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RESUMEN
El control de calidad microbioldgico en las plantas de produccion de alimentos, es fundamental
para garantizar los estandares de calidad de obligatorio cumplimiento por normas establecidas para
su comercializacion sin suponer un riesgo para la salud de las personas. En ese sentido, la
Compariia Nacional de Levaduras-Levapan S.A. produce actualmente una amplia variedad de
productos destinados al consumo humano; por tal motivo se llevo a cabo el anélisis de materias
primas, ambientes, superficies, manipuladores y producto terminado en el proceso de elaboracién
de levadura seca y beta-glucan en la planta de la compafiia ubicada en el municipio de Tulud, Valle

del Cauca-Colombia.

Se ejecutaron andlisis microbiologicos tradicionales (recuento en placa) y automatizados (TEMPO
y Mini-VIDAS) segun las directrices y metodologia establecidas por la compafiia para la
evaluacion de microorganismos contaminantes (indicadores microbioldgicos: bacterias aerobias
mesofilas, coliformes fecales y totales, hongos y levaduras, enterobacterias, Staphylococcus
aureus) y descartar la presencia de patdgenos (Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Cronobacter Sakazakii, entre otros) que pueden estar

presentes durante el proceso de produccion.

Los resultados de los analisis ejecutados a las materias primas; factores externos (ambientes,
superficies y manipuladores); proceso de elaboracion y producto terminado durante los meses de
seguimiento, establecié el cumplimiento de los parametros microbioldgicos exigidos por el
gobierno nacional para la comercializacién de dichos productos; permitiendo de esta manera crear
acciones preventivas en consideracion en los futuros procesos de elaboracion en las lineas de

produccidn, y siguiendo el exhaustivo control de los posibles riesgos relacionados a la presencia
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de microorganismos causantes de ETA’s (enfermedades transmitidas por los alimentos) y su rol

sobre la salud de las personas.

Palabras clave: andlisis microbioldgicos, patdgenos, parametros, calidad microbioldgica,

parametros microbioldgicos, acciones preventivas, ETA’s.
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ABSTRACT

Microbiological quality control in food production plants is essential to guarantee the quality
standards required by the standards established for marketing without posing a risk to people’s
health. In that sense, Compafiia Nacional de Levaduras-Levapan S.A. currently produces a wide
variety of products for human consumption; For this reason, the analysis of raw materials,
environments, surfaces, handlers and finished product was carried out in the process of producing
dry yeast and beta-glucan in the company's plant located in the municipality of Tulua, Valle del

Cauca. Colombia.

Traditional (plate count) and automated (TEMPO and Mini-VIDAS) microbiological analyzes
were carried out according to the guidelines and methodologies established by the company for
the evaluation of contaminating microorganisms (microbiological indicators: mesophilic aerobic
bacteria, fecal and total coliforms, fungi and yeasts )., enterobacteria, Staphylococcus aureus) and
rule out the presence of pathogens (Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Clostridium
perfringens, Bacillus cereus, Cronobacter Sakazakii, among others) that may be present during

the production process.

The results of the analyzes carried out on the raw materials; external factors (environments,
surfaces and manipulators); manufacturing process and finished product during the months of
monitoring, developed compliance with the microbiological parameters required by the national
government for the commercialization of said products, thus allowing the creation of preventive
actions taken into consideration in future manufacturing processes in the production lines.
production; and following the exhaustive control of the possible risks related to the presence of

microorganisms that cause ETA (foodborne diseases) and their role on people's health.
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Key words: microbiological analysis, pathogens, parameters, microbiological quality,

microbiological parameters, preventive actions, ETA's.
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INTRODUCCION
La Compafiia Nacional de Levaduras-Levapan S.A, es una compafiia multilatina reconocida por
su compromiso con la excelencia en la produccion de gran cantidad de materias primas a partir del
uso de levaduras; entre los cuales se encuentran la levadura seca y beta-glucan, dos componentes
esenciales en la industria alimentaria por su aporte como base de innumerables productos que se
comercializan en el mercado nacional. La calidad de estos productos es de vital importancia tanto
para la satisfaccion de los clientes como para la seguridad alimentaria. En este contexto, la

evaluacion de la calidad microbioldgica en las lineas de produccién adquiere una relevancia critica.

El mantenimiento de la calidad e inocuidad de los productos finales podria verse comprometido
por la existencia de microorganismos, como bacterias patdgenas, levaduras y hongos
contaminantes. Las aplicaciones especificas requieren que los productos tengan la cantidad
necesaria de beta-glucan de levadura para ser efectivos; por lo tanto, un régimen exhaustivo de
pruebas microbioldgicas es crucial para mantener los estandares de calidad durante todo el proceso

de produccion.

La garantia de calidad microbioldgica es un compromiso de la empresa con la excelencia y la
satisfaccion del cliente, y también contribuye a cumplir con los estandares regulatorios y las
expectativas de la industria; este andlisis permitira a la Compafiia Nacional de Levadura-Levapan
S.A. seqguir siendo lider en la produccion de materias primas y productos destinados al consumo
masivo (como lo son la levadura seca y beta-glucan) que aportan un valor elevado en la

alimentacion de las personas que los consumen.

El control de calidad microbioldgica en las lineas de produccion de levadura seca y beta-glucan de

levadura en la planta ubicada en el municipio de Tulua-Valle del Cauca de la empresa Levapan
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S.A. En este contexto, el presente informe se enfocara en definir los objetivos especificos, los
procedimientos de muestreo y analisis, asi como las acciones correctivas necesarias para mantener

la integridad y seguridad de los productos.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la calidad microbiologica en los procesos de fabricacién y producto terminado de

levadura seca y beta-glucan elaborados por la Compariia Nacional de levaduras-Levapan S.A. en

la planta de produccidén ubicada en el municipio de Tulug, Valle del Cauca-Colombia.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar la calidad de las materias primas empleadas para la fabricacién de levadura seca

y beta-glucan de levadura mediante el uso de anélisis microbioldgicos tradicionales.

Monitorear los factores externos (ambientes, superficies, manipuladores) que se
encuentran en contacto con el producto, ocasionando su contaminacion y pérdida de

atributos nutricionales.

Evaluar la presencia de microorganismos contaminantes y/o patégenos mediante diferentes
pruebas de deteccion, en el producto terminado (levadura seca y beta-glucan en la

comparfiia Levapan S.A).
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2. JUSTIFICACION
El andlisis de calidad microbioldgica en las lineas de produccién de levadura seca y beta-glucan
en la Compafiia Nacional de Levaduras-Levapan S.A, planta Tulud, se basa en varios aspectos
criticos que impactan tanto en la calidad de los productos como en la seguridad alimentaria y la
reputacion de la empresa. Es por este motivo que la compafiia efectla constantes analisis para
lograr comercializar sus productos con los més altos estandares de calidad, convirtiéndose en un
referente en Colombia con respecto al tema de comercializacién de materias primas relacionadas

a la produccion de Saccharomyces cerevisiae.

