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1. INTRODUCCION

La leche es uno de los alimentos mayormente consumidos en toda la poblacion por sus
altas fuentes nutricionales y por sus condiciones organolépticas se convierte es un
producto con alta demanda en el mercado. Su vida util es corta, por tanto si no es
expuesta a tratamientos térmicos adecuados en el tiempo requerido pierde facilmente
su calidad ya que su composicion al ser principalmente una mezcla compleja de materia
grasa, proteina, lactosa, minerales, vitaminas y otros componentes que se encuentran
en solucidn, hacen de esta uno de los alimentos apetecidos por los microorganismos
para su buena proliferacion puesto que les proporciona todos los nutrientes y
condiciones bésicas para su buen desarrollo (Simpson, et al., 2000).

En Colombia, una de las principales fuentes de enfermedades trasmitidas por alimentos
(ETAS) es la alta carga microbiolégica que se encuentra en la leche cruda debido a las
malas practicas de ordefio, por ello surge la necesidad de tratamientos que disminuyan
estas cargas microbianas pero que a su vez no alteren las condiciones organolépticas
de la leche (Early, 2000).

Para lograr obtener productos de calidad, se debe conservar desde el inicio las
condiciones aptas de la leche, desde los hatos hasta su comercializacion. Se deben
tener en cuenta principalmente que los valores nutricionales de la leche no se vean
afectados por la presencia de agentes externos como antibiéticos, detergentes,
conservantes y agua. Es decir, debe estar microbiolégicamente y fisicoquimicamente en
condiciones aceptables (Vazquez-Ojeda, et al., 2014).

El prolongar el tiempo de vida util de la leche conlleva a la biusqueda de procesos
tecnologicos que permitan su higienizacion y esterilizaciébn consecutivamente, por ello
en la mayoria de plantas de productos lacteos se emplean procesos UHT con rangos
de temperaturas de 132 a 155°C por 1 a 5 segundos, con la intencién de prolongar la
vida util de la leche durante 6 meses, minimizando las cargas microbianas entre 5 a 15
reducciones decimales e igualmente evitando las pérdidas y cambios nutricionales y
organolépticos (Simpson, et al., 2000).

Ademas, no solo es primordial buscar los tratamientos térmicos adecuados para la
conservacion de la calidad de la leche, si no también, contar a nivel de planta con las
instalaciones y los equipos adecuados para el buen procesamiento. Por ello La limpieza
y desinfeccion eficaz de todas las superficies y ambientes, que se encuentran en
contacto con la leche deben ayudar a reducir, pero sobre todo a controlar las posibles
fuentes de contaminacién biolégica (Serrano, 2005).

En la planta Lacteos La Esmeralda se producen principalmente productos con leche
obtenida de los mejores hatos lecheros colombianos, la cual es recolectada y llevada a
la planta de produccién donde es procesada bajo estrictos estandares de calidad,
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cumpliendo la normatividad y conservando su valor nutritivo, entregando a los clientes
alimentos inocuos y saludables dentro de los cuales estan, Leche Pasteurizada Entera,
Leche UHT Larga Vida Entera y Leche Deslactosada Semidescremada (Lacteos La
Esmeralda, 2017).

La finalidad de este trabajo es disefiar los programas de técnicas de andlisis
microbiolégicos y de limpieza y desinfeccion de la planta Lacteos La Esmeralda SAS,
que seran implementados de manera regular para favorecer en el aseguramiento de la
calidad de los productos que se procesan. Es significativo destacar que aunque se
usen los tratamientos térmicos aptos y se operen las temperaturas Optimas de
almacenamiento, el no vigilar ni controlar los sistemas de limpieza y mantenimiento de
la planta se relacionaria con productos terminados contaminados ya sea por equipos,
ambientes, superficies, empaques, o por el mismo personal operador, por ello es
importante tener todos los procedimientos escritos, incluyendo agentes y sustancias
utilizadas asi como las concentraciones, formas de uso, equipos e implementos
requeridos para efectuar las operaciones.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

211

Elaborar el plan de mejoramiento del manual de técnicas de analisis
Microbioldgicos y del programa de limpieza y desinfeccion en la planta Lacteos
La Esmeralda, SAS.

2.2 Objetivos especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

Contrastar los métodos de evaluacion microbiologicos utilizados en la planta con
los exigidos segun el decreto 616 de 2006 para verificar si se cumplen a
cabalidad.

Comparar los procesos de limpieza y desinfeccion de la planta con los ya
establecidos en la NTC 5245 (Précticas de limpieza y desinfeccion para plantas y
equipos utilizados en la industria lactea) y actualizarlos en base a la normativa
colombiana.

Revisar los procedimientos de analisis microbiol6gicos segun la NTC 4433, 4939,
5698 y optimizar el manual de control de calidad actualmente usado en la planta
en base a ellas.

Evaluar la efectividad de las concentraciones y tiempos de exposicion de los
desinfectantes empleados actualmente en el proceso de limpieza y desinfeccién
en la planta Lacteos La Esmeralda para corroborar que sean los adecuados y
cumplan con su funcién antibacteriana.
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3. JUSTIFICACION

En Colombia, la leche al ser un producto con alta demanda por su valor nutritivo se
convierte en parte importante en la construccion de estrategias de seguridad alimentaria
en lo referente a su produccién y comercializacion. Las empresas destinadas a la
fabricacion, procesamiento, envase y almacenamiento de productos alimenticios, deben
implementar y desarrollar un plan de saneamiento con procedimientos requeridos para
disminuir los riesgos de contaminacion de los alimentos basados en el decreto 3075 del
1997, que rige en Colombia para el procesamiento de productos alimenticios desde la
obtencion de las materias primas hasta el consumo final.

El ministerio de la proteccion social en su decreto 616 de 2006 establece todos los
pardmetros de control para la leche con el objetivo de vigilar toda la cadena de
produccion lactea a nivel nacional, con la finalidad de incrementar las garantias ya que
al ser un producto con una vida util corta y por su alto consumo lo convierten en un
riesgo para la seguridad alimentaria del pais.

La higiene en las plantas procesadoras de alimentos es el arma mas importante para
controlar las fuentes de contaminacion, si no se lleva a cabo una limpieza y
desinfeccién continua, se estan dando condiciones ideales a los microorganismos para
que representen un problema de contaminacién en los productos elaborados, lo que
puede generar enfermedades en el consumidor. Las plantas destinadas al
procesamiento de lacteos deben garantizar la inocuidad y calidad. Deben regirse
estrictamente al cumplimiento de la normativa y desde el proceso de recepcion de la
leche cruda monitorear las condiciones en la que estd su materia prima para no
presentar inconvenientes con su producto terminado. Por esta razén es importante
evaluar la calidad microbiolégica en la que se encuentren los equipos y ambientes
durante la cadena de produccion y a partir de ahi revisar si los procesos de limpieza y
desinfeccion empleados son los adecuados y desde nivel interno de la planta garantizar
cada uno de los pasos de la elaboracion del producto terminado, es importante verificar
gue los analisis microbiologicos sean los adecuados y que se evallen claramente los
indicadores de la calidad de los productos segun las normativas establecidas a nivel
nacional.

En lacteos La Esmeralda SAS actualmente se cuentan con procedimientos de analisis
microbiolégicos y de limpieza y desinfeccién, sin embargo se requiere que sean
validados segun la normativa vigente en Colombia y especifica para cada proceso, por
ello se debe realizar una revision de los procedimientos establecidos en la planta y
modificarlos basados en las normas para el mejoramiento interno de produccion y por
ende reducir los riesgos de obtener productos terminados con alteraciones que
representen perdidas econdémicas a la planta.
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4. MARCO TEORICO
4.1 Sistema teoérico
4.1.1 Laleche

La leche cruda es el producto de la secrecibn mamaria normal de animales bovinos,
bufalinos y caprinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios completos,
sin ningun tipo de adicion, destinada al consumo en forma de leche liquida o a
elaboracién posterior (MinSalud, 2006).

4.1.2 Composiciéon de laleche

Desde el punto de vista dietético la leche es el alimento puro mas préximo a la
perfeccion. Su principal proteina, la caseina, contiene los aminoacidos esenciales y
como fuente de calcio, fésforo y riboflavina (vitamina B12), contribuye significativamente
a los requerimientos de vitamina A y B1 (tiamina). Por otra parte, los lipidos y la lactosa
constituyen un importante aporte energético.

El principal azicar que contiene la leche es la lactosa la cual favorece la proliferacion
de bacterias formadoras de &cido en el intestino lo que en muchas ocasiones inhibe el
crecimiento de bacterias indeseables, facilitando asi la utilizacion de vitaminas
especialmente vitamina B y la absorcion del calcio (Beltran, et al., 2014).

Las proteinas de la leche de vaca proporcionan una fuente importante de aminoacidos,
asi como una variedad de funcionalidades que incluyen la actividad biol6gica in vivo.
Las proteinas de la leche estan conformadas por tres grupos: la caseina en un 3%, la
lactoalbumina en un 0.5% Yy la lactoglobulina en un 0.05%. En ellas se encuentran
presentes mas de veinte aminoacidos dentro de los cuales estan todos los esenciales.
La caseina a su vez esta compuesta por tres tipos de caseina, la k-caseina, la b-
caseinay la a-caseina (Duarte-Vazquez, et al., 2017).

4.1.3 Factores alteradores de la leche

Al ser un alimento nutricionalmente rico es una fuente de crecimiento apta para gran
cantidad de microorganismos. Las principales alteraciones de la leche son de tipo
organoléptico como el sabor, olor y el aspecto. En ciertas ocasiones estas alteraciones
son producto de sustancias extrafias que pasan a esta a través del animal como las
aflatoxinas, pesticidas y antibidticos. Las condiciones del sabor varian principalmente
por la acidez en la que se encuentre la leche si es producto de alteraciones microbianas
0 por cambios enzimaticos, no obstante, estos cambios no solo se deben a
contaminaciones biolégicas o quimicas sino también por las condiciones de
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alimentacion del animal ya que si antes del ordefio ha consumido forraje la leche
tomara este sabor.

4.1.3.1 Alteracién microbiana: la leche contiene gran cantidad de microorganismos
ya que es un buen sustrato de crecimiento para varias especies, naturalmente
cuenta con una carga microbiana constituida principalmente por bacterias
formadoras de acido lactico. La actividad bacteriana de la leche puede ser
producto de contaminaciones (patdgenos, toxinas) que alteran su
composicién nutricional, o por inoculacién consensuada cuando se quieren
elaborar productos fermentados (Beltran, et al., 2014).

Las altas cargas microbianas reducen drasticamente su vida util desmejora la calidad
nutricional puesto que se coagulan las enzimas y se deterioran por protedlisis de las
caseinas. La mayoria de estas alteraciones se pueden controlar desde el ordefio de la
vaca, entre mas controlado este el ambiente de ordefio, temperaturas y buenas
practicas higiénicas se reduciran las posibilidades de ingreso de microorganismos que
canalicen el pezén (Vazquez-Ojeda, et al., 2014).

4.1.3.1.1 Sabor: Acidificacion y coagulacién de la caseina por causa de Streptococcus
y Lactobacilos. Sin acidificar la leche, pero con coagulacién de la caseina por
Bacillus subtilis y Proteus vulgaris.

4.1.3.1.2 Aspecto: se aumenta la viscosidad por la presencia de Bacillus spp y
Micrococcus spp.

4.1.3.1.3 Color: Coloraciones amarillas y azules a causa de diferentes especies de
Pseudomonas y coloraciones rojas por la presencia de Bacillus lactis
erythrogenes.

4.1.3.2 Alteracién enzimética: la actividad lipolitica es la Unica actividad enzimatica
de relevancia; los triglicéridos por medio de las lipasas liberan todos los
acidos grasos favoreciendo alteraciones como el enranciamiento (Beltran, et
al., 2014).

4.1.4 Tratamientos aplicados alaleche para su conservacion
Los tratamientos principalmente empleados para la reduccién de la carga microbiana de
la leche son la pasteurizacion y la ultra-alta temperatura UAT (UHT), en la planta

Lacteos La Esmeralda se elaboran principalmente leche larga vida entera y
deslactosada (semidescremada).
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41.4.1 Pasteurizacion:

La leche pasteurizada es el producto obtenido al someter la leche cruda a una
adecuada relacion de temperatura y tiempo para destruir su flora patdgena y la casi
totalidad de flora banal, sin alterar de manera esencial ni su valor nutritivo ni sus
caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas. Las condiciones minimas de
pasteurizacion son aquellas que tiene efectos bactericidas equivalentes al
calentamiento de cada particula a 72°C - 76°C por 15 segundos (pasteurizacion de flujo
continuo) o 61°C a 63°C por 30 minutos (pasteurizacion discontinua) seguido de
enfriamiento inmediato hasta temperatura de refrigeracion (MinSalud, 2006).

Estos tratamientos térmicos aplicados en el proceso de pasteurizacion son
relativamente suficientes para minimizar microorganismos patdgenos y alterantes, la
eficiencia depende del tiempo de exposicion, del mantenimiento de la temperatura
Optima de la carga inicial bacteriana y del porcentaje de microorganismos termofilos
esporulados. Estos termoduricos son importantes ya que resisten estas temperaturas
de pasteurizacion (Frazier & Westhoff, 1993).

La alteracion de la leche pasteurizada depende principalmente de aquellos
microorganismos que resisten estas temperaturas de pasteurizacion y de las que
externamente pueden llegar ya sea por equipos mal lavados, sin desinfectar o por el
agua mal tratada que se emplee para su elaboracién (Early, 2000).

4.1.4.2 UHT (Ultra Alta Temperatura)

Segun el decreto 616 del 2006, se define a la leche UHT como la obtenida mediante un
flujo continuo que se aplica a aquella leche cruda o leche pasteurizada, empleando
temperaturas entre 135 a 150°C por un lapso de tiempo entre 2 y 4 segundos con la
finalidad de garantizar la destruccibn por completo de las esporas bacterianas
resistentes al calor, seguido por un enfriamiento inmediato a temperatura ambiente y
por el envasado asépticamente en recipientes completamente estériles que tengan
barreras a la luz, oxigeno y que sean cerrados herméticamente para posteriormente ser
almacenada, con el objetivo de garantizar la esterilidad comercial del producto sin
afectar esencialmente su valor nutritivo, sus caracteristicas fisicoquimicas vy
organolépticas, la cual puede ser comercializada a temperatura ambiente (MinSalud,
2006).

El tratamiento UHT es un proceso continuo que se realiza en sistemas cerrados para
prevenir que la leche se contamine por factores externos principalmente por
microorganismos aerobios. En esta etapa, el producto después de su pasteurizacion,
pasa a través de etapas sucesivas de calentamientos y enfriamiento. La garantia del
proceso UHT es su empacado aséptico, ya que se realiza mediante maquinas que
esterilizan el material de empaque con bafios de peroxidos de hidrégeno.
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La cantidad de microorganismos que llega a la leche por el contacto con equipos,
ambientes o superficies contaminadas es muy variable pudiendo en ocasiones ser nulo
su desarrollo debido a las buenas condiciones de limpieza y desinfeccion que se
apliquen o recuentos incontables cuando no se siguen los protocolos de higienizacion
adecuados (Bernier, et al., 2012).

El encontrar microorganismos después de este proceso es un indicador de diferentes
fuentes de falencias en el proceso ya sea por fallas en los controles de las
temperaturas, por fugas presentes en las maquinas o por mal lavado y desinfeccion de
los equipos. Este tratamiento debe garantizar la esterilidad de la leche incluso
eliminando a los microorganismos esporulados termoresistentes (Bernier, et al., 2012).

