacionado con el disefio y la estructura de la planta, pues el sistema
de ventilacién y los manipuladores en estas areas son muy pocos, en comparacion con Heldman
(1969) que en sus resultados indico contribuciones notables de microorganismos transportados

por el aire durante la presencia de desagiies y cuando la corriente de aire era constante.

Las graficas 7 y 8 corresponden a los resultados de los recuentos obtenidos para mohos y
levaduras y aerobios mesofilos, respectivamente en el muestreo de ambientes de las diferentes

zonas de produccién de la Planta de lacteos.
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Grafica 7

Recuentos de Mohos y Levaduras en ambientes de Planta lacteos
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En la gréfica 7 el area donde se almacena el material de empaque (polietileno 1y 2)
deben garantizar condiciones ambientales seguras con el fin de que el material no se convierta en
un factor de contaminacion cruzada cuando ingrese a las areas de proceso. Como se puede
observar en la grafica durante los meses de enero a mayo la distribucién de los aislados
presentaron recuentos dentro del limite permitido (5 UFC/15minutos) lo que se puede deber a la
forma en que estan estructuradas estas areas, son areas con puertas y los movimientos generados
por ellas pueden resultar en el transporte de microorganismos por el aire de un lugar con altas
concentraciones a zonas continuas (Heldman, 1967) La calidad del aire en el area de empaque es

un punto critico de control en el procesamiento de productos lacteos (Kang & Frank, 1989) de
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aqui se hace necesario aclarar que los rangos establecidos son de caracter interno y fueron
definidos por validaciones y resultados de analisis histéricos, asi demuestra la importancia de la

trazabilidad en los seguimientos del analisis de resultados.

Los resultados de los recuentos en el area de almacenamiento a 4°C (Cuarto frio) en la
grafica 7 estuvieron dentro del limite permitido (5 UFC/15min) mientras que en la grafica 8 el
recuento de aerobios mesofilos fue menor durante los meses de enero a mayo, en un estudio
sobre la seguridad microbioldgica de la mantequilla se encontraron valores similares para mohos
y levaduras de 2 a 7 UFC (Memisi et al., 2019) asi demostraron que la mantequilla elaborada era
inocua y apta para el consumo humano, es importante mantener una temperatura 6ptima para el
almacenamiento de productos lacteos que sean cercanas a 4°C fundamentalmente para ralentizar
el crecimiento de bacterias y microrganismos que pueden descomponer el producto, mantener la

calidad nutricional, textura y sabor, entre otros.

Grafica 8
Recuentos de Aerobios Mesofilos en ambientes de Planta lacteos
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En la grafica 8 se puede observar la calidad microbiol6gica del aire con relaciéon al
recuento de aerobios mesofilos en las areas de la planta de lacteos que comparativamente son
menores que en la planta UHT. Es favorecedor mantener bajos recuentos microbianos de
aerobios mesofilos en el aire de entornos de produccion y procesamiento lo anterior disminuye el
riesgo de contaminacién cruzada de los productos lacteos e igualmente evita la proliferacion de
patogenos que afectarian la seguridad del producto final, controlar la presencia de este tipo de
microorganismos ayuda a prolongar la vida util de los productos y mantener su calidad. Como se
puede observar en la grafica la presencia de aerobios mesofilos permanecio constante durante el
mes de mayo coincidiendo con la temporada de lluvias y el aumento de la humedad relativa, esto
favorece la dispersion de microrganismos a traves del aire, en algunos estudios se ha sefialado
que la temperatura, la presencia de vapor y la humedad relativa afectan la cantidad de
microorganismos presentes en el aire por variaciones ambientales en areas de procesamiento

(Radha y Nath, 2014).

La metodologia por sedimentacion en medios de cultivo permitié la recoleccién de
microorganismos presentes en el aire de las diferentes zonas de las plantas, es una técnica rapida
y econdémica, y que actualmente esté clasificada como un método D por la American Public
Health Association (APHA) considerdndose estandar. Debido a avances tecnoldgicos fue
sustituida por métodos méas novedosos como la técnica de impactacion (método B) (Costa et al.,
2003). En el estudio de Costa et al., (2003) fueron evaluadas las areas de procesamiento de una
planta de lacteos con la diferencia de que sus resultados superaron el limite (30UFC/cm/semana)
de aerobios mesofilos, mohos y levaduras. Ademas, también afiaden que el tiempo de analisis es

un factor importante de la técnica, haciendo referencia a que el tiempo de exposicién de las cajas
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es largo y podria secar la superficie del medio de esta forma minimizar los recuentos (Costa et
al., 2003) los resultados de este estudio no corresponden a los resultados obtenidos durante enero

a mayo.