La levadura seca y beta-glucan de levaduras, son productos que generan una gran utilidad en
ganancias en la compafiia debido a su uso como materias primas en panaderias 0 como base para
la fabricacion de formulas lacteas; los cuales se encuentran sujetos a especificos estandares de
calidad que deben ser cumplidos para su comercializacion y no representar un posible riesgo para
la salud de los consumidores. Las caracteristicas fisicoquimicas, calidad microbiolégica, analisis
sensorial, entre otras; son pardmetros que deben evaluarse constantemente en la industria
alimentaria para evitar problemas relacionados a microorganismo contaminantes y patdgenos
capaces de generar ETA’s (Enfermedades transmitidas por alimentos) y que se deben a falencias
o deficiencias inadecuados procesos de limpieza, manipulacion de materias o productos, ambientes
o desinfeccion y sanitizacién de instrumentos, maquinaria y equipos presentes en los procesos de

fabricacion; incidiendo directamente en la disminucion de la vida Gtil de dichos productos.

La verificacion de indicadores microbioldgicos en los entornos de fabricacién, constituye una
medida de contencion y prevencion de bacterias aerobias mesdéfilas, coliformes totales y fecales,
enterobacterias, mohos y levaduras, Staphylococcus aureus, Escherichia coli principales

microorganismos que deterioran las caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas y sensoriales de
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los productos; ademas de realizar un estricto seguimiento a los patdgenos (Salmonella spp.,
Clostridium spp., Listeria spp., Pseudomonas spp., Bacillus cereus, entre otros) mediante técnicas
clasicas y modernas técnicas de deteccidn, recuento y control de éstos para minimizar la

posibilidad de generar un riesgo en la salud de las personas al ser consumidos en los alimentos.

La realizacion de un analisis de calidad microbioldgica en las lineas de produccion de la compafiia
Levapan S.A. en la cuales se fabrica levadura seca y beta-glucan de levadura en la planta ubicada
en el municipio de Tulua es esencial para garantizar la seguridad alimentaria, cumplir con las
regulaciones, mantener la satisfaccion del cliente y preservar la calidad de los productos. Es por
esta razon que el laboratorio de calidad de la compafiia, es el principal responsable de realizar el
respectivo control relacionado a la prevencion, identificacion, solucion y correccion de las causas
relacionadas a la alteracion de las materias primas y productos que se fabrican en la Compafiia
Nacional de Levaduras y de este modo cumplir con los requerimientos establecidos por el gobierno

nacional, contribuyendo en la mejora continua y la competitividad de la empresa en el mercado.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Compaiiia Nacional de Levaduras-Levapan S.A.

La compariia Nacional de Levaduras-Levapan S.A. surge en Colombia en 1952 como adquisicién
de Guillermo Ponce de Leodn al intercambiar su estacion de servicio de combustible por una fabrica
de levadura en Fontibon. Posterior a este suceso, se construye una segunda planta de levadura
ubicada en el municipio de Tulua, Valle del Cauca; aumentando de esta manera el catalogo de
productos distribuidos hasta el momento y permitiendo expandir sus estructuras en varios
departamentos de Colombia (Levapan , 2017).

En la actualidad Levapan S.A. es una compafiia centrada en la produccion y comercio de gran
cantidad de productos enfocados en satisfacer la demanda de materias primas en la industria
alimentaria, gastrondmica, agroindustrial y nutricién animal y vegetal. Con 70 afios en el mercado
nacional e internacional, Levapan S.A. cuenta con la presencia en varios paises del continente
(Ecuador, Pert, Republica Dominicana, Panama) y en Colombia posee 4 fabricas de produccion
(Levapan S.A. ubicada en el municipio de Tulug; Panal S.A.S en Rionegro-Antioquia; Levacolsas
en la localidad de Fontibon en Bogota y Nutritec en Yumbo, Valle del Cauca) haciendo de esta
una empresa con gran potencial econémico enfocada en la innovacién de manera eficiente,
responsable e incluyente que tiene como vision la generacion de valor social y econdémico a las
distintas personas que hacen parte o se relacionan directamente con la empresa (Levapan, 2017).
La empresa posee un amplio portafolio de productos que no sélo suple la necesidad de materias
primas para la industria alimentaria (levadura seca, levadura fresca, fermentos, ingredientes de
panaderia, pasteleria y reposteria; extractos y potenciadores de sabores, entre otros); pues cuenta

ademas con productos enfocados a la nutricion animal, fertilizantes organicos y gran variedad de
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insumos encargados de proteger y aumentar la salud de sus clientes. El desarrollo de estos
productos ha sido posible gracias a la constante investigacion, desarrollo y ejecucion de proceso,
técnicas y metodologias disefiadas en el uso eficiente de microorganismos como pilar base en la
transformacion continua de los insumos y productos que comercializan.

La constante busqueda y evolucidn en los procesos establecidos por la compafiia; ha hecho posible
la implementacion de atributos caracteristicos que han elevado la calidad de los productos
destinados a mejorar la salud de los consumidores; es por esta razon que en la actualidad dispone
de ciertos componentes o bioingredientes enfocados en la adaptacién para suplir directamente las
necesidades en salud, al servir de estimulantes en los seres humanos, animales y plantas (como se
presenta a continuacion) (Levapan, 2018).

3.1.1. Levaduras Core: linea conformada por microorganismos unicelulares (levaduras) que
se producen en forma de materias primas en estado activo e inactivo para ser usado en
industria alimentaria (panaderia) y que se obtienen de procesos fermentativos al usar
especies de Saccharomyces cerevisiae, enriquecidas con determinados compuestos
(glutatién, vitaminas, minerales, entre otros) que permiten ofrecer altas tasas de
viabilidad celular (Levapan, 2022).

3.1.2. Proteinas Rich: linea compuesta por extractos de proteinas vegetales hidrolizadas
(PVH) y extractos de levadura obtenidos a partir de cultivos axénicos de
Saccharomyces cerevisiae, los cuales han sido sometidos a procesos de autolisis; y por
lo tanto presentan un alto contenido de amino&cidos, proteinas, vitaminas, entre otras;
permitiendo hacer parte en la industria de nutricion vegetal animal, cuidado personal,

alimentaria y belleza (Levapan, 2022).
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3.1.3. Bioactivos Plus: linea obtenida a partir de procesos de autolisis de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, lo que permite su separacion y concentracion en extractos,
paredes celulares y beta-glucan (1,3 y 1,6 de levadura) a través de especificos procesos
biotecnoldgicos (Levapan, 2022).