4.1.4.2.1 Bacterias Esporuladas: Los bacilos que forman esporas resistentes al calor

estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y cominmente se encuentran
en la flora microbiana de la leche cruda y pasteurizada y productos lacteos.
Las esporas que sobreviven al procesamiento (llenado, temperatura,
esterilizacion del material de envasado, etc.) pueden germinar, crecer y
proliferar en el producto. Geobacillus stearothermophilus, un microorganismo
termofilico que produce esporas resistentes al calor, frecuentemente se aisla
de la leche y de los productos lacteos y se asocia a la descomposicion acida
de la leche evaporada. Debido a su resistencia al calor, este microorganismo
se utiliza a menudo como un indicador bioldgico para probar la eficacia de los
procesos de esterilizacion (Bernier, et al., 2012).

4.1.5 Parametros fisicoquimicos de la leche

En Colombia, el decreto 616 del 2006 establece los siguientes parametros
fisicoquimicos para las leches enteras, deslactosadas y semidescremadas:

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la leche entera

Parametro/Unidad Pasteurizada Ultra UAT (UHT) Esterilizada
pasteurizada
Grasa % m/v 3,0 3,0 3,0 3,0
minimo.
Extracto seco total 11,30 11,20 11,20 11,20
% m/m minimo
Extracto seco
desengrasado % 8,30 8,20 8,20 8,20
m/m minimo
Peroxidasa Positiva Negativa Negativa Negativa
Fosfatasa Negativa Negativa Negativa Negativa
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Min Max Min Max Min Max Min Max
Densidad 1,0300 | 1.0330 | 1,0295 | 1,0330 | 1,0295 | 1,0330 | 1,0295 | 1,0330
15/15°Cg/mi
Acidez expresada
como &cido lactico 0,13 0,17 0,13 0,17 0,13 0,17 0,13 0,17
%m/v
indice °C -0,530 | -0,510 | -0,540 | -0,510 | -0,540 | -0,510 | -0,530 | -0,510
Crioscépico °H -0,550 | -0,530 | -0,560 | -0,530 | -0,560 | -0,530 | -0,550 | -0,530
Fuente: (MinSalud, 2006).
Tabla 2. Caracteristicas fisicoqguimicas de la leche deslactosada
Parametro/Unidad Pasteurizada
Lactosa % m/m maximo 0,85
indice Crioscépico °H maximo °C 0,685-0,661
Fuente: (MinSalud, 2006).
Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de la leche semidescremada
Parametro/Unidad Pasteurizada Ultra UAT (UHT) Esterilizada
pasteurizada
Grasa % m/v 1,5-2,0 1,5-2,0 1,5-2,0 1,5-2,0
minimo.
Extracto seco total 9,75 9,70 9,70 9,70
% m/m minimo
Extracto seco 8,25 8,20 8,20 8,20
desengrasado %
m/m minimo
Peroxidasa Positiva Negativa Negativa Negativa
Fosfatasa Negativa Negativa Negativa Negativa
Min Max Min Max Min Max Min Max
Densidad 1,0310 | 1,0335 | 1,0308 | 1,0335 | 1,0308 | 1,0335 | 1,0308 | 1,0335
15/15°Cg/ml
Acidez expresada 0,13 0,17 0,13 0,17 0,13 0,17 0,13 0,17
como acido lactico
%m/v
indice °C -0,530 -0,510 | -0,540 | -0,510 | -0,540 -0,510 | -0,530 | -0,510
Crioscopico °H -0,550 -0,530 | -0,560 | -0,530 | -0,560 -0,530 | -0,550 | -0,530

Fuente: (MinSalud, 2006).
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4.1.6 Parametros microbiol6gicos de laleche UHT:

Para la leche UHT o larga vida el decreto exige que la Prueba de esterilidad comercial
después de incubar durante 10 dias no deba presentar crecimiento microbiano a 55°C y
35°C (MinSalud, 2006).

El cumplimiento de los requisitos microbiolégicos depende principalmente de la calidad
en la que se encuentre la materia y en la eficacia del programa de limpieza y
desinfeccion que se emplee en los equipos.

4.2 Limpiezay Desinfeccién en plantas de lacteos

Los procesos de limpieza y desinfeccion son aplicados en todas las areas de
produccion de la planta. Su objetivo principalmente es eliminar restos de suciedades
(orgénicos, inorganicos, microbiologicos). Estos procesos deben tener las ventajas
suficientes para garantizar calidad a costos ho muy altos y que sean sostenibles para la
planta, ademas deben estar escritos y normalizados, especificando paso a paso en
forma clara el area o el equipo a desinfectar, la frecuencia con la que se debe realizar,
los implementos a usar y el personal que lo realizara. Es de suma importancia verificar
constantemente que estos procedimientos se lleven a cabo segun se especifique en el
manual o en los protocolos establecidos por la planta (Beltran, et al., 2014).

4.2.1 Limpieza: Proceso de remocién mecanico o fisico de particulas de polvo, grasa,
piedras de leche, etc.

4.2.2 Tipos de limpieza:

4.2.2.1 Limpieza en seco: se realiza mediante aspiracion de los residuos removidos
por cepillos.

4.2.2.2 Limpieza en humedo: Se emplea una solucion limpiadora que por lo general
consiste en agua con detergente.

4.2.3 Métodos de limpieza:

Se conocen principalmente 2 métodos de limpieza, el método de limpieza manual y el
método de limpieza CIP (Limpieza en el lugar). En cada método de limpieza influyen
principalmente los tiempos de exposicion o de limpieza, la accion quimica y mecéanica
(Rivas & Bernal, 2014).

4.2.3.1 Limpieza manual: Se emplea fuerza fisica (Frotis y agitacién); se remueve la
suciedad usando detergentes con agua, generando una presion ya sea con
escobas, pafos o cepillos.
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4.2.3.2

Sistema de limpieza en el sitio (CIP): se integran los procesos de limpieza y
desinfeccién y no se requiere la intervencion directa del manipulador. No se
requiere desarmar el equipo, se permite la recirculacion de la solucion de
limpieza la cual al finalizar el proceso puede ser recuperada y reutilizada por
tanto se convierte en un proceso econdmico. El circuito es simple, en acero
inoxidable y de volimenes reducidos. Las soluciones desinfectantes y
detergentes deben ser compatibles con el equipo; estas soluciones deben
tener un programa de rotacion para evitar generar resistencia microbiana,
igualmente se deben tener en cuenta los tiempos y las concentraciones de
las soluciones para que no se afecte su espectro accion (Rivas & Bernal,
2014).

4.3 Desinfeccion: El término desinfeccion se define como aquel acto de reducir o en
su defecto eliminar cargas microbianas de objetos, utensilios y ambientes, pero no
solo de eliminar a estos microorganismos sino también las esporas de aquellos
gue tienen la capacidad de producirlas como mecanismo de resistencia. Cabe
resaltar que la desinfeccion no tiene el mismo margen de seguridad de la
esterilizacion ya que este proceso de desinfeccion puede verse afectado por
diferentes factores que reducen su espectro de accion (Beltran, et al., 2014).

4.3.1 Propiedades de los desinfectantes

Para elegir un buen desinfectante se debe tener en cuenta ciertas caracteristicas fisicas
y quimicas que se adapten mas a las necesidades de la empresa.

Algunas de estas propiedades son:

4.3.2

Tener amplio espectro germicida incluyendo las formas esporuladas.
No corrosivos.

No toxicos.

De facil dosificacion.

Econdmicos.

Mantener accion bactericida residual.

Estables durante el almacenamiento.

Solubles en agua.

Factores que condicionan la eleccion del desinfectante:

La eleccion del desinfectante es un aspecto a tener muy en cuenta, se debe conocer su
espectro de accion, debe carecer de toxicidad y debe ser compatible con los materiales
con los que estén elaborados los equipos y utensilios.
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Entre los factores que condicionan estan:

e Los propios del desinfectante: la concentracion a la que se utilice, su estabilidad
y su pH 6ptimo de accién.

e Los propios de la resistencia microbiana: la densidad de la poblacion y los
tiempos de exposicion.

e Los propios del material a desinfectar: la naturaleza y constitucion del material, la
compatibilidad con el desinfectante, la cantidad y el tipo de suciedad que este
adherida y la calidad del agua que se use en el proceso de desinfeccion.

Entre los desinfectantes mayormente usados se encuentra el cloro, cloramidas, fenol,
detergentes, amonios, agentes alquilantes, que se aplican sobre superficies u objetos
inertes. Los antisépticos son aquellos que se usan sobre tejidos vivos entre ellos estan
el merthiolate y el alcohol yodado. El objetivo fundamental de todos los desinfectantes y
antisépticos es reducir las cargas microbianas de forma tal que aquellos que resistan
como esporas, no influyan notablemente en la calidad microbiolégica de los productos
que entran en contacto con las superficies desinfectantes (Bustamante & Vélez, 2014).

La cantidad de desinfectantes disponible en el mercado es amplia, por ello su eleccion
debe hacerse cuidadosamente verificando sus actividades germicidas principalmente y
en qué condiciones son aptos de funcionamiento ya que algunas de estas sustancias
guimicas desinfectantes actlan mas eficaz y rapidamente a temperaturas elevadas,
pero si no se establece una temperatura optima de funcionamiento estos se podrian
evaporar y degradar.

4.3.3 Mecanismos de accion de los agentes desinfectantes:

Las acciones de destruccion de microorganismos por soluciones desinfectantes se
basan principalmente en la coagulacion proteica, la oxidacion y el rompimiento de las
paredes celulares.

4.3.3.1 Desintegracion de la célula: Se desintegran lipidos y proteinas, se
desestabiliza la membrana celular. Se generan poros en la membrana plasmatica
hasta el punto de que esta se rompe, se alteran los gradientes de iones, se
pierden solutos celulares y todas aquellas moléculas no polares ingresan y
disuelven la fase lipidica bacteriana (Beltran, et al., 2014).

4.3.3.2 Interferencia con la energia: La accion de algunos desinfectantes es
sobre la produccion de ATP, algunas soluciones pueden desequilibrar la
fosforilacion oxidativa inhibiendo la sintesis de ATP de manera diferente al
funcionamiento de inhibicion de la ATPasa. Algunos de los desinfectantes que
cumplen con esta funcién son DPN (2,4 dinitrofenol), TSC (tetraclorsalicilanilida).
Estos desinfectante son solubles en lipidos por tanto se disuelven en las
membranas bioldégicas generando una disociacion de la oxidacion por
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fosforilacion bloqueando el flujo de protones al interior de la célula colapsando

asi el sistema de metabolitos (LeChevallier, et al., 2017).

4.3.3.3 Sintesis de proteinas (interferencia de crecimiento): inhiben la
sintesis, no permiten que se formen ya que se unen al ribosoma. Su accion es

bacteriostatica, pero si se prolongan los tiempos de exposicion se puede producir
una muerte bacteriana (accion bactericida) (Rivas & Bernal, 2014).

4.3.4 Tipos de desinfectante:

434.1

4.3.4.2

Clorados: son compuestos que liberan cloro, son los desinfectantes que mas
utilidad tienen, el mas conocido es el hipoclorito siendo Unico por su actividad
bactericida y ademas es efectivo contra microorganismos que esporulan,
cuando se agrega cloro o hipoclorito al agua, el cloro reacciona con el agua
para formar acido hipocloroso, el cual en soluciones neutras o acidas es un
agente oxidante fuerte y un desinfectante efectivo. La disociacién del &cido
hipocloroso depende del pH el cual es el que determina la eficiencia de la
desinfeccion la actividad del cloro influida por la presencia de materia
organica. Los hipocloritos son los compuestos clorados mas utiles y se
encuentran disponibles en forma liquida o en polvos como en sales de calcio,
litio y sodio, se emplean en gran escala en las industrias lacteas
(LeChevallier, et al., 2017).

Compuestos de amonio cuaternario: conocidos como "QUATS", son
principalmente sales de amonio, tensoactivos, en los que se unen 4 grupos
organicos a un atomo de nitrégeno, cargados positivamente (cation) la carga
negativa normalmente es cloro (anién). Son activos en un amplio rango de pH
pero son mas efectivos en medios alcalinos. A pH menores de 5 pierden su
efectividad, ademas son corrosivos y no se inactivan en presencia de materia
organica. Las biopeliculas bacterianas que existen fuera del cuerpo en
superficies abidticas tienen graves consecuencias, incluidas la biocorrosion y
bioensuciamiento, en una amplia gama de industrias Estos procesos
perjudiciales de biopelicula pueden contribuir a la contaminacién del agua
potable y los productos industriales, el aumento de los costos de
mantenimiento y la destruccién de los equipos esenciales. Una clase
destacada y critica de antibacterianos son los compuestos de amonio
cuaternario (QAC). Los QAC con cargas positivas permanentes se
encuentran en productos naturales antimicrobianos como la berberina,
mientras que los nitrégenos terciarios en poliaminas como la norspermidina
proporcionan ejemplos de QAC dependientes del pH. Los QAC generalmente
son mas eficaces contra las bacterias Gram-positivas en comparacion con las
bacterias Gram negativas, que poseen una doble membrana celular
(Minbiole, et al., 2016).
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4.3.43 Acido Peracético: Germicidas fuertemente oxidantes, consisten en la
combinacion con peroxido de hidrogeno y acido peroxiacético. Como ventaja
principal tienen que no dejan ningun tipo de residuo indeseable cuando se
descompone. El acido peroxiacético se degrada en acido acético y el
peroxido se degrada en agua y moléculas de oxigeno. Son los sanitizantes
mas efectivos contra las biopeliculas, su efectividad es mayor que la de los
amonios cuaternarios, los clorados y otros desinfectantes. Es corrosivo y su
efectividad se pierde en condiciones de pH alcalinas (Beltran, et al., 2014). Es
un desinfectante eficaz contra una gran variedad de microorganismos como
virus, hongos, células bacterianas vegetativas y endosporas bacterianas. De
hecho, se ha demostrado que es un desinfectante eficaz contra las esporas
de B. anthracis. Su principal mecanismo de accion involucra la generacion de
radicales hidroxilos y organicos, estos radicales conducen a la oxidacion de
los enlaces dobles que se encuentran en los carbohidratos, acidos nucleicos,
lipidos y proteinas (March, et al., 2015).

4.4 Programas de limpiezay desinfeccién:

Estos programas tienen como objetivo fundamental la implementacion de buenas
practicas de manufactura para la obtencion de productos de calidad, aumentando su
vida util. Deben satisfacer las necesidades de las plantas y adaptarse plenamente a los
procesos de produccion. Las plantas tienen como obligacion establecer sus propios
programas Yy tenerlos por escrito, especificando paso a paso los procesos a seguir en la
limpieza y desinfeccién de los equipos, areas, las concentraciones y las cantidades
necesarias para realizar las diluciones y especificamente como se deben hacer, la
frecuencia a realizar estos procesos, los responsables de la realizacién de los procesos
de limpieza y las personas a cargo de la verificacion del cumplimiento de estos
programas.

Para obtener buenos resultados es determinante realizar las limpiezas adecuadamente
para evitar que residuos organicos interfieran en la accion de los desinfectantes. Es
sumamente importante tener en cuenta que los desinfectantes deben cumplir con un
cronograma de rotacién para evitar resistencias bacterianas por usos inadecuados de
estas soluciones.