9.7 Analisis de manipuladores

Durante enero y mayo fueron analizadas 104 muestras de operarios que de forma directa
tenian contacto con el producto terminado o durante alguna etapa de proceso. En la grafica 9 y
10 se observa que las muestras analizadas cumplieron totalmente con lo exigido en el recuento
de Aerobios mesofilos segin la NTC 5230 de 2003. A los manipuladores se les realiza
periddicamente un seguimiento de las condiciones higiénico-sanitarias que mantienen durante su
labor en el proceso productivo en Pasteurizadora SantoDomingo S.A, siendo clasificados en tres
grupos, segun la etapa en la que se encuentran laborando: esterilizador, envasador y empaque,
de tal forma, que sin importar la clasificacion, el limite permitido es 60 UFC/area mano de
aerobios mesofilos, rango definido en relacion a la calidad del agua potable con la que se
realizan procesos de limpieza y desinfeccion de manos, que como lo indica la Resolucion 2115

de 2007 no puede ser mayor de 100 UFC/cm® .
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Recuentos de aerobios mesofilos en manipuladores Planta UHT
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Los resultados obtenidos a partir del recuento periédico de coliformes totales y E.coli
realizado a los empleados de las lineas de produccion de UHT y lacteos durante los meses de
enero y mayo, evidenciaron la ausencia de recuentos para estos dos indicadores del proceso de
limpieza y de desinfeccion de manos, siendo correspondientes con el pardmetro interno de la
empresa de menor a 1 UFC/area mano, garantizandose la calidad e inocuidad de los productos.
Los resultados obtenidos concuerdan con lo planteado por Alrabadi (2017) que analizo muestras
de manos de manipuladores de alimentos usando metodologias estandares y empleando medios
selectivos como VRB para frotis con bastoncillos de seis fabricas de productos en Jordania,
observandose un bajo nimero de aislados. Estudios anteriores han demostrado que la educacion
de los manipuladores de alimentos y la adquisicion de conocimientos sobre la manipulacion
higiénica de estos, el procesamiento y la distribucién son cruciales, Rojas., S (2016) reporto que
el 62.5% de manipuladores de alimentos presentaron limites no permisibles en la presencia de
coliformes totales. Segun lo descrito por Valero et al (2017) la presencia de bacterias mesoéfilas y
Escherichia coli en muestras de manipuladores de alimentos procedentes de tres tipos de
establecimientos ubicados en Madrid (Espafia) fueron evaluados mediante placas de recuento
3M™ Petrifilm™, las enterobacteriaceas estaban presentes en un 62,1% de las muestras de
manipuladores de alimentos y E. coli en 7,5%, contrastando con los resultados obtenidos
notamos que la desinfeccidn posterior al proceso de lavado permite la reduccion de la carga
microbiana en las manos como se puede evidenciar en la grafica 9 y 10, el cumplimiento de este
parametro indica y garantiza la calidad del producto final soportado en el cumplimiento de los

estandares de limpieza y desinfeccién de los operarios al interior de las lineas de produccion.
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9.8 Analisis microbioldgico de kumis y bebida lactea fermentada