Para el desarrollo y produccion de la méxima cantidad de productos en la planta de Tulua, Valle
del Cauca; es necesario llevar un estricto control de los parametros evaluados para cumplir con la
normatividad colombiana relacionada al analisis de la calidad microbioldgica de materias primas,
producto terminado, ambientes, superficies, manipuladores, maquina, herramientas, entre otros;
que garanticen la minimizacion de riesgos relacionados a factores fisicos (infraestructura,
iluminacion, limpieza de areas de trabajo, etc.), quimicos (productos de limpieza), microbioldgicos
(Bacterias aerobias mesdfilas, coliformes fecales y totales, mohos y levaduras, Salmonella spp.,
Listeria spp., entre otros) desencadenantes de alteracion del producto en cada una de las etapas o
fases en las cuales debe seguir para poder obtener un producto final en dptimas condiciones para

su comercializacion.

3.2. Saccharomyces cerevisiae

Es un microorganismo unicelular eucariota conocido como “levadura”, el cual es clasificado como
GRAS (Generalmente reconocido como seguro) por la FDA convirtiéndolo en un microorganismo
de uso seguro dentro de diferentes industrias y el cual no representa un riesgo o peligro para su
consumo. Es uno de los microorganismos modelos usados como herramienta para investigacion,
ademas de poseer un sin namero de aplicaciones industriales que le otorgan un gran interés
economico para su uso.

Dentro de la industria alimentaria, Saccharomyces cerevisiae “realiza, acumula y consume” lo que

permite produccion de gran cantidad de metabolitos y sustancias usadas (alcohol, biomasa, beta-
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glucan, etc.) como materia prima en gran cantidad de procesos biotecnolégicos (Parapouli et al.,
2020).

Para la produccion de biomasa por parte de esta levadura, es necesario su crecimiento bajo un
proceso de fermentacion de etapas maltiples y mediante la implementacién de un metabolismo
aerdbico (batch alimentado); ademas del control de las condiciones de crecimiento (temperaturas
entre 28-30 °C, pH 4.5-5.0, tasas de oxigenacion menores a 140 mM/L), uso de melazas de cafia
o remolacha (con 65-75 % p/p de fuente de carbono) y asi permitir su propagacién celular en
biorreactores con un crecimiento aproximado de 4.5 gramos de biomasa solida (Pereira et al.,
2021).

Figura 1. Caracteristicas celulares de Saccharomyces cerevisiae.
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Fuente: (Walker & Graham, 2016)
Nota: En la figura 1 se observa la estructura celular de Saccharomyces cerevisiae (eucariota unicelular); por lo cual
posee una serie de organulos en su interior (mitocondrias, pared celular, nicleo, vacuola, membrana celular,
reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, entre otros) y una forma elipsoide de aproximadamente 5 a 10

pm.
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3.2.1. Levadura activa seca

La levadura activa seca o liofilizada, es una materia prima indispensable en industrias alimentarias
ya que posee la capacidad de esponjar el pan al hacer uso de los azlcares de la harina y
descomponerlos en unidades mas simples produciendo CO y otros compuestos aromaticos que
dotan de caracteristicas agradables al ser humano. Este tipo de levadura (LSA) presenta un
porcentaje de humedad cercano al 9 % y debe poseer una viabilidad superior al 65 % para cumplir
con los estdndares establecidos por la Norma Técnica Colombiana 1807 para las levaduras
destinadas para los procesos de panificacion (Portilla et al., 2021). Esta levadura presenta una
mayor vida Util a diferencia de la levadura fresca, pudiendo conservarse mas de 6 meses bajo las
correctas condiciones de almacenamiento (Temperatura entre 15-25 °C) (Levapan, 2015).
Figura 2. Levadura seca activa producida por la Compafiia Nacional de Levaduras

(presentacién de 500 gramos)

Levadura

Activa Seca

Fuente: (Levapan, 2015)

La levadura actica seca no presenta riesgos relacionados a patdégenos durante su proceso de
produccidn; sin embargo, el riesgo de contaminacidén microbiana esta presente y a continuacion se

mencionan los principales contaminantes que pueden llegar a afectar la vida Gtil del producto:
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-Coliformes totales y fecales

Este grupo de especies bacterianas perteneciente a la familia enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Enterococcus spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp., etc.), es un indicador
microbioldgico de calidad sanitaria que se evalia de manera regular en la mayoria de matrices
alimentarias para corroborar que se encuentre dentro de pardmetros permisibles evitando asi la
disminucion de la vida atil y propiedades del producto (Abd El-Salam M.H, 2003).
-Microorganismos aerobios mesofilos

Estos microorganismos son indicadores de contaminacién ambiental en entornos de fabricacion;
su elevada presencia en alimentos produce alteraciones que ocasionan cambios en las
caracteristicas especificas y disminucion de la vida, ademéas de indicar indica idoneidad de los
controles de limpieza y saneamiento durante todo el proceso de elaboracion de alimentos (Herrera,
A.G., 2001).

-Mohos y levaduras

Debido al estricto control entro de las instalaciones de fabricacion de alimentos, es poco probable
la contaminacion con mohos y levaduras en los entornos de fabricacion; no obstante, existe la
posibilidad de contaminacién relacionada a este tipo de microorganismos (cepas de mohos y
levadura salvaje de Saccharomyces cerevisiae diferentes a las utilizadas por Levapan S.A.) que
pueden inducir cambios significativos en el producto final, disminuyendo de manera considerable
las propiedades fermentativas de S. cerevisiae o aparicion de metabolitos indeseados (Hernandez

etal., 2018).

3.2.2. Beta-glucan de levadura

Este homopolisacarido de glucosa se encuentra de manera comun en la naturaleza con una amplia

distribucion en plantas, hongos y bacterias; existen dos tipos de glucanos diferenciables gracias al
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estereoisomero del enlace glicosidico que les otorga su nombre como a-glucan y B-glucan.
Saccharomyces cerevisiae posee en su estructura interna de la pared celular (1-3 y 1-6) B-glucan
(tal como se observa la figura 3) de gran importancia bioldgica y de un gran interés econémico al
ser usada como materia prima en diversos suplementos o productos fortificados a base de este
componente estructural presente en este tipo de hongos (debido a sus caracteristicas y aporte
nutricional). Dentro de las funciones fisioldgicas se encuentra su papel en el mejoramiento del
sistema inmunoldgico (produccién de mayor cantidad de IgM), regulacion metabdlica, eliminador
de radicales libres, reduccion de la absorcion de niveles de lipidos sanguineos, anticancerigeno,
entre muchas otras (Zhong et al., 2023).