4.4.1 Componentes del programa de limpieza y desinfeccion:
e Contar con toda la informacion necesaria sobre las caracteristicas y condiciones

los sitios de trabajo, las sustancias y equipos que se emplean en los procesos de
produccion.
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¢ Normas de limpieza y desinfeccion de utensilios, equipos y areas con el objetivo
de que los operarios conozcan claramente lo que se debe limpiar, como se debe
limpiar y la frecuencia con que se deben hacer.

e Manual o guia de procedimientos: es la base fundamental que se elabora con el
fin de usar como pilar para estructuras las normas y procedimientos de limpieza
dentro de la industria. Lineamientos establecidos por las plantas de
procesamiento para evitar focos de contaminacion biolégica, quimica y fisica,
garantizando asi productos de buena calidad.

e Capacitar al personal que participara en el programa: retroalimentarlos
constantemente sobre la importancia de aplicar de la forma correcta los
procedimientos de limpieza y desinfeccion.

e Frecuencia y compromiso en la realizacioén a cabalidad del programa en base a
los cronogramas establecidos (Bustamante & Vélez, 2014).

4.5 Documentaciéon del sistema de gestion de calidad (procedimientos
microbiol6gicos)

La documentacion es la base fundamental de las buenas practicas de laboratorio, es
una evidencia formal que permite establecer parametros que luego pueden ser
verificados.

La NTC-ISO 9000:200 exige que todos los sistemas de gestién de calidad deban estar
documentados.

4.5.1 Manual de calidad: es una guia que proporciona una descripcién del sistema de
gestion de calidad, su implementacion, las descripciones de los procesos y sus
interacciones, procedimientos documentados o referencia de ellos la politica y los
objetivos de calidad (Hernandez & Ledn, 2008).

4.6 Legislacién Colombiana vigente para la industria Lactea

En cuanto a la calidad de la leche la legislacion colombiana expone las condiciones
ideales en las que esta debe ser entregada a los consumidores. En la actualidad las
compafias colombianas estan regidas por decretos como el 3075 del 23 de diciembre
de 1997. Cualquiera que sea la causa del incumplimiento de todos los principios
basicos de higiene en produccion, este decreto da todos los pardmetros necesarios
para normalizar los procesos de produccion o para sancionar a aquellos que no se
acojan a los parametros ahi establecidos.
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Este decreto 3075 se fundamenta en los principios higiénicos establecidos en el Codex
Alimentarius, el cual busca estandarizar la higiene en la manipulacion de los alimentos
a nivel mundial para facilitar la comercializacion de los alimentos.

Las resoluciones que rigen la industria lactea son:

4.6.1 Resoluciéon 0127 del 7 de febrero 2001 de la secretaria de salud de Bogota:
En el decreto 3015 de 1997 se exige principalmente que los manipuladores de
alimentos tengan conocimiento en educacion sanitaria especificamente en las
practicas higiénico-sanitarias que se deben tener a la hora de manipular
alimentos, de igual forma deben tener la destreza de tomar las precauciones
necesarias para evitar contaminaciones (Secretaria Distrital de Salud, 2001).

4.6.2 Del ministerio de proteccion social el Decreto 616 del 28 de febrero de
2006: el cual expide el reglamento técnico sobre los requisitos que debe cumplir
la leche para el consumo humano que se procese, envase, comercialice,
expenda, se importe o se exporte en el pais (MinSalud, 2006).

La OMS solicita el cumplimiento obligatorio de las normas a nivel mundial y en
Colombia solo hasta el afio 1995 se crea el INVIMA como entidad gubernamental
reguladora para vigilar el estricto cumplimiento de las Buenas préacticas de manufactura
(BPM).
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5 METODOLOGIA

5.1 Revision de la documentacion normativa colombiana vigente para analisis
microbiolégicos de productos lacteos y para el programa de limpieza y
desinfeccién de industrias lacteas.

Se realizd una revision general del manual de control de calidad vigente en la planta
Lacteos La Esmeralda SAS, con el fin de reconocer los procedimientos de andlisis
microbioldgicos y la bibliografia correspondiente a cada protocolo. Se busco diferencias
entre los protocolos estandarizados y los implementados en la planta con el fin de
modificarlos basados en la legislacién colombiana vigente.

Para la correccidn de errores, se llevé a cabo una busqueda bibliogréafica principalmente
del Decreto 616 del 2006 que establece el Reglamento Técnico sobre los requisitos que
debe cumplir la leche para el consumo humano que se obtenga, procese, envase,
transporte, comercialice, expenda, importe o exporte en el pais; y en base a los
pardmetros de calidad aqui expuestos se verificé si los procedimientos cumplian a
cabalidad con los analisis exigidos.

Igualmente se realizé una revision bibliografica de las NTC 4433, 4939, 5698, para el
total conocimiento de los parametros y requisitos pertinentes en la documentacion.

El programa de limpieza y desinfeccion fue evaluado en el sitio, es decir, se pregunté
directamente a los operarios encargados de los lavados del CIP y de las maquinas y
equipos del area UHT como llevaban a cabo estos procesos.

La revision bibliografica se realizé en base a la NTC 5245 (Limpieza y desinfeccion en
industrias lacteas). En la norma se especifica el procedimiento de lavado del CIP, en
base a esto se procedio a realizar los cambios pertinentes en el protocolo vigente de la
planta. En cuanto a los equipos y maquinas UHT en la norma no habla de procesos
especificamente y nos remite directamente a los manuales de operaciones de los
proveedores.

Se repasaron los conceptos que en cada norma se especifican para tenerlos en cuenta
en las mejoras del manual de técnicas de andlisis microbioldgicos y del programa de
limpieza y desinfeccion.

5.2 Actualizacion del manual de técnicas de anéalisis microbiologicos y del
programa de limpieza y desinfeccion.

Se procedio a la revision detallada de cada uno de los protocolos de andlisis en busca
de errores presentes en el fundamento de las técnicas utilizadas, las condiciones de
crecimiento empleadas para cada microorganismo evaluado como los nutrientes,
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temperaturas, tiempos de incubacion y medios de cultivo utilizados. De igual forma se
tuvo en cuenta la redaccion y los posibles errores ortograficos de cada procedimiento.

Se desarroll6 un listado de las condiciones en las que se estaban realizando los
procedimientos establecidos en la planta y de las condiciones establecidas por las
normas y observar asi con que se cuenta actualmente y lo que se requiere para
estandarizar los procesos.

Para la actualizacion del programa de limpieza y desinfeccion se realiz6 un analisis
detallado de las concentraciones y de los tiempos empleados usados en los procesos
de lavados en la planta para verificar si se estan utilizando correctamente o si se
requiere hacer alguna modificacion.

5.3 Evaluacion de desinfectantes: Los analisis se realizaron una sola vez, no hubo
duplicados, por tanto, no hay datos de medias ni desviaciones estandar en las
gréficas.

5.3.1 Aislamiento de las cepas: Se usaron cepas aisladas de los diferentes controles
microbioldgicos que realice a la planta: andlisis de silos de almacenamiento de la
leche y analisis de ambientes (Laboratorio, Pasteurizacion, equipos, Maquinas y
embalaje).

e Para Coliformes se tomaron 100 ml de leche del silo de leche entera larga vida y
del silo de leche entera media vida, se siembra 1 ml de muestra en cajas Petri y
se adiciona 15 ml de agar VRB (Violeta cristal-Rojo neutro-Bilis-Lactosa), se
incuba a 37°C por 24 horas. Las colonias que pasado el tiempo de incubacion
sean de color rosadas son caracteristicas de los coliformes.

e Se emple6 medio YGC (extracto de levadura-glucosa-cloranfenicol) para el
crecimiento de mohos y levaduras, para su aislamiento se adicionaron 15 ml de
agar YGC a placas Petri estériles y se expusieron en diferentes ambientes de la
planta, el tiempo de exposicion fue de 30 min y se incubaron a 25°C por 5 dias.

e El aislamiento de bacterias esporuladas se obtuvo de analizar diferentes
muestras de producto terminado de leche UHT sometidas a proceso de
esterilidad comercial con incubacién de 35°C y 55°C durante 10 dias
respectivamente; pasados los 10 dias, de cada muestra se realiz0 siembra en
profundidad tomando directamente de cada bolsa de leche 1 ml y se siembra en
cajas Petri, posteriormente se adicion6 agar SPC (Standard Plate Count) con
TCC (2,3,5-Trifeniltetrazolio cloruro) como colorante para identificacion de las
colonias, se incubaron las placas a 37°C por 48 hrs.
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5.3.2

5.3.3

Las colonias obtenidas de coliformes y esporulados se siembran por aislamiento
en medio SPC y se incuban a las temperaturas y tiempos optimos. La levadura
se mantuvo aislada en medio YGC.

Se realiz6 tincion de Gram para las cepas de coliformes y bacterias esporuladas.

Las colonias confirmadas por tincidn se sembraron masivamente en cajas Petri
con los medios correspondientes para cada microorganismo. Para coliformes y
esporulados medio SPC con TCC y levaduras medio YGC.

Preparacion de las diluciones de los microorganismos: Se prepardé una
dilucién de 90 ml de caldo peptona al 1% estandarizado con la totalidad de las
colonias obtenidas de una siembra masiva en caja Petri, se tomaron las colonias
con un hisopo estéril y se homogenizé en la dilucién. Se obtiene asi la dilucién
10, a partir de esta se tomaron 10 ml y se adicionaron a 90 ml de agua peptona
(dilucién 102), se repite este procedimiento hasta obtener la dilucién 10° y 10~
para Coliformes y Esporulados y 10 para levaduras.

Preparacion de las diluciones de los desinfectantes: Se prepararon las
diferentes concentraciones de los desinfectantes a evaluar de la siguiente
manera:

Tabla 4: Concentracion de los desinfectantes a evaluar

Desinfectante Concentracion
Peréxido de hidrogeno (35%) | 300 ppm 350 ppm 400 ppm
Hipoclorito (500 ppm) 200 ppm 250 ppm 300 ppm
Citrosan (1080 ppm) 950 ppm | 1000 ppm 1050 ppm
Pentaquat 250 ppm 300 ppm 350 ppm
Titan (15%) 250 ppm 300 ppm 350 ppm

Se tomaron 4 ml de las concentraciones de cada desinfectante y se afladieron a
tubos tapa rosca, se tomaron 4 ml de inoculo de cada dilucién y se adicionaron a
cada tubo con desinfectante. Se contabilizé el tiempo y pasados 5 min se tomo
muestra con la pipeta y se sembrd 1 ml en las placas estériles, posteriormente se
adiciono agar SPC con TCC para coliformes y esporulados. Para las levaduras
se emplearon cajas de Petri con agar YGC y se realiz6 siembra en superficie (0,1
ml). Se repitio este proceso a los 10 y 15 min.

Se incubaron las cajas a las temperaturas y tiempos Optimos de cada cepa:
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Coliformes y Esporulados: 37°C por 24-48 horas, Agar SPC.
Levaduras: 25°C por 24-48 horas, Agar YGC.

e Pasado el tiempo de incubacién se verificé la efectividad del desinfectante, las
cajas en las cuales hubo crecimiento después del tratamiento con el
desinfectante indicaron que la concentracion y los tiempos de exposicion no son
aptos para la eliminacion de los microorganismos.

Obtencion de porcentajes de reduccion: Se empled la siguiente férmula para hallar
los % de reduccidn de cada microorganismo por la accion de cada desinfectante:

(Recuento en placa obtenido de cada cepa tras la posterior exposicion al desinfectante) (100%)

(Recuento en placa obtenido de la dilucién inicial)

* Al resultado se le resté 100 para obtener el porcentaje de reduccién total.
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6 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 5. Cronograma de actividades durante la ejecucion del proyecto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Actividades

Asignacion del
trabajo

Revision
bibliografica

1

2

3

4

2

3

4

1

2

3

4

1

Elaboracién de
manuales segln
normatividad
colombiana vigente y
evaluacion del
proceso de limpieza
y desinfeccion en la
planta.

Resultados, Entrega
de manuales,
andlisis de
resultados.

Sustentacion del

trabajo de grado

Actividades
complementarias:
Analisis de producto
terminado,
esterilidad comercial,
andlisis del agua,
analisis de materias
primas, Frotis de
silos, analisis de
manipuladores,
control de
ambientes, frotis de
Clostridium spp.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 MANUAL DE LIMPIEZA Y DESINFECCION

El manual de limpieza y desinfeccion actualmente empleado en la planta presenta
errores de redaccion. Lo que se busco con la revision de la norma fue referencia cada
uno de los conceptos que requiere este manual. lgualmente se tuvo en cuenta el
proceso de lavado del CIP segun se establece en la norma y lo que indica que se debe
hacer para limpiar y desinfectar el &rea UHT (Ver Anexo 3).

Con en el ensayo de los desinfectantes, se deben reevaluar las concentraciones que
actualmente se emplean y encontrar un equilibrio para que se emplee una misma
concentracion en lo posible que sea eficaz para diferentes microorganismos teniendo
en cuenta un tiempo establecido de 10 min por la norma. Se debe modificar el manual
con las nuevas condiciones y concentraciones.

7.2 MANUAL DE TECNICAS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS

En la revision realizada al manual de control de calidad actualmente empleado en la
planta se encontr6 que presenta errores de tipo ortografico y de redaccién. Ademas,
gue los procedimientos actualmente usados para los analisis microbiol6gicos no estan
referenciados ni basados en las normas actuales colombianas.

Se encontrd que la esterilidad comercial se est4 evaluando erroneamente ya que no se
esta siguiendo el protocolo establecido por la norma. Ademas, para el analisis de las
esporas anaerobias se estd empleando un medio selectivo (TSC) para sulfito
reductores, pero en este caso es un medio que no permite la recuperacion de gran
cantidad de microorganismos anaerobios que estan presentes en la leche y que no son
sulfito reductor (Ver anexo 2).

Para el analisis de agua el procedimiento no cumple con las concentraciones que se
deben usar en los tubos de NMP. Se emplea doble concentracion y solo se estan
usando 3 tubos de andlisis se inoculan en todos los tubos 10 ml y no se cumple lo que
se dice en la norma que es inocular 10 ml, 1,0 ml y 0,1 ml manejando media
concentracion, concentracion normal y doble concentracion (Ver anexo 1).

El analisis de Mohos y levaduras no sigue los procedimientos establecidos en las
normas y no estan referenciados. Asi que se buscd esta norma y los procedimientos
para este analisis se tuvieron en cuenta para el mejoramiento del manual. Se tomaron
los procedimientos tal cual se encontraron en las referencias bibliograficas (Ver anexo
3). Los conceptos y definiciones para cada procedimiento igualmente fueron tomados
de cada una de las normas con el fin de que el nuevo manual este referenciado y sea
claro para el personal que requiera revisar cada procedimiento
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7.3 Recuento en placa (UFC/ml), Coliformes:

En este item se presentan los resultados obtenidos a los diferentes anélisis realizados a
los desinfectantes usados en el proceso de limpieza y desinfeccion frente a los

diferentes microorganismos aislados de la planta.

Tabla 6. Recuento en placa de Coliformes, tiempo de exposicion y
concentraciones evaluadas de cada desinfectante.