Se analizaron en total 34 productos terminados a partir de la linea de produccion del
Kumis y Bebida Lactea Fermentada, durante el mes de abril, los resultados obtenidos del analisis
microbiologico exigidos por la Resolucion 1407 de 2022, demostraron que los recuentos de
coliformes totales, fecales, hongos y levaduras de los tres sabores de bebidas lacteas fermentadas
y de Kumis cumplen cada uno de estos criterios microbiolédgicos (tabla 10), de esta forma se
verifica la inocuidad de la materia prima, las buenas practicas de manufactura y las excelentes
condiciones higiénico sanitaria de los operarios y ambientes en la manipulacion de los productos
durante el envasado. Los anteriores resultados se correlacionan con los obtenidos por Vallejo y
Toro (2002) quienes analizaron 11 muestras de yogurt, no encontraron ningun desarrollo de
Escherichia coli a las 48 horas de haber sido cultivadas ni tampoco hubo desarrollo de hongos
levaduriformes o filamentosos a los siete dias de incubacidn. Con respecto al kumis los
antecedentes son bastante limitados, (Jimenez et al., 2022). La calidad higiénica de la leche
cruda influye en gran medida en la vida util del producto terminado, ademaés la calidad también
se ve perjudicada por la existencia de microorganismos presentes durante la produccion,
manipuladores, ambientes, estado del agua potable, deficiencias en los procesos de limpieza,

desinfeccion y demaés factores que puede fomentar el desarrollo de microorganismos.
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Tabla 10

Recuento de coliformes totales, fecales, mohos y levaduras en kumis y bebida lactea fermentada

dura
Coliformes totales y fecales Mohos y levaduras
UFC/mI UFC/ml nte
Bebida Lactea Fermentada Ausencia Ausencia
melocoton abril
Bebida Léactea Fermentada Ausencia Ausencia
mora
Bebida Lactea Fermentada Ausencia Ausencia
fresa

Kumis entero Ausencia Ausencia
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10. Conclusiones

El control microbioldgico realizado a la materia prima, producto semielaborado y
productos terminados en Pasteurizadora SantoDomingo S.A cumple con los criterios de calidad

requeridos por la normatividad legal vigente y por los estandares internos de la empresa.

Se determind la ausencia de esporas de Bacillus sporothermodurans en todas las muestras
de leche cruda, permitiendo analizar la calidad de la materia prima y verificar proveedores,
ademas de ser un insumo de gran relevancia en el manejo de la leche cruda destinada a la linea

de productos UHT.

El control microbioldgico y fisicoquimico realizado a los productos tratados bajo ultra
alta temperatura UAT (UHT) en Pasteurizadora SantoDomingo S.A demostré el cumplimiento
de los criterios de calidad de la normatividad colombiana en la totalidad de las muestras

analizadas.

Los resultados obtenidos a partir de los analisis de agua, ambiente, superficies y
manipuladores demostraron que la empresa pasteurizadora Santodomingo S.A garantizan la
calidad e inocuidad de los productos elaborados a partir del cumplimiento de sus procedimientos

estandarizados.
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Los productos terminados pasteurizados kumis y bebida lactea fermentada fabricados en
Pasteurizadora SantoDomingo S.A cumplen con los requisitos microbioldgicos de acuerdo con la
legislacion vigente garantizando la calidad de los mismos y contribuyendo a la seguridad

alimentaria del consumidor.
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11. Recomendaciones

Durante el tiempo de pasantia y estando como parte activa en el proceso de control de
calidad y contribuyendo en el proceso de aseguramiento de calidad de Pasteurizadora
Santodomingo se evidencio que las buenas practicas de manufacturas aplicadas en cada proceso

garantizan la calidad de sus productos, desde la academia se recomienda:

« Tener en cuenta que los microorganismos esporulados aerobios pueden tener un gran
impacto sobre la vida Gtil y calidad de la leche pasteurizada y ultra pasteurizada (Calvo et
al., 2018) las pruebas bioquimicas no son suficientes para establecer la presencia o
ausencia de Bacillus sporothermodurans pues el género Bacillus es un grupo taxonémico
bastante amplio por lo tanto usar métodos alternativos como técnica de PCR tradicional
con base a la identificacidn del gen 16S ribosomal y posterior secuenciacién (Bernier., et

al en 2012) permitird la identificacion exacta de mesdéfilos termorresistentes.

« Implementar el analisis microbioldgico a manipuladores para detectar la presencia de
Staphylococcus aureus es considerado una fuente importante de contaminacion cruzada y

de igual forma demuestra la eficiencia de higiene de manos en manipuladores



12. Glosario

BMA

Bacterias Meséfilas Aerobias

HHRS

Highly heat-resistant spores (esporas altamente resistentes)

UAT

Ultra alta temperatura

UHT

Ultra High Temperature
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