Figura 3. Estructura quimica del (1-3) f-D—glucan de levadura
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Fuente: (Zhong et al. , 2023)

El beta-glucan de levadura es un producto alimenticio que presenta bajo porcentaje de humedad,
lo cual lo convierte en la “fuente ideal” para resguardar un sin nimero de patdégenos. A
continuacion, se nombran algunos de los patdgenos de mayor relevancia en salud, que pueden
contaminar este producto seco:

-Cronobacter sakazakii
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Es un microorganismo Gram-negativo oportunista perteneciente a la familia enterobacteriaceae, el
cual presenta una gran capacidad para sobrevivir en alimentos con bajo contenido de humedad
durante largos periodos de tiempo (manteniendo intacta su viabilidad celular); convirtiéndolo en
un riesgo para aquellas matrices alimenticias que tienen una vida atil prolongada. El beta-glucan
por sus caracteristicas (extracto seco), puede presentar contaminacion con este patdgeno y ser un
riesgo para los consumidores (en su mayoria nifios menores a 3 afios), desencadenando
complicaciones relacionadas a ETA's debido a su alta tasa de mortalidad (50-70 %) (FDA , 2022).
-Salmonella spp.

Este bacilo Gram-negativo, se encuentra dentro de los patégeno que con mayor facilidad pueden
estar presente en gran cantidad de alimentos. En el caso de productos con bajo porcentaje de
humedad (como beta-glucan), desarrolla estrategias de resistencia frente a factores de estrés que
le permiten mantenerse viable durante extensos periodos de tiempo y lo constituyen dentro de los
patdgenos que mas ETA's produce alrededor del mundo (FDA , 2023).

-Clostridium spp. sulfito reductor

Existe una gran diversidad de especies de microorganismos capaces de desarrollar formas para
sobrevivir a los métodos convencionales de destruccion microbiana. Dentro del género
Clostridium spp. existen especies denominadas como " sulfito-reductoras"; las cuales pueden
inducir la formacion de esporas para su supervivencia; este tipo de estructuras dificulta la
destruccion del patégeno debido a que se deben alcanzar temperaturas muy elevadas (superiores a
100 ° C), cambiando de este modo las propiedades nutricionales de las matrices alimenticias que
contamina y generando graves pérdidas econémicas (Doyle et al., 2018).

-Bacillus cereus
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Al igual que las especies de Clostridium spp., Bacillus cereus tiene la capacidad para inducir la
produccion de esporas y otros mecanismos que le permiten sobrevivir a factores de estrés externos.
Aunque este microorganismo posee una baja tasa de mortalidad, su peligrosidad radica en la
facilidad con la cuenta para formar biofilms (comunidad bacteriana envuelta por una matriz
extracelular polimérica) que protege sin importar el tipo de microorganismo que se encuentre en
su interior; albergando durante largos periodos de tiempo microorganismos de mayor
patogenicidad que pueden producir mayor cantidad de complicaciones en personas que consuman

alimentos contaminados con este tipo de patdgenos (Minyeong et al., 2017).

3.2.3. Proceso general de produccién de liquidos usados para elaboracion de productos

3.2.3.1. Recepcidn de materias primas

Las melazas de cafia de azlcar (conocida como miel de cafia) son recibidas de distintos ingenios
azucareros de la region (Riopaila-Castilla, Carmelita, entre otros) en tanques de almacenamiento
a los cuales se les debe realizar distintos analisis microbioldgicos y fisicoquimicos, para corroborar
las caracteristicas que deben poseer éstas, y asi puedan servir como fuente de nutricion para

Saccharomyces cerevisiae y se obtenga el rendimiento establecido por la compafiia.

3.2.3.2. Etapa de precultivo

En esta etapa se realiza el proceso de seleccion de las cepas de levaduras axénicas (Saccharomyces
cerevisiae) conservadas en el cepario de la Compariia Nacional de Levaduras para realizar la
respectiva reproduccion en medios de cultivo esterilizados, presentando en su composicion
nutricional melazas de cafia de azUcar para su alimentacion (extrayendo los elementos necesarios

para su crecimiento) bajo especificas condiciones de pH (2.5-5.0); temperatura (25-38° C), tiempo
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(20-24 horas), fuente de carbono y nitrégeno, entre otras (obtencion de biomasa del 5-15 % de la

fuente de carbono).

3.2.3.3. Etapa de crecimiento

Ocurre la inoculacion del precultivo (que ha consumido todos los nutrientes del alimento) en el
cepario a un tanque fermentador que presenta las condiciones de crecimiento requeridas para su
desarrollo de crecimiento a gran escala (pH 2.5-5.0, temperatura 25-38° C durante un intervalo de
tiempo de 20 a 30 horas). Seguidamente se administraran nuevamente compuestos nutritivos de
manera controlada para su transformacion en crema de levadura (obtencion de biomasa del 20-30

% de la fuente de carbono) mediante la aplicacion de métodos automatizados.

3.2.3.4. Etapa de crecimiento final

Se produce el traslado de la produccion de la etapa de crecimiento (maximizacion de la maduracion
de la levadura) a un tanque de almacenamiento, donde seran separadas las cremas de levadura
(mediante centrifuga de separacion) que presentan un contenido de agua entre el 68-70 %; para su
posterior traslado (mediante tuberias) al area donde se encuentra el filtro rotatorio al vacio (FRV)
(si se trata de liquido para levadura fresca y seca) o bombeo directo a la planta de proteinas para

para ser enviado a diferentes lineas de produccion.

3.2.3.5. Tratamiento de biomasa y autolisis

La biomasa o extracto de levadura se recolecta mediante el uso de centrifugacion y se lava en
repetidas ocasiones para obtener una biomasa limpia denominada “crema de levadura” que sera
sometida a un proceso de autolisis bajo condiciones especificas, separando los restos celulares en

fracciones soluble e insoluble (Zapata & Meza, 2006).

3.3. Elaboracion de levadura seca
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3.3.1. CremaPM

Esta crema de tipo extracto (preparada para obtener niveles altos de proteinas mediante un proceso
fermentativo) se somete a autolisis para realizar un proceso de tratamiento con &cido sulfarico
(obteniendo un liquido soluble que sera separado) en una cava de almacenamiento (5° C), para
después ser filtrada y lavada por un sistema de tambor al vacio denominado como filtro rotatorio
al vacio (FRV) mediante un proceso de extrusion; obteniendo asi un producto enriquecido en

solidos (20 %) (Llanos & Capera, 2019).

3.3.2. Levadura seca liofilizada

La obtencion de las cremas PM (usadas en produccién de levadura fresca y seca), se generan de
liquidos denominados como “finales de fermentacion™ que se introducen en centrifugas para la
separacion de la mezcla en crema de levadura y residuos; luego se procede a llevar la crema a
secadores de tipo aspersor y asi generar la obtencion de levadura granulada seca (gracias a proceso
de congelacién y deshidratacion) que se empaca bajo condiciones de esterilidad, almacenamiento
en cuartos frios y posterior transporte a diferentes industrias alimentarias (Martinez & Gdémez,

2020)

3.4. Elaboracion de beta-glucan

3.4.1. CremaEQ

Las cremas EQ (usadas para el proceso de obtencion de extractos de proteinas), son sometidas a
procesos de autolisis (con la finalidad de degradar los principales constituyentes de la levadura) y
asi separar sus componentes (pared celular, extracto, etc.) mediante el aumento de la temperatura

(90° C).
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3.4.2. Liquido esterilizado

Debido a que las células de levadura han sido destruidas, el precipitado de la crema EQ se
encuentra lleno de sustancias que seran sometidas a procesos de bioseparacién mediante el uso de
filtro rotatorio al vacio (FRV) (estd&n compuestos de varias capas de mallas con pequefias aberturas
de tamafo variable entre 20 a 500 micrometros que permiten filtrar los sélidos suspendidos en
mezclas para su eliminacion y asi obtener un liquido que contiene células muertas de levadura)
(Jiménez, 2016).