Concentracién Tiempos de exposicion
desinfectantes
5 min 10 min 15 min
Pentaquat (ppm) 10° 107
UFC/ml | UFC/mlI 10° 107 10° 107 10° 107
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/mlI
250 <1 <1 <1 <1 <1l <1
300 230 28 <1 <1 <1 <1 <1l <1
350 <1 <1 <1 <1 <1l <1
5min 10 min 15 min
Citrosan (ppm) 10° 107
UFC/ml | UFC/mI | 107 107 10° 107 10° 107
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/mlI
950 74 <1l 52 <1 24 <1
1000 230 28 27 <1 14 <1 8 <1
1050 20 <1l 13 <1 4 <1
5min 10 min 15 min
Peréxido (ppm) 10° 107
UFC/ml | UFC/mI 10° 10”7 10° 107 10° 107
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/mlI
300 64 8 78 19 45 18
350 230 28 52 18 54 15 36 13
400 35 15 37 8 54 6
5min 10 min 15 min
Titan (ppm) 10° 107
UEC/ml | UEC/mI 10° 107 10° 107 10° 10
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/mlI
250 <1 <1 <1 <1 <1 <1
300 230 28 <1 <1l <1 <1 <1 <1
350 <1 <1l <1 <1 <1 <1
5min 10 min 15 min
Hipoclorito (ppm) 10° 107
UEC/ml | UFC/mI 10° 107 10° 107 10° 10
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/mlI
150 <1 <1 <1 <1 <1 <1
200 230 28 <1 <1 <1 <1 <1 <1
250 <1 <1 <1 <1 <1 <1
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7.3.1 Porcentaje de reduccién de Coliformes

Tabla 7. Porcentajes de reduccion, tiempos de exposicion y concentraciones
evaluadas frente Coliformes.

Concentracion Tiempos de exposicién
desinfectantes
5 min 10 min 15 min
Pentaquat (ppm)
10° 107 10° 107 10° 107
250 100% 100% 100% 100% 100% 100%
300 100% 100% 100% 100% 100% 100%
350 100% 100% 100% 100% 100% 100%
5 min 10 min 15 min
Citrosan m
(ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
950 67,82% 100% 76,52% 100% 89,56% 100%
1000 88,26% 100% 93,91% 100% 96,52% 100%
1050 91,30% 100% 94,34% 100% 98,26% 100%
5 min 10 min 15 min
Per6xido m
(Ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
300 72,17% 35,71% 66,08% 32,14% 80,43% 35,71%
350 77,39% 46,42% 76,52% 46,42% 84,34% 53,57%
400 84,78% 71,42% 83,91% 71,42% 89,56% 78,57%
5 min 10 min 15 min
Titan m
(Ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
250 100% 100% 100% 100% 100% 100%
300 100% 100% 100% 100% 100% 100%
350 100% 100% 100% 100% 100% 100%
5 min 10 min 15 min
Hipoclorito m
P (Ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
150 100% 100% 100% 100% 100% 100%
200 100% 100% 100% 100% 100% 100%
250 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Las concentraciones evaluadas del pentaquat, titAn e hipoclorito mostraron resultados
favorables en la reduccidn de la carga de coliformes (100%), igualmente los tiempos de
exposicion empleados son los adecuados, cabe resaltar que la accién de estos
desinfectantes fue 6ptima puesto que a tan solo 5 min de contacto con el desinfectante
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y a la minima concentracion evaluada de la que se emplea normalmente en el proceso
de limpieza y desinfeccion de la planta, fueron inactivados los coliformes en todas las
concentraciones, lo que indica que el compuesto activo de estos desinfectantes contra
esta cepa es muy efectivo y no se han generado resistencias.

En cuanto al peréxido de hidrégeno y el citrosan, se puede observar que, aunque hay
una reduccion significativa no hay una eliminacion completa de estos microorganismos.
Se observa que en todos los tiempos de exposicion y concentraciones evaluadas hubo
recuento, lo que conlleva a buscar un ajuste de estos parametros.

% reduccion coliformes

100% 90% -
90% 80% -
80% 70% -
70% 60% -
o 50%
40% 40% -
30% 30% 1
20% 20%
10% 10% -

0% 0% -

% reduccion de Coliformes

5 min 10 min 15 min 5 min 10 min 15 min
Tiempos de exposicion Tiempos de Expocision
B 300 ppm ®m350 ppm ®400 ppm B 300 ppm m350 ppm ®400 ppm
A. B.

Figura 1. Porcentajes de reducciéon de Coliformes frente a las diferentes
concentraciones evaluadas de Perdxido de hidrogeno y sus respectivos tiempos
de exposicion. A. Dilucién 10°®; B. Dilucién 107,

En la figura 1 se puede observar el comportamiento del desinfectante transcurridos los
tiempos de exposicion, el peroxido de hidrégeno mostro mejores porcentajes de
reduccion por encima del 50%) a los 15 min de exposicion y a 400 ppm de
concentracion, lo que indica que se debe realizar un ajuste de estos parametros ya sea
aumentando la concentracién a un tiempo de exposicion de 10 min que es el tiempo
ideal en estos procesos.

37



120% -
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15 min
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Tiempos de Exposicion
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120% -

% de Reduccidn de coliformes

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -

5 min 10 min 15 min

Tiempos de exposicion

m950 ppm m 1000 ppm m 1050 ppm

A.

B.

Figura 2. Porcentajes de reduccion de Coliformes frente a las diferentes
concentraciones evaluadas de Citrosan y sus respectivos tiempos de exposicion.

A. Dilucién 10°® B. Dilucién 107,

En la figura 2 se puede observar que el citrosan tuvo un comportamiento bueno frente a
la reduccion de los Coliformes, aunque en la dilucion 10° no redujo totalmente a la
poblacion si se puede evidenciar que su efectividad se encuentra cerca al 100%.
Recientemente el uso del Citrosan no ha sido muy evaluado en la industria lactea, pero
se ha evidenciado que el uso de concentraciones superiores a los 1000 ppm han sido
efectivas contra Coliformes y patogenos como Salmonella spp, en lechuga fresca y

productos carnicos (Gomez, et al., 2011).

120% -~

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

% de Reduccién de Coliformes

0% -
10 min

Tiempos de exposicion

5 min 15 min

B 250 ppm ®300 ppm ™ 350 ppm

% de Reduccién de Coliformes

120% -

100%

80%

60%

40%

20%

0%

15 min

5 min 10 min

Tiempos de exposicion

B 250 ppm ®300 ppm m 350 ppm

A.
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Figura 3. Porcentajes de reduccion de Coliformes frente a las diferentes
concentraciones y sus respectivos tiempos de exposicion. A. Titan, Dilucién 10°y
107; B. Pentaquat, Dilucion 10°y 107. El porcentaje de reduccién en todos los
tiempos y en todas las concentraciones a las 2 diluciones evaluadas fue del
100%.

El titan (acido peracético) tiene un amplio espectro de accion en industrias alimenticias.
Se ha usado principalmente para la eliminacion bacterias y hongos en frutas y
hortalizas, pero es también comunmente usado en la planta de envasado de alimentos.
El porcentaje de reduccion frente a coliformes fue del 100%, como se observa en la
figura 3 (A), su compuesto activo fue eficiente en la eliminacion de estos
microorganismos contaminantes (Piedrahita, et al., 2009).

El mecanismo de accion de los "QUATS" principalmente va dirigido a las superficies
celulares incrementando la permeabilidad membranal ocasionando asi la perdida de
compuestos citoplasmaticos vitales. Es por ello que la accion del Pentaquat fue del
100% como se observa en la figura 3 (B), la reduccién total de Coliformes (Bustamante
& Vélez, 2014).

120% -~

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

% de Reduccién de Coliformes

0% -

5 min 10 min 15 min

Tiempos de exposicion

m 150 ppm ®200 ppm 250 ppm

Figura 4. Porcentajes de reduccion de Coliformes frente a las diferentes
concentraciones evaluadas de Hipoclorito y sus respectivos tiempos de
exposicién. La Reduccion en las dos diluciones evaluadas (10° y 107) fue igual,
del 100%.

El cloro o Hipoclorito, tuvo un comportamiento efectivo contra Coliformes, redujo en su
totalidad las cargas microbiologicas evaluadas. Se pudo evidenciar que en cualquiera
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de las concentraciones evaluadas su espectro de accidn es alto y que aun no se han
generado resistencias a este desinfectante. El tiempo que se usa en planta para cada
lavado es de 10 min, por tanto, la concentracion estandarizada de 200 ppm por 10 min
de exposicion es la correcta para la eliminacion de estos microorganismos en equipos,
utensilios y superficies. En la eliminacion de microorganismos el mecanismo de accion
del cloro tiene efecto principalmente en las proteinas y en los acidos nucleicos ya que
inhibe las reacciones enzimaticas, desnaturaliza proteinas e inactiva los &acidos

nucleicos, por ello su comportamiento frente a los coliformes fue 6ptimo.

7.4 Recuento en placa (UFC/ml), bacterias esporuladas:

Tabla 8. Recuento en placa de bacterias esporuladas, tiempo de exposicion y
concentraciones evaluadas de cada desinfectante.

Concentracion Diluciones Tiempos de exposicion
desinfectantes
5 min 10 min 15 min
Pentaquat 10° 107
(ppm) UFC/ml | UFC/mI | 10° 107 10° 107 10° 10"
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml
250 <1 <1 <1 <1 <1 <1
300 324 45 <1 <1 <1 <1 <1 <1
350 <1 <1 <1 <1 <1 <1
5 min 10 min 15 min
Citrosan 10°® 10”7
(Ppm) UFC/ml | UFC/mI | 10° 107 10° 107 10° 10"
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml
950 98 12 64 8 46 28
1000 324 45 74 7 71 11 70 13
1050 62 9 82 13 96 7
5 min 10 min 15 min
Peroxido 10° 107
(ppm) UFC/ml | UFC/mI | 10° 107 10° 10”7 10° 10”7
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml
300 234 32 90 28 84 36
350 324 45 193 18 78 17 69 13
400 76 12 57 6 61 10
5 min 10 min 15 min
Titan (ppm) 10°® 107
UFEC/ml | UEC/mI 10° 107 10° 107 10° 107
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml
250 92 28 95 36 80 34
300 324 45 79 17 73 21 77 18
350 65 9 51 10 67 6
5 min 10 min 15 min
Hipoclorito 10° 107
(ppm) UFC/ml | UFC/mI | 10° 107 10° 107 10° 107
UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml | UFC/ml| | UFC/ml | UFC/ml
150 231 8 46 14 69 7
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200 324 45 145 5 53 10 62 7

250 72 3 20 7 50 6

7.4.1 Porcentajes de reduccion de bacterias esporuladas.

Tabla 9. Porcentajes de reduccion, tiempos de exposicion y concentraciones
evaluadas frente bacterias esporuladas.

Concentracién . L
desinfectantes Tiempos de exposicion
5 min 10 min 15 min
Pentaquat m
quat (ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
250 100% 100% 100% 100% 100% 100%
300 100% 100% 100% 100% 100% 100%
350 100% 100% 100% 100% 100% 100%
5 min 10 min 15 min
Citrosan (ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
950 73,33% 69,24% 71,11% 74,69% 37,77% 70,37%
1000 84,44% 77,16% 75,55% 78,08% 71,11% 78,39%
1050 80% 80.86% 82.22% 80,24% 84,44% 85,80%
5 min 10 min 15 min
Peroxido (ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
300 28,88% 27,77% 37,77% 72,22% 20% 74,07%
350 60% 40,43% 62,22% 75,92% 71,11% 78,70%
400 73,33% 76,54% 86,66% 82,40% 77,77% 81,17%
5 min 10 min 15 min
Titan (ppm) 10° 107 10° 107 10° 107
250 37,77% 71,60% 20% 70,67% 24,44% 75,30%
300 62,22% 75,61% 53,33% 77,46% 60% 76,23%
350 80% 79,93% 77,77% 84,25% 86,66% 79,32%
5 min 10 min 15 min
Hipoclorito (ppm) 10° 10”7 107 107 10 107
150 82,22% 28,70% 68,88% 85,80% 84,44% 78,70%
200 88,88% 55,24% 77,77% 83,64% 84,44% 80,86%
250 93,33% 77,77% 84,44% 93,82% 86,66% 84,56%
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Figura 5. Porcentajes de reduccién de bacterias esporuladas frente a las
diferentes concentraciones evaluadas de Pentaquat y sus respectivos tiempos de
exposicién. La Reduccién en las dos diluciones evaluadas (10° y 107) fue igual,

del 100%.
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Figura 6. Porcentajes de reduccion de bacterias esporuladas frente a las
diferentes concentraciones evaluadas de Citrosan y sus respectivos tiempos de
exposicién. A. Dilucién 10 B. Dilucién 107
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Las bacterias esporuladas se caracterizan por su resistencia a condiciones extremas.
En las plantas productoras de Leches UHT, los microorganismos esporulados son los
gue mayor problema representan puesto que resisten estas altas temperaturas de
esterilizacion. En estas industrias la reduccion de estos microorganismos desde el
proceso de recepcion de la leche es vital, por ello se deben implementar los lavados y
desinfecciones de equipos aptos que reduzcan la probabilidad de supervivencia de
estas bacterias que, aunque no son patdégenas, no son permitidas segun el decreto 616
del 2006. En las pruebas realizadas de esterilidad comercial, se encuentra que los
recuentos actualmente de la planta son altos, lo que indica que hay una proliferacion
alta de la poblacion. Se evalu6 cada desinfectante con el fin de encontrar cual de todos
era el mas efectivo contra estos microorganismos. En la figura 5 se puede observar que
la efectividad del Pentaquat frente a estos microorganismos es del 100%, se redujo
completamente la poblaciéon de esporulados en todos los tiempos y concentraciones
evaluados.

En la figura 6 se evidencia el comportamiento del citrosan frente a los esporulados, la
reduccion no fue del 100% pero si hubo una disminucion considerable de la poblacién
bacteriana. El Citrosan tiene como ingrediente activo una mezcla balanceada de
sanitizantes de origen natural como extracto de semillas de citricos, y acidos organicos
lo que lo hace un desinfectante fungicida y bactericida., el cual se puede emplear
directamente sobre los alimentos sin necesidad de enjuague; su mecanismo de accion
sobre estos microorganismos esporulados es altamente oxidante, trabaja sobre el
diéxido de carbono de la membrana celular dafiando el citoplasma y la pared celular,
impidiendo asi la multiplicacién bacteriana (Gémez, et al., 2011). Por su alto espectro
germicida reportado en la literatura se esperaban mejores resultados, un porcentaje de
reduccion del 100% pero se puede evidenciar que ya en estos microorganismos se
estan generando resistencias a este desinfectante.
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Figura 7. Porcentajes de reduccion de bacterias esporuladas frente a las
diferentes concentraciones evaluadas de Peroxido de hidrégeno y sus
respectivos tiempos de exposicién. A. Dilucién 10 B. Dilucién 107

El peroxido de hidrégeno al ser un desinfectante versatil y de gran alcance es
ampliamente usado en la industria de alimentos. En el ensayo los resultados obtenidos
no fueron favorables, ya que la actividad frente a coliformes (Figura 1) y esporulados
(Figura 7) no fue del 100%, si hubo una disminucién de las poblaciones bacterianas,
pero no una eliminacidbn completa como se requiere en los procesos de limpieza y
desinfeccién. Se evidencia que para las dos cepas evaluadas el aumento de la
concentracion a 400 ppm con un tiempo de exposicion de 15 min nos permite eliminar
la poblacion por encima a un 70%, lo que indica que el proceso de desinfeccién
actualmente empleado en la planta (350 ppm por 10 min) no es el adecuado y que se
requiere evaluar una concentracion mayor que cumpla con una reduccion del 100% a
los 10 min de exposicién que es lo que exige la norma (NTC 5245) por tiempos de
recirculacion de desinfectantes (Shamila-Syuhada, et al., 2015).

Segun la FDA, el limite maximo permitido de peréxido de hidrégeno en los procesos de
limpieza y desinfeccion es de 0,05% que equivale a 500 ppm (FDA, 2014). El peroxido
de hidrégeno es considerado un desinfectante de nivel alto (Ill) ya que tiene mas
actividad esporicida que bactericida, pero en este caso su rendimiento no fue el ideal,
asi que se debe reevaluar el proceso de limpieza con perdxido y detectar el punto
critico que esta afectando sus principios activos (Medina, et al., 2008).
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Figura 8. Porcentajes de reduccion de bacterias esporuladas frente a las
diferentes concentraciones evaluadas de Titdn y sus respectivos tiempos de
exposicién. A. Dilucién 10 B. Dilucién 107.
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Figura 9. Porcentajes de reduccion de bacterias esporuladas frente a las
diferentes concentraciones evaluadas de Hipoclorito y sus respectivos tiempos
de exposicion. A. Dilucién 10°®; B. Dilucién 10”7

El Tithn (4cido Peracético) ha sido reportado como uno de los desinfectantes mas
efectivos contra esporas y endoporas bacterianas (Lowe, et al., 2015). La reduccién de
esporulados arroj6 mejores resultados cuando se emple6é una concentraciéon de 350
ppm a los 15 min de exposicion, pero no hubo una reduccion del 100% en la poblacion
(Figura 8) que era lo que se esperaba. El Titan o &cido Peracético es el desinfectante
usado en los equipos UHT, por ende su importancia en el proceso de desinfeccion de la
planta ya que estos equipos son los encargados de dar la garantia de esterilizacién de
la leche lo cual podria ser una causa en el incremento de la poblacién de esporulados a
la hora de evaluar la esterilidad comercial del producto, por ello se hace indispensable
reevaluar las concentraciones y los tiempos y encontrar un equilibrio en donde se
reduzca totalmente esta poblacion de esporulados (Leggett, et al., 2016).

La reduccion de la poblacion de esporulados por causa de la exposicion al hipoclorito
mostré resultados no favorables pues no se alcanzé el 100% de reduccién (Figura 9).
Las esporas bacterianas son mas resistentes, por ello se requieren tiempos de
exposicidbn mas altos, aproximadamente de 20 min empleando concentraciones 10 a
100 veces mayores (Bustamante & Vélez, 2014).
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7.5 Recuento en placa (UFC/gr) de la levadura:

Tabla 10. Recuento en placa de levaduras, tiempo de exposicion y
concentraciones evaluadas de cada desinfectante.

Concentracion Dilucion Tiempos de exposicién
desinfectantes
10* 5 min 10 min 15 min
Pentaquat (ppm) UFCl/gr
10" 10* 10"
UFC/gr UFC/gr UFC/gr
250 10256 <1 <1 <1
300 <1 <1 <1
350 <1 <1 <1
10* 5 min 10 min 15 min
Citrosan (ppm) UFCl/gr
10™ 10" 10*
UFCl/gr UFCl/gr UFCl/gr
950 10256 5904 2240 1396
1000 4215 2112 1187
1050 3512 1792 879
10* 5 min 10 min 15 min
Peréxido (ppm) UFC/gr
10™ 10" 10*
UFCl/gr UFCl/gr UFCl/gr
300 10256 8968 7589 6757
350 7754 6998 6487
400 7678 6809 5093
10™ 5 min 10 min 15 min
Titan (ppm) UFC/gr
10* 10* 10"
UFC/gr UFC/gr UFC/gr
250 10256 <1 <1 <1
300 <1 <1 <1
350 <1 <1 <1
10™ 5 min 10 min 15 min
Hipoclorito (ppm) UFC/gr
10* 10* 10"
UFC/gr UFC/gr UFC/gr
150 10256 4234 <1 <1
200 2897 <1 <1
250 930 <1 <1
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7.5.1 Porcentajes de reduccion de levaduras:

evaluadas frente a levaduras.

Tabla 11. Porcentajes de reduccidn, tiempos de exposicion y concentraciones

Concentracion Dilucién Tiempos de exposicién
desinfectantes
10™ 5 min 10 min 15 min
Pentaquat UFC/gr
(ppm) 10_4 10_4 104
UFC/gr UFC/gr UFC/gr
10256
250 100% 100% 100%
300 100% 100% 100%
350 100% 100% 100%
10™ 5 min 10 min 15 min
Citrosan (ppm) UFC/gr
10* 10* 10"
UFC/gr UFC/gr UFC/gr
950 10256 42,43% 78,15% 86.38%
1000 58,90% 79,40% 88,42%
1050 65,75% 82,52% 91,42%
10™ 5 min 10 min 15 min
Peréxido (ppm) UFClgr
10* 10* 10*
UFC/gr UFC/gr UFC/gr
300 10256 12,55% 26% 34,11%
350 24,39% 31,76% 36,74%
400 25,13% 33,60% 50,34%
10™ 5 min 10 min 15 min
Titan (ppm) UFC/gr
10™ 10™ 10
UFCl/gr UFCl/gr UFCl/gr
250 10256 100% 100% 100%
300 100% 100% 100%
350 100% 100% 100%
10™ 5 min 10 min 15 min
Hipoclorito UFC/gr
(ppm) 10" 10* 10"
UFC/gr UFC/gr UFC/gr
150 10256 58,71% 100% 100%
200 71,75% 100% 100%
250 90,93% 100% 100%
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Figura 10. Porcentajes de reduccién de levaduras frente a las diferentes
concentraciones evaluadas de Pentaquat y Titan y sus respectivos tiempos de
exposicién (Dilucién 10™).

En 2014, Diana Cabrera en su trabajo sobre la investigacién y control de levaduras en
una linea de produccion de bebidas obtuvo como resultados empleando el acido
Peracético como desinfectante en el sistema CIP, una reduccion total de levaduras en
concentraciones de 100 y 200 ppm empleando 10 min de exposicion que es lo
recomendable por el proveedor (Cabrera & Rosales, 2014), lo cual concuerda con los
resultados obtenidos ya que hubo una reduccion del 100% de la levadura en las 3
concentraciones y tiempos evaluados como se observa en la figura 10, lo que indica
gue el compuesto activo del desinfectante es 6ptimo para la eliminacion total de estos
contaminantes y que aun el rango de concentracion del desinfectante utilizado
actualmente en la planta permite tener la certeza de que no se generaran resistencias si
se emplea adecuadamente.

En cuanto a la reduccion de la levadura empleando pentaquat se obtuvo una reduccion
del 100% como se observa en la figura 10. Luna et al., en 2012 reportaron en su
estudio que la efectividad del Pentaguat para mohos y levaduras fue del 89.47% (Luna,
et al., 2012). En este trabajo el porcentaje de reduccién fue del 100%, el
comportamiento del Pentaquat frente a la levadura fue mucho mejor que el estudio
antes mencionado.
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Figura 11. Porcentajes de reduccién de levaduras frente a las diferentes
concentraciones evaluadas de Citrosan y sus respectivos tiempos de exposicion
(Dilucién 10™).

Como se observa en la figura 11 el comportamiento del citrosan en la reduccién de las
levaduras no fue efectivo, no se redujo en un 100% la poblacion. La concentracion y el
tiempo actualmente utilizado en la planta de 1000 ppm por 10 min debe ser reevaluado,
y cabe tener en cuenta que para lograr una eficacia total se deberia usar una
concentracion por encima de las 1050 ppm que se usé en este ensayo hasta lograr
eliminar la poblacion totalmente a los 10 min como se ve en el comportamiento con el
Pentaquat o el Titan.
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Figura 12. Porcentajes de reduccién de levaduras frente a las diferentes
concentraciones evaluadas de Peréxido de hidrégeno y sus respectivos tiempos
de exposicion (Dilucién 10™).

Las concentraciones usadas de peréxido no fueron efectivas contra la levadura, en la
figura 12 se observa que el mayor porcentaje de reduccién se logré a 400 ppm por 15
min de exposicion y fue tan solo del 50%. En la mayoria de industrias alimentarias
emplear el peréxido en concentraciones mayores a las que aqui se evaluaron y a la que
se usa en la planta. El peréxido de hidrégeno normalmente se aplica a concentraciones
del 2% (p/p), por contacto o bafio, por pulverizacion o nebulizacion, en sistemas de
limpieza y desinfeccion quimica in situ (CIP) instaladas en envasadoras asépticas de
alimentos. Price et al., en 2007 evaluaron procesos convencionales de desinfeccion
frente a una desinfeccion con peroxido de hidrégeno al 10% en una planta de
produccion de vegetales frescos y obtuvieron resultados de reducciones del 100% para
coliformes, aerobios mesofilos y levaduras (Price, et al., 2007).
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Figura 13. Porcentajes de reduccién de levaduras frente a las diferentes
concentraciones evaluadas de Hipoclorito y sus respectivos tiempos de
exposicion (Dilucién 10™).

Para el tratamiento de las levaduras, la concentracion y el tiempo empleado
actualmente en la planta de hipoclorito es el adecuado ya que se redujo 100% la
poblacién como se observa en la figura 13, una reduccion a partir de los 10 min en las
concentraciones de 200 y 250 ppm. El hipoclorito empleado en la planta no se esta
preparando a la concentracion que se debe manejar, no se tiene un control de
concentraciones iniciales de las soluciones lo que ha llevado a usarlo de la manera
errénea, lo cual pudo ser una causa de la resistencia que se vio reflejada en las cepas
de esporulados.
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8. CONCLUSIONES

En la planta actualmente se evallan en su totalidad todos los parametros exigidos por
el decreto 616 de 2006.

El plan de limpieza y desinfeccion actualmente usado en la planta cuenta con algunos
de los procedimientos exigidos por la norma, pero no se llevan a cabo todas las
recomendaciones que esta exige para estos planes de saneamiento.

Los procedimientos de analisis microbioldgicos establecidos en la planta no son los
correctos, no se estadn llevando a cabo los protocolos exigidos por la normativa
colombiana.

En la evaluacién de los desinfectantes el Pentaquat fue el que mejor rendimiento tuvo
ya que inhibi6 completamente a los Coliformes, esporulados y a la levadura en todas
las concentraciones y tiempos evaluados. Su espectro de accion es amplio, y se vio
reflejado en efectividad ya que desde la minina concentracién evaluada al minimo
tiempo de exposicion mostro reducciones del 100% de las poblaciones.

El perdoxido de hidrégeno no tuvo rendimientos del 100% con ninguna de las cepas
evaluadas, es necesario reevaluar concentraciones mayores.

El Titan, al ser el desinfectante con mayor accion esporicida se esperaba que tuviera
resultados de reduccion del 100%, pero al no lograrse este porcentaje se debe tener en
cuenta que ya existen resistencias por parte de las bacterias esporuladas presentes en
la leche UHT.

Al evaluar la concentracion del hipoclorito de uso diario en la planta (concentracion
normal 200 ppm), se encontré que estaba mas concentrada, aproximadamente 500
ppm, lo cual ha conllevado a la perdida de la efectividad antibacteriana de este
desinfectante.
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9. RECOMENDACIONES

Implementar las mejoras de los procedimientos de los manuales de analisis
microbioldgicos y de limpieza y desinfeccion.

Reevaluar las concentraciones de los desinfectantes que permitan reducir a los 10 min
de exposicion la poblacion bacteriana en un 100% o al menos por encima del 90%. Si
es posible buscar otras alternativas de desinfectantes que reemplacen aquellos que ya
no tengan efectividad en el proceso de limpieza y desinfeccion de la planta.

Para el uso del peréxido de hidrégeno es recomendable evaluar concentraciones del
1% y 2% que es lo que se reporta en la literatura para industrias de alimentos (Shamila-
Syuhada, et al., 2015).

Es recomendable verificar la concentracion inicial en la que se reciba el hipoclorito por
parte del proveedor y reformular la preparacion de las diluciones cuando sea necesario
ya que esto es un agente causal de resistencias microbianas.

Respetar los ciclos de lavado y no continuar produccién sin haber llevado a cabo el
cronograma de limpieza y desinfeccion cada vez que sea necesario. De igual forma el
mantener las lineas de proceso diferenciadas para cada tipo de leche es necesario, y
establecerla para aquellas leches larga vida (entera y deslactosada 80 dias) una linea
de proceso y para la leche media vida preferiblemente establecer otra linea de proceso
para evitar el aumento de esporulados por recontaminaciones.
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Gerencia

1. FUNDAMENTO

La determinacion de microorganismos coliformes totales por el método del Numero mas
Probable (NMP), se fundamenta en la capacidad de este grupo microbiano de fermentar la
lactosa con produccion de acido y gas al incubarlos a 35°C = 1°C durante 48 h., utilizando un
medio de cultivo que contenga sales biliares. Esta determinacion consta de dos fases, la fase
presuntiva y la fase confirmativa.

1. OBJETIVO
Establecer el proceso para el analisis de la presencia de coliformes fecales.
2. ALCANCE

Para recuento de coliformes fecales en producto terminado, insumos, materia prima o
cualquier otro producto.

3. DEFINICION

Para los propdsitos de este método se aplican las siguientes definiciones:

» Coliformes: bacterias Gram negativas que a temperaturas especificas entre 35°C+/-
2°C, causan la fermentacion de la lactosa.

» Diluciéon: Resultado de diluir una muestra en determinada sustancia.

» Siembra microbioldégica: Es la accion de colocar una alicuota del alimento a
analizar, por medio de una pipeta o0 asa estéril en un medio de cultivo (Agar)
especifico para que un microorganismo pueda multiplicarse, luego se dan las
condiciones de temperatura y tiempo indicados para obtener un resultado de
presencia o0 ausencia de éste en dicho alimento.
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4.

Medio de Cultivo: Producto que contiene nutrientes especificos preparados
artificialmente con control pH, temperatura, humedad, valores fisiologicos y osmoticos
optimo; Para permitir el crecimiento de un microorganismo especifico.

Muestra Aséptica: Producto libre de contaminacion bioldgica.

Suspensién: Cantidad de alimento disuelto en agua peptona para forma una solucion
uniforme entre estos dos componentes.

Validez: El resultado de una siembra microbiolégica que comprueba la inocuidad de
un alimento y la efectividad del proceso térmico, de envase y aplicacion de buenas
practicas higiénicas durante todas las etapas del proceso que garantizan la
comercializacion de dicho producto.

ROLES Y RESPONSABILIDADES

Jefe de Calidad: Definir y efectuar los procedimientos para aplicar las diferentes
pruebas microbiologicas a la materia prima, insumos, material de empaque y producto
terminado. También revisar y analizar los resultados de las siembras microbioldgicas
gue le permita tomar medidas correctivas y/o preventivas.

Analista de Control de Calidad: Realizar la siembra microbiolégica para la materia
primas, insumos, materiales de empaque y producto terminado de acuerdo al Plan de
Muestreo establecido, con una adecuada preparacion previa de area, equipos,
materiales y ambientes que aseguren los resultados obtenidos.

5.

7.

MATERIALES

Caldo brilla a concentracion sencilla estéril.
Caldo Brilla a concentracion doble estéril.
Muestra a analizar.

Pipetas estériles.

Frasco shot estéril.