3.4.3. Liquido final de proceso

El liquido obtenido después del proceso de esterilizado se usa para su pulverizacion en los
secadores de atomizacién convencional NIRO (utiliza aire de secado a velocidades y presiones
muy altas, lo que genera la evaporacion inmediata del producto y transforméandolo en pequefias

particulas en forma de polvo que pasan a la camara de secado) (Gea Group, 2023).

3.4.4. Secado y empaque

El liquido final del proceso, es secado en secadores de atomizacion convencional NIRO
(denominados GEA y SEI que separan el soluto en polvo fino sélido y el solvente en vapor que es
liberado); obteniendo asi el producto seco beta-glucan de levadura que sera empacado en bolsas
estériles y guardado en cajas para su posterior transporte (Zapata & Meza, 2006). A continuacion,
en la figura 4 se esquematiza el proceso de elaboracion de levadura seca y beta-glucan en la

Compaiiia Nacional de Levaduras.
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Figura 4. Esquema de elaboracidon de levadura seca y beta-glucan ejecutado por la Compafiia

Nacional de Levaduras.
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Nota. El esquema anterior es una descripcion grafica del proceso ejecutado por la Compafiia

Nacional de Levaduras para la elaboracién de los productos levadura seca y beta-glucan.

3.5. Metodologias utilizadas para el recuento y deteccion de microorganismos

3.5.1. Metodologia tradicional (recuento en placa)

Este tipo de metodologia es un estandar que ha estado presente desde el inicio mismo de la
microbiologia, para la determinacion de la cantidad de microorganismos viables en distintos
matrices al ser mezcladas en medios liquidos para su posterior siembra en cajas de Petri (mediante
preparacion de diluciones); y asi permitir el posterior desarrollo de colonias para su cuantificacion.
En la actualidad se usa en gran cantidad de analisis en las distintas industrias debido a su fiabilidad,

costo y practicidad; presentando dos variaciones:
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3.5.1.1. Recuento en placa por siembra en profundidad: en esta variacién se adiciona una cantidad

de volumen especifico sobre una caja de Petri para posteriormente afiadir el medio de cultivo y
realizar la homogenizacion de este para su incubacion y posterior recuento de colonias.

3.5.1.2. Recuento en placa siembra en superficie: se trata de la siembra de un volumen determinado

de una dilucion que contiene la muestra analizar sobre la superficie del medio de cultivo para su

posterior incubacion y recuento (Ramirez et al., 2017).

3.5.2. Métodos de recuento automatizado

3.5.2.1. Muestreador de aire

Este dispositivo de alta tecnologia utiliza caudales de aire de 100 litros por minuto (principio de
impactacion) en los cuales se disponen de cajas de Petri con diferentes medios de cultivo
especificos para cada ambiente (dependiendo de las necesidades) en la parte superior del
dispositivo; para determinar el nivel de contaminacion de los ambientes cerrados en las distintas
areas de la fabrica (al depositarse particulas en la superficie de los medios de cultivo que daran un
recuento), cumpliendo de esta manera con las exigencias del control de aire establecidas por el

gobierno nacional (Merck, 2015).

3.5.2.2 Sistema automatizado para recuento de microorganismos TEMPQO®

El sistema TEMPO tiene como objetivo el analisis de indicadores microbioldgicos de calidad en
distintas matrices alimenticias, ajustandose a la enumeracion de microorganismos para la
confirmacion de calidad segun las exigencias normativas. Este sistema basa su funcionamiento en
el principio de NMP (Numero Més Probable miniaturizado), lo que le permite ser un sistema mas
eficiente (sobre la metodologia tradicional de recuento en placa) a la hora de dar resultados sobre

el recuento de diferentes microorganismos (aerobios mesoéfilos, Bacillus cereus, bacterias acido-
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lacticas, coliformes totales, Escherichia coli, Enterobacterias, entre otros), en menor tiempo y de

manera mas robusta (Biomérieux, 2023).

3.5.2.3 Sistema de inmunoensayo de sobremesa automatizado para la deteccidon de patdgenos
VIDAS ®

El sistema de inmunoensayo Mini VIDAS combina los métodos de deteccion ELISA
(enzimoinmunoandlisis de adsorcion) con la lectura de fluorescencia ligada a la proteina
recombinante de fagos, permitiendo la deteccion de patogenos (Salmonella spp., Listeria spp.,
Campylobacter spp., entre otros) en diferentes muestras individuales de matrices alimentarias;
siendo una alternativa confiable y robusta a los métodos tradicionales de deteccidn que requieren
de un mayor tiempo y esfuerzo para la deteccion y confirmacion de este tipo de microorganismos
(Biomérieux, 2023).

3.6. Equipos usados en las lineas de produccion

En la industria alimentaria es necesario el uso de gran cantidad de equipos e instrumentos
indispensables para realizar el proceso en las lineas de produccion hasta la obtencién del producto
terminado (final). En la Compafiia Nacional de Levaduras se hace uso de gran cantidad de este

tipo de instrumentos para obtener los distintos productos comercializados por la compafiia.

3.6.1. Tanques fermentadores

Son depdsitos metalicos (acero inoxidable) en los cuales se mantiene un estricto control de
parametros (luz, temperatura, pH, etc.) para permitir el paso y almacenamiento de liquidos y o
cremas usadas para el proceso de obtencién de levadura seca y beta-glucan en la compafiia; al
propiciar el desarrollo y procesos fermentativos de Saccharomyces cerevisiae que da lugar a la

transformacion de las sustancias almacenadas en su interior.
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3.6.2. FRV

Un filtro rotatorio de vacio automatico es un tambor rotatorio de mallas con aberturas de tamafo
especifico, que permiten el paso de caudales de agua filtrandola y permitiendo la obtencion de

solidos suspendidos filtrados que seran usados en las siguientes etapas del proceso de produccion.

3.6.3. Tolva

Son conductos de acero inoxidable que presentan una forma triangular o piramidal (embudo) y
permiten la canalizacion y traslados de sustancias a través de éstas hacia diferentes equipos de la

linea de produccion, que continuaran con el proceso de obtencion de productos.