Mechero

YVVYVYYY

PRINCIPIO

7.1ldentifique el area de la cual se tomara la muestra y en un frasco shot previamente

esterilizado “Ver técnica T-LM-001” tome la muestra de agua, teniendo en cuenta:

» Esterilizar con alcohol y un mechero la boquilla de la llave y superficies cercanas a

esta.

> Dejar salir el agua durante aproximadamente 1 minuto.
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» Flamear la boca del frasco en cuanto se destape e inmediatamente antes de cerrarlo.

7.2 Asperje sus manos con alcohol y agitelas hasta que este se evapore, realice el mismo
proceso en el ambiente del area.

NOTA: A medida que agregue la muestra a cada uno de los tubos flamee la bocay
la tapa del mismo al destapar y antes de tapar cada tubo.

7.3PRUEBA PRESUNTIVA

Inoculacién de quince tubos con medio selectivo liquido, con serie de cinco tubos con 10 ml,
1,0 ml y 0,1 ml de muestra de ensayo respectivamente o diez tubos con medio selectivo
liquido con 10 ml de la muestra de ensayo o inoculacion de 5 tubos con medio selectivo
liquido con 20 ml de la muestra de ensayo.

» Incubacién a 35 °C £ 0,5 °C de los tubos inoculados durante 24 h a 48 h y analisis de
estos tubos.

7.4PRUEBA CONFIRMATIVA

Aislamiento de la serie de tubos en los cuales se haya observado formacién de gas y acidez
en medio liquido para confirmacion.

7.4.1
71.4.2

7.4.3

7.4.4

7.4.5

7.4.6
7.4.7

Incubacién a 35 °C + 0,5 °C durante 24 h.

Célculo del nimero mas probable de coliformes por 100 ml de muestra (es decir el
NMP), a partir del nimero de tubos que muestren formacion de gas, usando una
tabla para determinacion de nimeros mas probables.

Para establecer la presencia de coliformes y establecer una carta de control de
calidad, se utiliza el ensayo completo sobre al menos el 10 % de los tubos
confirmados.

Simultaneamente se inoculan en Caldo bilis verde brillante lactosa para coliformes
totales y caldo EC para coliformes fecales o EC+MUG para E. coli a 44,5 °C. Los
resultados de la prueba indican un ensayo completo.

Asépticamente una placa de agar Endo o agar MacConkey por cada tubo de media
verde brillante lactosa bilis que ha producido gas; se realiza la operacién lo antes
posible tras la deteccion del gas.

Se incuban las cajas invertidas a 35 °C £ 0,5 °C durante 24 h + 2 h.

Las colonias que se desarrollan en el agar Endo pueden definirse como tipicas
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7.4.8

7.4.9

(rosas a rojo oscuras con un brillo verde metéalico superficial) o atipicas (rosas,
rojas, blancas o incoloras sin brillo) a las 24 h de incubacion.

Las colonias tipicas de la fermentacion de la lactosa desarrolladas sobre el agar
MacConkey son rojas y pueden estar rodeadas por una zona opaca de precipitado
biliar.

Se toma de cada caja una o mas colonias tipicas bien definidas o, si no existen, dos
0 mas entre las que se consideren como probablemente formadas por
microorganismos del grupo de coliformes y se las pasa a un tubo de fermentacion
con medio de Lauril Triptosa y agar nutritivo.

7.4.10 Se incuban los tubos con el medio (medio liquido de lauril triptosa con campanas

Durham de fermentacién invertidos) a 35 °C + 0,5 °C durante 24 h + 2 h; si no se
produce gas en este periodo se prolonga la incubacion hasta 48 h + 3 h.

7.4.11 Se estudian microscopicamente las preparaciones tefiidas con Gram y obtenidas en

los cultivos de agar nutritivo a las 24 h, correspondientes a los tubos secundarios
qgue muestren gas.

8. SIEMBRA EN TUBO N.M.P PARA PRODUCTO TERMINADO

8.1MATERIALES

9 tubos con caldo brilla a concentracion sencilla estéril.
2 tubos con agua peptona al 1% estéril.

Muestra a analizar.

Pipetas estériles.

Frasco shot estéril.

Mechero.

YVVYVYYVYYVY

8.2TECNICA

8.2.1

8.2.2

8.2.3

8.24

Dirijase a la camara de siembra y asperje el area con alcohol al igual que sus
manos.

Prepare la muestra “Ver Técnica T-LM-002”

Con una pipeta estéril adicione 1ml de muestra a uno de los tubos que contiene
agua peptona estéril y homogenicela, obteniendo asi una dilucién de 10™.

Con una segunda pipeta estéril tome 1ml de la dilucién de 10™ y adiciénelo en el
segundo tubo dispuesto con agua peptona, obteniendo asi una dilucién de 102
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8.2.5 Posteriormente tome tres tubos contenidos de caldo brilla estéril y adicione a cada
tubo 1ml de la muestra.

8.2.6 Seguidamente tome los tres tubos siguientes contenidos de caldo brilla y adicione
cada uno 1ml de la dilucién de 10™.

8.2.7 Finalmente tome los ultimos tres tubos contenidos de caldo brilla y adicione a cada
uno 1ml de la dilucién 10

NOTA: Flamee la bocay la tapa de los tubos luego de destaparlos y antes de
cerrarlos.

8.2.8 Deseche las diluciones realizadas y ubique los tubos contenidos con caldo brilla
en una gradilla o un beaker e incubelos a 36°C durante 24 horas.

8.2.9 Transcurrido el periodo de incubacion saque los tubos y observe la produccién de
gas.

9. PRUEBA DE MAC-KENZIE

9.1 A partir de los tubos positivos, con produccién de gas, transferir de cada tubo una
asada de cultivo en:

a. Caldo lactosado bhilis verde brillante al 2% conteniendo un tubo de fermentacion de
Durham.
b. Caldo Tript6fano.

9.2 Mezclar suavemente los tubos e incubarlos a 44.5°C £ 0.5°C por 48 horas, en bafio
de agua con rotacién, teniendo cuidado de que el nivel de agua del bafio sobrepase
el nivel del medio de cultivo.

9.2.1 Leer la prueba de Mac-Kenzie de la siguiente manera:
a. Observar la produccién de gas en el caldo lactosado bilis verde brillante al 2%.

b. Revelar el caldo triptéfano, de los tubos de gas positivo, adicionando 0.2ml del
reactivo de Kovac'’s, agitar suavemente y observar la presencia de un anillo rojo
cereza en la superficie de la capa del alcohol amilico indicando la presencia de
Indol cuando la prueba es positiva o el color original del medio cuando la prueba es
negativa.
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9.2.2 Considerar como coliformes de origen fecal los que demuestren positividad en
ambas pruebas: gas positivo e Indol positivo.

10.INTERPRETACION

La presencia de tubos positivos en caldo bilis verde brillante pero negativos en caldo EC o
EC+MUG indican la presencia de coliformes no fecales.

Expresién de resultados
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Combinacion indice Limites de confianza del 95 % {aproximados)
de positivos NMP/
100 mi Superior Inferior
0-0-0 <2 _ N
0-0-1 2 1,0 10
0-1-0 2 1,0 10
0-2-0 4 1,0 13
1-0-0 2 1.0 11
1-0-1 4 1.0 15
1-1-0 4 1,0 15
1-1-1 G 20 18
1-2-0 G 20 18
2-0-0 4 1.0 17
2-0-1 7 20 20
2-1-0 [ 20 21
2-1-1 g 3.0 24
2-2-0 g 3.0 25
2-3-0 12 5,0 249
3-0-0 8 30 24
3-0-1 1 40 29
3-1-0 11 40 29
311 14 aG,0 35
3-2-0 14 aG,0 35
3-2-1 17 7.0 40
4-0-0 13 5.0 38
4-0-1 17 70 45
4-1-0 17 70 46
4-11 21 9.0 55
4-1-2 26 12 63
4-2-0 22 g 56
4-241 26 12 G5
4-3-0 27 12 67
4-31 33 15 [Ki
4-4-0 34 16 a0
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o indice Limites de confianza del 95 % (aproximados
Combinacion NMP/
de positivos 100 ml ) )
Superior Inferior

5-0-0- 23 g BE

501 30 10 110
50-2 40 20 140
5-1-0 30 10 120
5-1-1 50 20 150
5-1-2 Gl 30 180
5-2-0 50 20 170
B-2-1 70 30 210
5-2-2 &0 40 250
5-3-0 a0 30 250
B-3-1 110 40 300
5-3-2 140 60 360
5-3-3 170 80 410
5-4-0 130 50 350
5-4-1 170 70 480
5-4-2 220 100 580
5-4-3 280 120 f50
5-4-4 350 160 820
5-5-0 240 100 540
5-5-1 300 100 1300
5-5-2 500 200 2000
5-5-3 00 300 2900
5-5-4 1600 00 5300
5-5-5 =1600 - -

Nota: En dado caso de presentar produccion de gas en alguno de los tubos avisar a
su jefe inmediato.

11.REGISTRO

Reporte resultados analisis microbiolégicos “Codigo del formato”

12. FRECUENCIA

Siempre que se requiera el analisis microbiologico de coliformes fecales por N.M.P para

agua y/o producto terminado.
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ESQUEMA GRAFICO DE SIEMBRA EN TUBO N.M.P PARA AGUA

MUESTRA DIRECTA

10ml

MUESTRA DIRECTA

iml

MUESTRA DIRECTA

0.1ml




ESQUEMA GRAFICO DE SIEMBRA EN TUBO N.M.P PARA PRODUCTO TERMINADO

MUESTRA DIRECTA,

1ml

DILUCION DE AGUA
PEPTONA 10

iml

DILUCION DE AGUA
PEPTONA 102

iml
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» La esterilidad comercial establece el procedimiento para determinar si los alimentos
envasados en envases 0 bolsas, herméticamente cerrados, cumplen con los requisitos
de esterilizacion comercial a los que se sometieron y se aplica a todos aquellos
alimentos catalogados como comercialmente estériles, cuando se desee comprobar
esta condicion o cuando los datos del proceso no estén disponibles o no sean
satisfactorios.

» La esterilidad comercial de un alimento tratado térmicamente, es el estado que se
consigue aplicando calor suficiente, solo en combinacién con otros tratamientos
apropiados, con el objeto de liberar el alimento de microorganismos patdégenos
capaces de reproducirse en el en condiciones normales, no refrigerados, en las que se
mantendra durante su distribucién y almacenamiento.

1. Fundamento

Este método se aplica a la deteccion de microorganismos viables en alimentos
comercialmente estériles empacados en recipientes sellados herméticamente o envasado
aséptico o ambos, para determinar su conformidad con los requisitos establecidos en la
norma de producto de alimentos estériles y de la legislacion vigente.

2. Principio

Este método utiliza el muestreo aséptico del contenido de alimentos comercialmente estériles
y la inoculacién posterior en medios adecuados para determinar la presencia o ausencia de
microorganismos viables.

Una porcion del producto se mezcla con el medio especificado y se incuba en condiciones
especificas de tiempo y temperatura. Se asume que cada microorganismo viable se
multiplicara en estas condiciones y dard origen a una colonia visible en el medio sélido o
turbidez en el medio liquido.

3. OBJETIVO

Establecer la técnica para llevar a cabo la siembra de esporas aerobias y anaerobias.

4. DEFINICIONES

» Esterilidad comercial: condicion que se logra mediante la aplicacion de calor, solo o
en combinacidon con otros tratamientos, para obtener un alimento libre de formas

viables de microorganismos, incluyendo esporas, capaces de crecer en el alimento a
temperaturas para las cuales normalmente se disefia el alimento para la conservacion
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5.

durante la distribucion y el almacenamiento. Si la temperatura normal de
almacenamiento o manipulacion del producto es superior a 40°C, entonces se analiza
para determinar la presencia de termofilas. De lo contrario, se analiza Unicamente la
presencia de mesdfilos.

Recipientes sellados herméticamente: recipientes disefiados a ser seguros contra
el ingreso de microorganismos, incluyendo esporas. Empaques flexibles (bolsa
pelicula coextruida de alta barrera de polietileno de baja densidad grado alimenticio).

Aerobio: Ambiente con presencia de oxigeno por tanto en este tipo de ambiente se
desarrollan todos aquellos microorganismos capaces de sobrevivir en presencia de O,

Anaerobio: Ambiente carente de oxigeno, por tanto, todo aquel microorganismo que
vive en este ambiente es capaz de sobrevivir con ausencia de oxigeno.

Dilucion: Resultado de diluir una muestra en determinada sustancia.

Siembra microbioldgica: Es la accion de colocar una alicuota del alimento a analizar,
por medio de una pipeta o asa estéril en un medio de cultivo (Agar) especifico para
gue un microorganismo pueda multiplicarse, luego se dan las condiciones de
temperatura y tiempo indicados para obtener un resultado de presencia o0 ausencia de
éste en dicho alimento.

Medio de Cultivo: Producto que contiene nutrientes especificos preparados
artificialmente con control pH, temperatura, humedad, valores fisiol6gicos y osmaticos
optimo; Para permitir el crecimiento de un microorganismo especifico.

Muestra Aséptica: Producto libre de contaminacioén biolégica.

Suspensién: Cantidad de alimento disuelto en agua peptona para forma una solucion
uniforme entre estos dos componentes.

Validez: El resultado de una siembra microbiolégica que comprueba la inocuidad de
un alimento y la efectividad del proceso térmico, de envase y aplicaciébn de buenas
practicas higiénicas durante todas las etapas del proceso que garantizan la
comercializacion de dicho producto.

ROLES Y RESPONSABILIDADES

Jefe de Calidad: Definir y efectuar los procedimientos para aplicar las diferentes
pruebas microbiologicas a la materia prima, insumos, material de empaque y producto
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terminado. También revisar y analizar los resultados de las siembras microbioldgicas
gue le permita tomar medidas correctivas y/o preventivas.

Analista de Control de Calidad: Realizar la siembra microbiolégica para la materia
primas, insumos, materiales de empaque y producto terminado de acuerdo al Plan de
Muestreo establecido, con una adecuada preparacion previa de area, equipos,
materiales y ambientes que aseguren los resultados obtenidos.

6.PROCEDIMIENTO
6.1 MUESTREO

Se deben tomar de un mismo lote cuatro muestras para inspeccion del mismo lote, evaluacion
de los envases e incubacion.

6.2 INSPECCION, EVALUACION DE LOS ENVASES E INCUBACION

Inicialmente se debe realizar una inspeccion previa de los envases correspondientes de la
muestra que se desea evaluar antes de proceder con la prueba de esterilidad comercial.

Se debe examinar visualmente cada envase de la muestra, si posee rétulos removibles estos
deben retirarse. Se anotan cuidadosa y exactamente todas las marcas de identificacion y
manchas o sefiales de maltrato que se observen en los envases.

El examen visual debe realizarse con buena iluminacion, de ser posible con lentes de
aumento.

6.3 INCUBACION

Los envases hinchados o perforados no deben someterse a incubacion.

Se toman dos envases, uno de ellos se incuba a una temperatura de 35 °C £ 2 °C y el otro se
incuba a una temperatura de 55 °C + 2 °C durante 10 dias.

Se examinan los envases diariamente para observar abombamiento del envase.

En el caso anterior, se procede inmediatamente a abrir y a examinar el contenido de los
envases.

6.4 MATERIALES

Caldo BHI (Infusion cerebro corazon)
Muestras a analizar.

Pipetas estériles

Tubos tapa rosca estériles.

Mechero.