3.6.4. Secadores por atomizacion convencional

Este tipo de secadores industriales, pulveriza suspensiones mediante la aplicacién de corrientes de
aire a altas temperaturas (150-170 °C); permitiendo la deshidratacion y obtencion del producto en
particulas de polvo con bajo contenido de agua para su posterior proceso de empaque en
condiciones de esterilidad e inocuidad (Gea Group, 2023). En la Compafiia Nacional de Levaduras

se usan dos tipos de secadores: SEI y GEA.
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Figura 5. Esquema de funcionamiento de secado por atomizacion o pulverizacion convencional
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Fuente: GEA Group, 2023.

Nota. En la figura 5, se observa el proceso de funcionamiento de secado por pulverizacion

convencional ejecutado por un secador del GEA Group. Producto , aire frio ===, aire
!
caliente ==, atomizador rotativo * , ventilador a filtro de aire ™™ calentador de aire

- ',vélvula de soplado = , valvula rotatoria 0 , soplador E

3.7. Fuentes de contaminacion de matrices alimenticias
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Existen determinadas fuentes de contaminacion que pueden alterar la calidad microbiol6gica de
los productos elaborados en un entorno controlado dentro de diferentes procesos de produccion
(lineas de produccion); por lo cual se hace necesario abordar los principales problemas que pueden
afectar directamente la integridad y vida util de materias primas y productos finales (terminados),
desencadenando asi la proliferacion y presencia de contaminantes o patdgenos que pueden

ocasionar riesgos o problemas de salud en los consumidores.
3.7.1. Contaminacion de materias primas

La presencia de gran cantidad de microorganismos en las materias primas, es uno de los principales
problemas que afecta la calidad microbioldgica de los productos; en la industria alimentaria esto
se traduce en alteraciones que afectan directamente el rendimiento establecido para cada producto
especifico; lo que hace necesario realizar procesos de disminucion de carga microbiana,
destruyendo o alterando propiedades iniciales (color, olor, sabor, nutrientes, etc.) al someter las
materias a reprocesos como aumentos de temperatura, modificacion de pH, radiacion ultravioleta,
ozonizacion. Las principales materias primas utilizadas para el proceso de produccién de levadura
seca Yy beta-glucan son: agua, melaza (miel de cafia de azucar) y almidén); las cuales deben ser
analizadas para corroborar el cumplimiento de calidad segun los parametros establecidos para la

presencia de microorganismos contaminantes.
3.7.2. Contaminacién por manipulacion

Los operarios encargados de manipular y estar en contacto con el producto; se encuentran
generalmente en la etapa final del proceso de produccion; es por esta razon que se debe hacer un
riguroso control semanal de las medidas de limpieza (lavado de manos, uniformes limpios, ufias

cortas, ausencia de joyas, etc.) implementadas por la compafiia para la adecuada manipulacion del
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producto; ademas de corroborar el correcto uso de los EPP-Elementos de proteccion personal
(tapabocas, gafas, casco, guantes, uniforme limpio, zapatos cerrados, protectores para los oidos,
etc.), permitiendo de este modo la correcta aplicacion de medidas preventivas para garantizar los
pardmetros de calidad nacional y disminuyendo la correccidn de actividades que ocasionan riesgo

de contaminacion en las lineas de produccion.

3.7.3. Contaminacién de ambientes y superficies

Los ambientes al ser espacios cerrados y controlados, deben garantizar la correcta limpieza,
sanitizacion y desinfeccion (al igual que las superficies) de estos sitios. La correcta rotacion de
quimicos desinfectantes en los lugares e implementos operativos de la planta de produccion,
control de focos de contaminacidon, control sobre los niveles de temperatura, humedad, correcto
mantenimiento y funcionamiento de la maquinaria; son algunas de las medidas a tener en cuenta
durante los proceso de revision para corroborar el cumplimiento de las normas de bioseguridad
establecidas y destinadas para cumplir con los requisitos de seguridad alimentaria exigidos por el

gobierno nacional (Nandar, 2022).

3.7.4. Presencia de microorganismos alterantes y patdégenos

La contaminacion proveniente del aire es uno de los principales problemas relacionados a la
disminucion de calidad en la industria de alimento; dentro de este tipo de los elemento relacionados
a la contaminacion se encuentran: las particulas suspendidas en el aire (esporas de hongos, células
de bacterias, virus, residuos, materia organica, entre otros; de un tamafio comprendido entre 1 a 20
um) capaces de causar modificaciones considerables al acumularse y servir de fuente organica
para propiciar la proliferacion de microorganismos patogenos (Bacillus cereus, Listeria

monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, Cronobacter
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sakazakii, entre otros.) capaces de desarrollar estrategias de supervivencia como biofilms,

encapsulacién o exosporas que dificultan su proceso de remocion y destruccion (Zand et al., 2022).

Cuando existe un bajo porcentaje de microorganismos en ambientes, superficies, instrumentos,
equipos y manipuladores, es indicativo de un correcto seguimiento de medidas preventivas que

aseguran la calidad alimentaria de los productos generados en cualquier empresa.
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4. MARCO NORMATIVO

Debido a las caracteristicas de los productos y su empleo como materias primas en la fabricacion
de alimentos para seres humanos, es necesario abordar las bases legales (determinadas por el
gobierno nacional) en la cuales se establecen ciertos requisitos 0 pardmetros a tener en cuenta para
el pleno cumplimiento de los procesos de recepcion de materias primas, fabricacion, manipulacion,
empaque, almacenamiento y distribucion de los productos; y los cuales deben ser de exhaustivo
cumplimiento para evitar riesgos o peligros asociados al consumo de alimentos segun lo estipulado
a continuacion en la tabla 1, que contiene las principales normas vigentes en Colombia y a nivel
internacional para los requisitos o pardmetros basicos necesarios para la produccién, analisis y
recuentos relacionados a la elaboracion de productos alimenticios como la levadura seca y beta-
glucan de levadura.

Tabla 1. Normatividad de obligatorio cumplimiento para la produccion y comercializacion de

alimentos hechos a base de levadura

Norma Ente Decreta
regulador
Decreto 3075 | Ministerio de | Decreta la salud como bien de interés publico y la regulacion
de 1997 Salud y de las actividades que puedan afectarla generadas por el
Proteccion consumo de alimentos.
Social
Aplicacion de buenas practicas de manufactura en las
actividades relacionadas a la produccion, almacenamiento,
transporte, entre otras; relacionadas con los alimentos
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2008).
Resolucién Ministerio de | Sefialamiento de las caracteristicas, instrumentos y el sistema
2115 de 2007 Saludy de control y vigilancia para analizar la calidad del agua
Proteccion destinada para el consumo de las personas (esto incluye los
Social analisis y limites permitidos para la presencia de ciertos
microorganismos en el agua) (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, 2007).
Resolucién Ministerio de | Establecimiento de requisitos sanitarios necesarios para los
2674 del Saludy procesos relacionados a la produccién de alimentos
2013 Proteccion (procesamiento, preparacion, envase, transporte, etc.),
Social ademas de los requisitos que necesitan las personas para
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obtener una notificacion, permiso o registro sanitario de
alimentos (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013).