VVVYVYY
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6.5 MUESTRA ANALiTICA E INOCULACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO:
PRODUCTOS LIQUIDOS

6.5.1 Antes de iniciar asegurese de que todo el material a utilizar este debidamente
esterilizado “Vea instructivo T-LM-001"

6.5.1.1 Encienda los mecheros, flamee sus manos con alcohol y agitelas alejado del
mechero hasta que el alcohol se evapore.

6.5.1.2 Tome la muestra a analizar y preparela asépticamente “Vea instructivo T-LM-
002”

6.5.1.3 Verifique que la codificacion dada a la muestra corresponda con la de los tubos.
6.5.1.4 Ubique los tubos de ensayo lo mas cerca posible al mechero.

6.5.1.5 Se toman muestras utilizando pipetas apropiadas, taponadas, estériles con
extremos de didmetro ancho.

NOTA: Siempre debe tomarse la muestra con el pipeteador o pipetas de precision.

6.5.1.6  Se recomienda inocular cada tubo de medio liquido con al menos 1 ml 6 2 ml de
la muestra tomada del contenido del envase.

NOTA: Tenga precaucion de flamear la boca del tubo en cuanto sea destapado y antes
de cerrarlo.

7. Andlisis microscoépico directo: Se puede realizar con coloracién Gram, o tefiido con
azul de metileno.

8. INTERPRETACION
8.1 Si ninguno de los 8 tubos aerobios da positivo y ninguno de los 8 tubos anaerobios
muestra crecimiento, se reportara en el informe: “Prueba de esterilidad comercial

satisfactoria”.

8.2 Si no se cumple la condicion anterior se reportara: “Prueba de esterilidad comercial no
satisfactoria”
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8.3 Si hay produccion de gas en cualquiera de los tubos a 35 °C, se debe sospechar que
la contaminacion es ambiental, por lo cual el microorganismo que ha crecido debe ser
inoculado en la muestra e incubada 14 d a 35 °C. La ausencia de abombamiento en
la muestra indica que el microorganismo no se encontraba en la muestra original y que
la contaminacién corresponde al laboratorio y se reportara “Prueba de esterilidad
comercial satisfactoria”.

8.4 Si hay crecimiento aerébico en el medio incubado a 35 °C para bolsas normales,
indica esterilidad no satisfactoria o contaminacion en el laboratorio.

8.5 Para descartar problemas de contaminacion ambiental, debe verificar los resultados
obtenidos de los controles ambientales y observar los tubos incubados a 55 °C, si ho
hay crecimiento el problema es de esterilidad, se debe verificar las caracteristicas de
la muestra en cuanto a olor y apariencia anormal, pH o presencia de bacterias en el
examen microscopico de la muestra original lo cual corrobora el concepto de “Prueba
de esterilidad no satisfactoria”.

8.6 Si hay crecimiento a 35 °C y ausencia de crecimiento a 55 °C confirman el concepto
de esterilidad no satisfactoria. Para estos casos se debe sembrar en condiciones
aerdbicas en agar nutritivo a 55 °C y confirmar la presencia de esporas después de 72
h causantes de una descompaosicion agria.

8.7 Un historico de resultados de crecimiento anaerdbico a 55 °C con produccion de gas
pone en evidencia presencia de esporas incapaces de crecer en temperaturas
normales de almacenamiento y distribucién.

9. Expresion de resultados

El siguiente cuadro ilustra los limites permitidos para el reporte de los resultados:
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Requisitos Limite permitido
Crecimiento en anaerobiosis a 37 °C negativo
Crecimiento en anaerobiosis a 55 °C negativo
Control en anaercbiosis a 37 °C negativo
Control en anaerobiosis a 55 °C negativo
Crecimiento en aerobiosis a 37 °C negativo
Crecimiento en asrobiosis a 55 °C negativo
Control en aerobiosis a 37 °C negativo
Control en aerobiosis a 55 °C negativo
Olor normal
Aspecto Caracteristico
pH Caracteristico
Control ambiental negativo

10.RECOMENDACIONES

> Mientras dura el proceso de siembra asegurese que los mecheros siempre estén
encendidos y realice las actividades lo mas cercano posible a este.

» Sea agil al momento de adicionar el medio en los tubos de lo contrario se tendra una
contaminacion antes de tiempo.

» Use una pipeta diferente para cada muestra.
» No adicione medio de cultivo a temperaturas superiores de 45°C.
11.REGISTRO
Reporte resultados analisis microbiolégicos “Codigo del formato”
12.FRECUENCIA

Siempre que se requiera el analisis microbiologico de esporas aerobias y anaerobias.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL RECUENTO MICROBIOLOGICO

B.1 MUESTRAA3ISC £ 2°C B.2ZMUESTRAABSC £2°C
Inspeccion extemna del envase Inspeccion extemna del envase
Envoltura en papel absorbents Envoltura en papel absorbents

Imcubacion a 35°C £ 2°C durante 10 d Incubacion a 35°C + 2°C durante 10 d
y frotis directo, coloracion de Gram y frotis directo, coloracion de Gram
Aperiura del envase y siembra de una muestra Aperiura del envase y siembra de una muesira
en 8 tubos con 10 mil de calde BHI con almidon en 8 tubos con 10 ml de caldo BHI con almidon

| f
I i | i

4 tubos en asrobiosis 4 tubos en anasrobiosis 4 tubos en asrobiosis 4 tubos en anasrcbiosis
IFC+2*CT2h 35°"C+2°C72h BRC+2°CT2h AE"C+2°C72h

Frotis y coloracion de Frotis y coloracion de Frotis y coloracion de Frotis y cokracion de

Gram de los tres fubos Gram de los tres tubos Gram de los fres tubos Bram de los fres tubog

1 ! | ]

e confima crecimiento
en maxima un tubo de los seis
Ferobios y ninguno anasrobio
musstra crecimisnto

PRUEBA DE ESTERILIDAD
COMERCEAL
INSATISFACTORIA

PRUEBA DE ESTERILIDAD COMERCIAL
SATISFACTORIA
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Naturaleza del cambio Realizado por: Control de Revisado por: Ruth Montafiez Aprobado por:

Calidad Gerencia

1.

Fundamento

Método horizontal para la enumeracion de levaduras y mohos viables en productos destinados
para consumo humano o alimentacion de animales, que tienen una actividad de agua superior a
0.95 (huevos, carne, productos lacteos a excepcion de la leche en polvo, frutas verduras, pastas
frescas, etc.) por medio de la técnica de recuento de colonia a una temperatura de 25°c, no se
aplica a productos con actividad acuosa inferior o igual a 0.60.

2.

OBJETIVO

Establecer la técnica para la siembra y recuento de mohos y levaduras.

3.

ALCANCE

Esta técnica aplica para el analisis de la presencia de mohos y levaduras, en producto
terminado, materia prima, insumos, agua o cualquier otro tipo de producto e incluso al
ambiente.

4.

>

DEFINICIONES

Levadura: microorganismos aerobico mesofilico que a 25°C desarrolla colonias redondas
brillantes o mate sobre la superficie del medio que usualmente tienen un contorno regular
y una superficie mas o menos convexa.

Moho: microorganismo filamentoso aerdbico mesofilico que sobre la superficie de un
medio de agar micolégico usualmente desarrolla gérmenes/propagulas de proliferacion
planas o esponjosas o colonias con estructuras con color fructiferas o que forman esporas.
Propéagula. Germen: entidad viable capaz de crecer en un medio nutritivo.

Colonia: Acumulacién visible localizada de masa microbiana, desarrollada sobre o dentro
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de un medio nutritivo solido a partir de una particula viable.

» Medio de Cultivo: Producto que contiene nutrientes especificos preparados
artificialmente con control pH, temperatura, humedad, valores fisiolégicos y osméticos
optimo; Para permitir el crecimiento de un microorganismo especifico.

» Siembra microbioldgica: Es la accion de colocar una alicuota del alimento a analizar,
por medio de una pipeta o asa estéril en un medio de cultivo (Agar) especifico para que
un microorganismo pueda multiplicarse, luego se dan las condiciones de temperatura y
tiempo indicados para obtener un resultado de presencia o ausencia de éste en dicho
alimento.

5. ROLES Y RESPONSABILIDAD

Jefe de Calidad: Definir y efectuar los procedimientos para aplicar las diferentes pruebas
microbiolégicas a la materia prima, insumos, material de empaque y producto terminado.
También revisar y analizar los resultados de las siembras microbioldgicas que le permita
tomar medidas correctivas y/o preventivas.

Analista de Control de Calidad: Realizar la siembra microbiolégica para la materia
primas, insumos, materiales de empaque y producto terminado de acuerdo al Plan de
Muestreo establecido, con una adecuada preparacion previa de area, equipos, materiales y
ambientes que aseguren los resultados obtenidos.

6. PROCEDIMIENTO
6.1EQUIPOS Y MATERIALES

Cajas de Petri estériles.

Pipeta de 1y 10 ml estéril.

Agar (Agar OGY o YGC).

Mechero

Encendedor y marcador.

Area preparada asépticamente para siembra.

VVVVVYY

6.2 TECNICA

6.2.1 Preparacion de la muestra en una suspension inicial (agua peptona al 0.1%) y
homogenizar.
6.2.2 Agite la suspension inicial y las diluciones con el fin de evitar la sedimentacion de
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particulas que contenga microorganismos.

6.2.3 Sobre una placa de agar DRBC (agar de dicloran rosa de bengala y cloranfenicol) para
muestras con Aw mayor a 0.95 y sobre una placa de agar DG18 (agar dicloran al 18%
y glicerol) para muestras con Aw menor a 0.95, utilizando una micropipeta estéril
transfiera 0.1MI de la muestra si es liquida, o 0.1MI de la suspension inicial, en el caso
de otros productos.

6.2.4 Disperse el liquido sobre la superficie de la placa de agar con un asa estéril.

6.2.5 Repita estas operaciones con diluciones posteriores utilizando una micropipeta estéril
para cada dilucion decimal.

6.2.6 Incube aerébicamente en posicidn invertida las placas preparadas a 25°C durante 5 a
7 dias.

7. INTERPRETACION
Después del periodo de incubacion, seleccionar las cajas que contengan <150 colonias y cuente
estas colonias.
Si los mohos de crecimiento rapido son un problema, cuente las colonias después de 2 dias y
nuevamente después de 5 dias de incubacién.

8. Expresion de resultados

Registre las colonias de levaduras y las colonias de mohos.

9. INTERPRETACION
Los mohos y levaduras se caracterizan por crecer en ambientes humedos, no se tiene
una interpretacién Unica de ellos ya que los hay de un gran nimero de formas, estos se
pueden presentar de diferentes colores (blanco, negro, verde, etc.), adicionalmente a ello
su textura también suele variar, ya puede ser de forma algodonosa, aterciopelada etc.
10.FRECUENCIA

Siempre que se requiera el analisis de mohos y levadura.

11.REGISTRO

Reporte resultados microbiolégicos en el ambiente.
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Naturaleza del cambio Realizado por: Control de Revisado por: Ruth Montafiez Aprobado por:
Calidad Gerencia

1. DEFINICIONES
Para los propésitos de esta norma, se aplican las siguientes definiciones:

Agentes quimicos aprobados: productos desinfectantes o detergentes-desinfectantes
aprobados para uso en la industria lactea. La lista de agentes quimicos aprobados se revisa
periddicamente.

Cloro disponible: cantidad de cloro equivalente al oxigeno liberado cuando el agente
desinfectante clorado, esta completamente descompuesto en cloruro y oxigeno.

NOTA El uso del término cloro disponible esta limitado en la practica a los hipocloritos liquidos y
a los agentes solidos que liberan cloro, en los cuales la accion desinfectante es posterior a una
hidrolisis sencilla a &cido hipocloroso y su posterior descomposicion en cloruro y oxigeno.

Tamponar: estabilizar el valor del pH de una solucion.
Agua helada: agua potable a una temperatura inferior a 5 °C.
Limpieza: proceso de eliminar la suciedad.

Higienizacién: como se establece en diversas legislaciones sobre leche y productos lacteos,
combinacion de los procesos de limpieza y desinfeccion.

Agua potable Agua que en el momento de utilizarse posee una calidad suficiente para cumplir
con la clasificacion establecida en el Decreto 4751.

Inhibidores de corrosion: sustancias capaces de minimizar la corrosion de algunos metales,
en casos especificos.

Detergentes: sustancias capaces de ayudar a la limpieza, cuando se agregan al agua. Incluyen
jabones, agentes tensioactivos organicos, por ejemplo: detergentes sintéticos, compuestos
alcalinos y en algunos casos compuestos acidos.

Desinfeccion: proceso que reduce el nUmero de microorganismos en una planta de productos
lacteos y en los utensilios, para dar un nivel compatible con estandares aceptables de higiene y
calidad.

Dispersar: proceso que consiste en retirar y mantener en suspension la suciedad no disuelta.
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Emulsionar: proceso que consiste en mantener en forma dispersa aceites y grasas del
residuo de la leche.

Nebulizacion: aplicacion de un agente desinfectante en forma de una nube densa de
gotas diminutas.

Fumigacién: aplicacion de sustancias en forma de humo o vapores que al volatilizarse
son capaces de destruir insectos, bacterias, mohos y levaduras.

Piedra de leche: depdsito que contiene caseinato de calcio y fosfato de calcio.

Agentes secuestrantes: productos quimicos que se combinan con sales de calcio y
magnesio, como los que se encuentran en el agua dura, para formar compuestos
solubles en agua, que generalmente mejoran la operacion de los detergentes.

Suciedad: residuo de la leche, incrustaciones y otros depdsitos que se deben retirar de la
linea de produccion y de la planta en general durante el proceso de limpieza.

Esterilizacion: proceso destinado a destruir o eliminar todas las formas de vida
microbiana (GTC 85).

Agentes tensioactivos: sustancias capaces de modificar las fuerzas fisicas existentes
en las superficies, como las que existen entre liquidos y sélidos, permitiendo un contacto
mas estrecho y facilitando su mezcla.

Fregado manual: aplicacion de un liquido a una superficie por medio de un pafio u otro
material.

2. PASOS BASICOS

En todos los procesos de limpieza en la industria lactea, cuando deba realizarse una
tarea es conveniente tratar de ejecutar cada uno de los siguientes pasos. Normalmente,
todos son necesarios para una limpieza exitosa y para cualquier proceso de desinfeccién
posterior o combinado.

a) Enjuague preliminar con agua, para retirar la suciedad no adherida.

c) Uno o mas enjuagues de las superficies limpias, con agua potable de manera que
gueden libres de contaminantes y solucion detergente.

2.1 ACIDOS

Los acidos mas cominmente usados son:
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a) Acidos inorganicos, por ejemplo:

1) Acido nitrico.

2) Acido ortofosforico (acido fosférico).
b) Acidos orgéanicos, por ejemplo:

1) Acido glicolico (acido hidroxiacético).
2) Acido glucénico.

3) Acido sulfamico (acido sulfamidico).

Estas materias primas se usan en formulaciones disefiadas para la remocion de
suciedad muy adherida, como la de la piedra de leche, que se encuentra con
frecuencia en la industria lactea. Es conveniente manejar estos materiales con
cuidado, ya que pueden causar quemaduras severas en la piel. Ademas, son
corrosivos y por esta razon es posible que tengan que usarse con inhibidores de
corrosion.

2.2 AGENTES SECUESTRANTES
Ejemplos tipicos de agentes secuestrantes son:

a) Polifosfatos de sodio.
b) Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y sus sales.
c¢) Acido glucédnico y sus sales.