Decreto 60 Ministerio de | Aplicacién y reglamentacion de la certificacion de un sistema
de 2002 Salud y HACCP (Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico) en
Proteccion las empresas dedicadas a la produccion de alimentos
Social (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2008).
Resolucién Ministerio de | Criterios microbiolégicos a cumplir para el consumo de
1407 de 2022 Salud y alimentos y bebidas (Ministerio de Salud y Proteccion Social,
Proteccion 2022)
Social
ISO 22000 International | Establecimiento de un sistema de seguridad alimentaria
Organization | enfocado en el ciclo PHVA (Planificar, Hacer, Verificar,
for Actuar) (International Organization for Standardization,
Standardization | 2018)
(ISO)
FDA-BAM | Food and Drug | Procedimientos para analisis microbioldgicos en alimentos
2001 Administration | del Manual de analisis bacterioldgico de la FDA; asi como las
(FDA) distintos métodos y validacién de estos usados para el
recuento de distintos microorganismos (Escherichia coli y
coliformes totales, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, mohos y levaduras, Cronobacter
spp., Listeria monocytogenes, Salmonella spp, aerobios
mesofilos, muestreo y preparacion de muestras, etc.) (Food
and Drug Administration, 2023)
AOAC 3M-AOAC Método utilizado para el recuento rapido de mohos y
Official International | levaduras en placas de Petrifilm™ en matrices alimenticias
Method (AOAC, 2015).
2014.05
USP 62 Food and Drug | Pruebas especificas para la deteccion (presencia o ausencia)

Administration
(FDA)

de microorganismos especificos  (Escherichia coli,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Clostridium spp.,
Bacterias Gram negativas tolerantes a la bilis y Candida
albicans (United States Pharmacopeia, 2016).

Fuente: Autor

Nota. Las normas presentadas en la tabla 1, engloban las principales guias establecidas a nivel

nacional e internacional para el analisis, recuento, deteccidn y control de productos y materias

primas destinados a la fabricacion de alimentos para consumo humano.
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5. METODOLOGIA
El andlisis de la calidad microbioldgica de los productos levadura seca y beta-glucan de la
Compariia Nacional de Levaduras-Levapan S.A., se llevd a cabo en la planta #1 (Planta de
levaduras) ubicada en el laboratorio de bacteriologia y calidad. Este laboratorio, es el encargado
de la ejecucion de los analisis concernientes a materias primas, lineas de produccién y producto
terminado segun lo establecido por la compafiia en su normatividad interna que se guia y ajusta
segun los parametros vigentes en el pais y solicitados por los clientes. A continuacion, se abordan

los diferentes anélisis a realizar correspondientes a los productos (levadura seca y beta-glucan).

5.1. Inspeccion de medios de cultivo

El andlisis de diferentes bacterias inicia desde la preparacion de los diversos medios de cultivo
empleados para el crecimiento y aislamiento de estos microorganismos; teniendo como criterio
base el instructivo establecido por el fabricante para el adecuado uso de los parametros indicados
en sus productos (temperatura de esterilizacion, cantidad de agua y medio necesario para la
preparacion, control de tiempo, entre otros). A continuacion, en la tabla 2 se mencionan los
principales medios empleados en el laboratorio de calidad de la Compafiia Nacional de Levaduras

necesarios para llevar a cabo los andlisis de levadura seca y beta-glucan:

Tabla 2. Medios de cultivo empleados para los andlisis de levadura seca y beta-glucan.

Medio de Prefijo Uso Temperatura | Tiempo de | Caracteristicas de
cultivo de incubacion | incubacion | crecimiento de las
colonias
Plate Count S Asilamiento 37°C 24 horas | Colonias rojas
Agar (PCA) de brillantes debido a
microorganis la adicion de TTC
mos aerobios al medio de cultivo
mesofilos
Agar papa P Aislamiento 30°C 72 horas | Colonias de color
dextrosa de hongos y blanco y
(PDA) levaduras
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consistencia
cremosa
Agar Bilisy | VRBG | Aislamiento 37°C 24 horas | Colonias rojas o
Rojo de parpuras con
Violeta con enterobacteri presencia de un
glucosa as halo rojizo
alrededor de estas
Agar para| CHR | Aislamiento 37°C 24 horas | Colonias rojas o
coliformes de coliformes rosadas brillantes
(Chromocul fecales y (coliformes totales)
t) totales y colonias azules
(coliformes fecales)
Agar Baird- BP Aislamiento 37°C 24 horas | Colonias grises o0
Parker de negras  brillantes
Staphylococc con un halo
us aureus transparente
alrededor de éstas
Agar Sulfito SPS Aislamiento 37°C 24/48 horas | Colonias negras
Polimixina de bacterias | (anaerobiosis)
Sulfadiazin acido lacticas
a
Agar de| MRS | Aislamiento 30 °C 48 horas | Colonias azules
Man, de (anaerobiosis) debido a la adicién
Rogosa vy Clostridium de azul de anilina al
Sharpe perfringens medio de cultivo
CHROMag SK Aislamiento 415°C 24 horas | Colonias de color
ar de azul o verde intenso
Cronobacter Cronobacter
sakazakii

Fuente: Autor

5.1.1. Uso de aditivos

Debido a la presencia de Saccharomyces cerevisiae en las lineas de produccién de la Compafiia

Nacional de Levaduras-Levapan S.A., los diferentes medios se deben aditivar con distintos

componentes o reactivos que cumplen funciones especificas y permiten su modificacion al mejorar

la identificacion de colonias de Saccharomyces cerevisiae y diferenciarlas de microorganismos

contaminantes o patdgenos que pueden estar presentes en las lineas de produccion; por lo cual se

mencionan a continuacion en la tabla 3:
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Tabla 3. Aditivos usados en los diferentes medios de cultivo empleados en los andlisis de levadura

seca y beta-glucan.

Medio de Prefijo Aditivo Funcién del aditivo
cultivo
Aceptor de electrones que otorga una pigmentacion
Plate Count S TTC roja a las colonias de Saccharomyces cerevisiae
Agar (PCA) Actidione al | Inhibidor del crecimiento de Saccharomyces
0.02 % cerevisiae presente en la lineas de produccion
Agar papa Acido Inhibidor del crecimiento bacteriano
dextrosa P tartarico
(PDA) Actidione al | Inhibidor del crecimiento de Saccharomyces
0.1% cerevisiae presente en la lineas de produccion
Agar Bilis y
Rojo Violeta | VRBG No aplica | No aplica
con glucosa
Agar para
coliformes CHR No aplica | No aplica
(Chromocult)
Agar Baird- Emulsiéon | Identificacion de actividad lecitinasica de especies
Parker BP de yema de | de bacterias del género Staphylococcus spp.
huevo
Agar Sulfito
Polimixina SPS No aplica | No aplica
Sulfadiazina
Agar de Man, Azul de Pigmento que da coloracién azul a las colonias de
Rogosa y anilina bacterias acido lacticas (BAL)
Sharpe MRS | Actidione al | Inhibidor del crecimiento de Saccharomyces
1% cerevisiae presente en la lineas de produccion
CHROMagar SK No aplica | No aplica
Cronobacter