Se incluyen en los detergentes para prevenir el desarrollo de incrustaciones del agua
dura, o para impedir la formacién o remover la piedra de leche.

Su inclusién en una formulacion también puede mejorar las propiedades de enjuague
y el poder detergente total de las soluciones que contienen agentes tensioactivos.

2.3 AGENTES QUIMICOS DESINFECTANTES

Los agentes quimicos desinfectantes se pueden incorporar a los detergentes para
obtener productos balanceados tanto para limpieza como para desinfeccién. Como
alternativas al agua hirviente o al vapor de agua para la desinfeccion de equipos en
la industria lactea, sblo se permiten aquellas marcas de desinfectantes y agentes
guimicos aprobados por las autoridades competentes, de acuerdo con la legislaciéon
pertinente sobre leche y productos lacteos.
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Tabla 2 Agentes quimicos desinfectantes

Agente quimico desinfectante Agente activo
Ortofosfato trisédico clorado Cloro
1,3-dicloro-5,5-dimetilhidantoina Cloro
Dicloroisocianurato sodico Cloro
Hipoclorito de sodio Cloro
Acido peracético Oxigeno
Bromuro n- hexadecil trimetilamonio Compuestos de amonio cuaternarios
Cloruro de benzalconio Compuestos de amonio cuaternarios
Yodoforos Yodo

En la industria lactea, la suciedad que queda en los equipos después de su utilizacion
estd contaminada con microorganismos y es un medio en el cual estos se pueden
multiplicar facilmente.

Si un equipo limpiado en forma inadecuada se somete a un proceso de desinfeccion,
entonces:

3.3 NECESIDAD DE TENER SUPERFICIES LIMPIAS

En la industria lactea, la suciedad que queda en los equipos después de su utilizaciéon
estd contaminada con microorganismos y es un medio en el cual estos se pueden
multiplicar facilmente.

Si un equipo limpiado en forma inadecuada se somete a un proceso de desinfeccion,
entonces:

a) Los microorganismos presentes en los residuos de suciedad estaran protegidos del
contacto con los desinfectantes quimicos y también, en alguna medida, de los efectos
del calor.

b) La fuerza de cualquier solucién quimica desinfectante, y en consecuencia su
eficacia, se pueden ver reducidas por cantidades excesivas de suciedad.

c) La desinfeccion por calor hard que la suciedad residual sea més resistente a los
procesos de limpieza posteriores.

d) Los microorganismos que sobrevivan, ya sea al calor o a los agentes quimicos, se
pueden multiplicar en residuos hiumedos de suciedad, y si transcurre suficiente tiempo
antes de su uso, el equipo se puede llegar a contaminar seriamente. La acumulacion
de suciedad como resultado de una limpieza inadecuada continuada acentuara estos
efectos.
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3.4 TIEMPO PARA DESINFECCION

Considerando que todos los equipos de las plantas lecheras se deben limpiar lo mas
pronto posible después de su uso, la desinfeccion de la planta de procesamiento y
fabricacion debe hacerse inmediatamente antes de la siguiente produccion.

Un equipo que no haya sido usado a las pocas horas de su desinfeccion, debe ser
redesinfectado inmediatamente antes de su uso.

3.5 QUE OCURRE EN LOS PROCESOS

Durante el tratamiento de limpieza con la solucion detergente ocurren los siguientes
procesos:

a) Humectacioén de la superficie sucia.

b) Retiro de la suciedad de la superficie mediante la accion de una solucion,
emulsificacion, accién quimica y/o mecanica.

c) Dispersion y suspension de la suciedad no disuelta, dentro de la solucién. Durante
el proceso de enjuague posterior es esencial que el detergente tenga una buena
capacidad de enjuague, es decir, que la solucion detergente tenga la capacidad de
mantener la suciedad en suspensién mientras la solucion es diluida durante la
operacion de enjuague, de manera que no haya una nueva deposicion. Esto también
significa que la solucién detergente no debe dejar una pelicula residual de detergente
en la superficie enjuagada.

3.6 EFECTOS DE LOS AGENTES DESINFECTANTES

Los procedimientos de desinfeccion que emplean agua caliente o hirviente, vapor o
agentes desinfectantes quimicos aprobados son eficaces contra la mayoria de
bacterias que no son formadoras de esporas. Sin embargo, las bacterias no
formadoras de esporas mas resistentes al calor, presentes algunas veces en el
equipo de ordefio, pueden sobrevivir al tratamiento de agua hirviente recomendado
para este tipo de equipo.

No se puede contar con que la aplicacion prolongada de vapor a 100 °C, ni un
tratamiento especial con agentes quimicos desinfectantes, como por ejemplo el
remojo prolongado usando agentes no corrosivos, sean eficaces contra las esporas
bacterianas; sin embargo, en algunas especies su numero se puede reducir.

Si la contaminacién con esporas bacterianas se convierte en un problema, el

tratamiento para remover la piedra de leche, o el desarme y limpieza profunda,
pueden ayudar a la eliminacion fisica de las esporas.
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4. PLANTAS Y EQUIPOS POR HIGIENIZAR

Los materiales de construccion de las plantas lecheras abarcan una gran variedad de
metales y no metales, por lo que es conveniente que los detergentes y agentes
desinfectantes se escojan para adecuarse al material en cuestion.

Todas las superficies que entran en contacto con la leche o los productos lacteos
deben ser lisas. Las superficies deterioradas e irregulares son més dificiles de limpiar,
ya que los depdsitos se adhieren con mayor firmeza y las bacterias se resguardan
mas facilmente.

4.1 EJEMPLOS DE EQUIPOS QUE REQUIEREN TRATAMIENTO ESPECIAL
Los siguientes son algunos ejemplos de equipos que requieren tratamiento especial:

a) Se recomienda usar agua caliente presurizada, a una temperatura de 140 °C a
150 °C para la esterilizacion en plantas UHT, donde es necesaria la destruccion
completa de todos los microorganismos.

b) Si ocurre acumulacion de flora particular, por ejemplo: bacterias coliformes,
psicrétrofas o termoddricos, en el equipo tratado con un agente quimico desinfectante,
el cambio a otro tipo diferente de agente no garantiza completamente su efectividad.
El desmonte, inspeccidn, limpieza profunda, remocion de piedra de leche y reemplazo
de los componentes defectuosos son pasos preliminares frecuentemente necesarios
para obtener una desinfeccion exitosa con agentes quimicos. Si es viable la
desinfeccién por calor, se puede usar peridbdicamente para evitar la acumulacién de
flora bacteriana resistente a los agentes quimicos.

5. OPERACIONES DE LIMPIEZA Y DESINFECCION EN LAS PLANTAS DE
PROCESAMIENTO DE LACTEOS

5.1 GENERALIDADES

Las operaciones de limpieza deben seguir una rutina estricta. Al final del proceso
lacteo se pasa agua fria por toda la linea para eliminar los residuos de leche.

Se debe tener en cuenta, que no se dispone de un detergente multipropdsito para
todas las limpiezas en sitio; al seleccionar un detergente se debe prestar atencion al
hecho de que la suciedad que se va a retirar de una superficie caliente es de
naturaleza diferente y mas adherida que la de una superficie no caliente.

Algunos elementos en que estad construida la instalacion estan propensos a la
corrosion, por ejemplo, hendiduras por corrosion, y mientras que en tanques y
tuberias se pueden usar con relativa seguridad agentes desinfectantes aprobados, a
sSu concentracion recomendada, puede presentarse corrosion en algunos elementos
tales como intercambiadores de calor de tipo placa, evaporadores y valvulas; para
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elementos aplica la desinfeccidon con vapor o agua caliente.

Los agentes quimicos desinfectantes son usados, normalmente, a baja concentracion
y las incrustaciones o los residuos de proteinas que quedan en los equipos pueden
inactivar el agente desinfectante y perjudicar seriamente la eficiencia de la
desinfeccion. Cuando hay presencia de residuos o0 incrustaciones, un agente
desinfectante es eficaz solamente cuando ocurre penetracion. Las condiciones de
remojo o circulacion normales no son eficaces cuando hay presencia de
incrustaciones y los residuos pueden, por tanto, actuar como una fuente de
reinfeccidbn microbiana. En consecuencia, es esencial una limpieza adecuada previa
a la desinfeccion.

5.2 PLANTAS UHT
5.2.1 Generalidades

Las plantas para UHT siempre se suministran con sistemas de limpieza
completamente automatica, y las concentraciones detergente/acido, temperaturas y
tiempos de limpieza habran sido establecidos durante la orden de pedido del equipo.
En forma similar, el tiempo y la temperatura de tratamiento se deberan establecer y
registrar en el programa automatico.

Sin embargo, de acuerdo con la fabricacion, algunos elementos del equipo pueden
necesitar limpieza manual ademas de la limpieza en el sitio rutinaria, especialmente
durante la puesta en servicio, y hasta que se establezca que la limpieza de rutina en
el sitio es adecuada.

5.2.2 Limpieza de plantas UHT calentadas indirectamente

Se usan diferentes métodos de limpieza para plantas de UHT calentadas
indirectamente. El método que proporcionara una limpieza satisfactoria se debera
establecer por experimentacion, y dependeréa del disefio de la planta, las condiciones
del sitio, y la longitud del ciclo.

La planta debe ser limpiada al final de cada ciclo de leche, con el siguiente
procedimiento:

a) Al finalizar el ciclo de la leche, se apagan todos los servicios no requeridos. Se
hace correr agua fria dentro del tanque de balance al menos durante 15 min, y se
bombea esta agua a través del intercambiador de calor, para que fluyan los residuos
de leche.

b) Se limpia la instalacion mediante un procedimiento apropiado y de acuerdo a lo
establecido por el fabricante del equipo. Es conveniente consultar las instrucciones
del fabricante, con relacion a la frecuencia a la cual se deberian inspeccionar los
intercambiadores de calor.
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5.2.3 Limpieza de plantas UHT de calentamiento directo

La gran variacion en el disefio de las plantas UHT de calentamiento directo hace
imposible describir un solo procedimiento de limpieza. En todos los casos es
conveniente seguir las recomendaciones del fabricante y desarrollar un
procedimiento satisfactorio. Se recomienda prestar atencion especial a los
elementos de la planta que son dificiles de limpiar en el sitio, tales como el tanque y
la boquilla de expansion.

5.2.4 Limpieza intermedia o limpieza sobre la marcha

La limpieza intermedia se practica en algunas instalaciones. Se realiza para
incrementar el periodo del ciclo de proceso antes de que la limpieza comience a ser
esencial, y a las temperaturas del proceso manteniendo asi la instalacion estéril. En
todos los casos es conveniente seguir las recomendaciones del fabricante y
desarrollar un procedimiento satisfactorio

5.2.5 Esterilizacion

Las plantas UHT se esterilizan mediante métodos de limpieza automética
programada. La esterilizacion se realiza normalmente antes del ciclo de proceso.

NOTA 1 Asegurese de que todas las secciones de la instalacion estén dentro del
rango de temperatura de 140 °C a 150 °C.

NOTA 2 Una temperatura superior a 150 °C puede causar el deterioro rapido de las
juntas de caucho.

NOTA 3 No son adecuados los agentes quimicos desinfectantes.

5.2.6 Limpieza y desinfeccién en el sitio CIP (LES)

La rutina adoptada dependera de la construccion de la maquina, pero se
recomienda el siguiente procedimiento bésico.

a) Drenar los equipos, usualmente por unos 10 min.
b) Recuperar el producto procesado con agua potable.

c) Enjuagar con agua a la misma temperatura que se uso6 para el ultimo proceso.
La regla para enjuagar es simple: hasta que el agua salga clara y tenga un pH

cercano al agua de entrada.
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d) Efectuar un lavado alcalino con un buen detergente a una temperatura mas alta
que la del proceso de preparacion del alimento o la bebida.

e) Enjuagar hasta un pH cercano al del agua de entrada.
f) Aplicar un detergente acido apropiado.

g) Enjugar hasta que el agua salga a un pH cercano al agua de entrada.

5.2.7 Condiciones bésicas para la ejecucion de un CIP

En un sistema de limpieza y desinfeccion CIP se deben asegurar los siguientes
aspectos:

a) Evitar contaminacién de las soluciones. Prevenir el riesgo de que el producto
llegue a contaminarse con las sustancias utilizadas en el proceso CIP. Esto se debe
prever mediante la instalacion adecuada de valvulas.

b) Condiciones técnicas de tuberias. Conviene tener un buen sistema de drenaje
para el producto y/o soluciones de limpieza, para evacuar las soluciones con rapidez
y prevenir contaminaciones con las soluciones o mezclas de las mismas.

Un buen disefio de planta es esencial; el trazado de tuberias debe tener las
siguientes caracteristicas:

1) Buena capacidad de drenaje (los puntos en que el agua residual no pueda ser
drenada son sitios ideales para la rapida multiplicacion de microorganismos).

2) Flujos concentrados: el flujo de detergente debe estar en la direccion opuesta a la
del producto en proceso.

3) Eliminacion de puntos muertos.

4) Uniformidad de los materiales: los materiales de tuberias deben permitir un
drenado completo de todos los circuitos.

5) La disposicion de la planta y tuberias debe permitir un drenado completo de todos
los circuitos.

6) Se debe asegurar un alto grado de turbulencia de los fluidos de limpieza, en los
circuitos por limpiar.
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7) Para controlar las condiciones de operacién, se pueden instalar instrumentos
adecuados y hacer muestreo en los puntos criticos de control del circuito de limpieza.

8) Las placas de unién y valvulas de doble asiento que conectan las lineas de
produccion y las tuberias de CIP deben asegurar una operacion sin fallas del ciclo de
limpieza, sin posibilidades de contaminacion cruzada entre los productos quimicos y
los productos alimenticios.

9) Para garantizar que los productos de limpieza o productos lacteos entren en
contacto durante los ciclos de produccion, se recomienda instalar una descarga al
drenaje, entre las lineas de produccion y CIP.

10) Se deben instalar accesos a las partes criticas de las lineas, para su inspeccion
visual y limpieza manual, si es necesario. Las instrucciones completas de limpieza
para cada circuito CIP deben estar claramente escritas, y su ejecucion solo se debe
confiar a personal bien entrenado.

12) La efectividad de la limpieza CIP debe ser verificada a través de un programa de
pruebas quimicas, fisicas, microbioldgicas y visuales.

c) Drenaje. Aumentar la eficiencia de la limpieza usando un sistema de purga con
aire. Una inyeccion de aire comprimido libre de aceites es forzada a entrar en
tanques y tuberias como el método conveniente para evacuar producto residual.

El resultado es el aumento en la recuperacion de producto, la minimizacion de la
materia residual por remover, la disminucion del agua requerida para enjuagar y el
mejoramiento en la utilizacion del detergente a las concentraciones efectivas para un
namero de aplicaciones establecidas.

d) Limpieza de tanques del CIP. Los sistemas CIP necesitan ser limpiados
ocasionalmente debido a que se contaminan con los precipitados de la suciedad que
estan removiendo.

NOTA 1 El equipo se deberia usar inmediatamente después de desinfeccion; si esto
no es posible, se debe redesinfectar inmediatamente antes de su uso.

NOTA 2 La desinfeccién usando agua caliente o vapor no es adecuada para todas
las maquinas; por tanto, antes de usar cualquiera de estos métodos se debe
consultar al fabricante de la maquina
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