Fuente: Autor

5.1.2. Verificacién de pH

Uno de los factores externos mas importantes a tener en cuenta en el momento de realizar la
preparacion de los medios de cultivo es la cantidad o concentracion de los iones de hidrogeno
presentes en cada uno de éstos; pues la variacion significativa de estos valores, es crucial y afecta

directamente el crecimiento y comportamientos de los microorganismos para los cuales han sido
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las formulas especificas. En la tabla 4 se presentan los valores de pH a los cuales debe estar
preparado cada medio de cultivo (segun las especificaciones del fabricante), para no alterar o
inhibir el crecimiento de los microorganismos para los cuales han sido disefiados cada medio

especifico:

Tabla 4. Medios de cultivo usados en los analisis de levadura seca y beta-glucan de la Compafiia

Nacional de Levaduras, Levapan S.A.

Medio de cultivo Prefijo | Valor de pH Especificaciones
Plate Count Agar S 7.0 £0.2 Autoclavar a 121 °C x 15-30
(PCA) minutos
Agar papa dextrosa P 56 £0.2 Autoclavar a 121 °C x 15-30
(PDA) minutos
Agar Bilis y Rojo VRBG 7.4 £0.2 No se autoclava
Violeta con
glucosa
Agar para CHR 6.8 £0.2 No se autoclava
coliformes
(Chromocult)
Agar Baird-Parker BP 7.2 +0.2 Autoclavar a 121 °C x 15-30
minutos
Agar Sulfito SPS 7.0 £0.2 Autoclavar a 121 °C x 15-30
Polimixina minutos
Sulfadiazina
Agar de Man, MRS 6.2 +0.2 Autoclavar a 121 °C x 15-30
Rogosa y Sharpe minutos
CHROMagar SK 7.3 £0.2 Autoclavar a 121 °C x 15-30
Cronobacter minutos

Fuente: Autor

Nota. El pH de los diferentes medios de cultivo nombrados en la tabla 4, se controlan a diario
mediante la medicion del potencial de hidrogeniones por medio de un pH-metro y sus valores se
anotan y se les realiza su respectivo seguimiento en un formato especifico suministrado por la

Compaiiia Nacional de Levaduras.
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5.2. Control microbiol6gico de materias primas

5.2.1. Analisis microbiologico de mieles

Esta materia prima es suministrada semanalmente por los proveedores (ingenios azucareros del
sector) encargados del transporte del liquido hasta la planta de la Compariia Nacional de Levaduras
sede Tulud, y que es suministrado al laboratorio de calidad para realizar los anélisis de recuento
en placa mediante siembra en profundidad a diferentes grupos de microorganismos (en especifico
a coliformes totales y fecales, aerobios mesofilos, bacterias acido lacticas (BAL) y mohos y

levaduras), como se describe a continuacién y se observa en el esquema:

Figura 6. Esquema metodol6gico de andlisis microbiolégico de mieles realizado en la Compafiia

Nacional de Levaduras.

> | I
1=
|
e - - E 24h
Peso de 25 mL de miel y De la dilucion se toma 1 mly se Incubacidn a 37 *C y 30 *C (24,
Recepcion de la 250 ml de agua peptonada realiza siembra en profundidad 48 y 72 horas) de los medios
muestra estéril (dilucién 10-1) en diferentes medios (CHR, (CHR, STTC, MRS y Ptar)

STTC, MRS y Ptar)
Fuente: Autor

e De la muestra suministrada por los ingenios azucareros, se toman 25 ml de ésta y se
adicionan a 225 ml de agua peptonada estéril (dilucion 10%).

e De la dilucion se toma 1 ml y se realiza siembra en profundidad en medios de cultivo
como Chromocult (CHR), Plate Count Agar (S con aditivo de 5 ml de TTC-STTC),

MRS y PDA (P con aditivo de 5 ml de &cido tartarico-PTar).
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e Las placas se incubaron a 37 °C (los medios CHR y STTC) durante 24 horas, 30 °C

(medio MRS) por 48 horas en anaerobiosis y 30° C durante 72 horas.

5.2.2. Analisis microbiologico de aguas

El agua de los tanques de fermentacion debe ser de la méas alta calidad; por lo cual se le realizan
semanalmente los analisis microbioldgicos relacionados a coliformes (CHR), aerobios mesofilos
(Plate Count Agar-STodo con adicion de 5 ml de actidione al 0.02 % y 5 ml de TTC) y hongos y
levaduras (Agar PDA-PTodo con adicion de 5 ml de actidione al 0.1 % y 5 ml &cido tartérico)

como se observa a continuacion en el esquema:

Figura 7. Esquema metodoldgico de analisis microbioldgico de las aguas usadas en proceso de

fabricacion en la Compariia Nacional de Levaduras.

24-72

h

21

Adicion de medios
Toma de 25 ml Siembra en cajas de cultivo Incubacion a 37-30°
de muestra de Petri C (24/72 horas)

Fuente: Autor

e La recoleccién de la muestra es realizada por un operario de la planta de levaduras,
transportada e ingresada a los registros de muestras para su analisis en el laboratorio de
calidad de la compafiia.

e Serealizan los andlisis microbiologicos de coliformes totales y fecales, aerobios mesoéfilos
y hongos y levaduras mediante la metodologia de recuento en placa por siembra en

profundidad.
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e Setoma 1 ml de la muestra y se siembra en placas de Petri diferentes para posteriormente
agregar los respectivos medios de cultivo (Chromocult, Plate Count Agar con aditivo de 5
ml de TTC y 5 ml de actidione al 0.02 % y PDA con adicion de 5 ml de &cido tartarico y 5
ml de actidione al 0.1 %).

e Posterior a la incubacion de las placas de Petri a 37° C (CHR y STodo) durante 24 horas y
30° C (PTodo) durante 72 horas, se realiza el recuento siguiendo los parametros

establecidos por el gobierno nacional de Colombia en la resolucion 2115 de 2007.

5.3. Control microbioldgico de factores externos implicados en el proceso de elaboracion.

5.3.1. Anadlisis microbiol6gico de ambientes en la planta de levaduras y proteinas

El ambiente dentro de la planta de levaduras y proteinas debe ser analizado con frecuencia, para
asi garantizar la calidad microbioldgica de los productos elaborados; es por esta razon que la
Comparia Nacional de Levaduras ha establecido unas directrices a seguir para los analisis
semanales que buscan determinar la presencia de microorganismos contaminantes en las lineas de
produccién. En el siguiente esquema se describe este procedimiento que se realiza tanto en la

planta de levaduras como en proteinas:
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Figura 8. Esquema metodologico de analisis microbiologico de ambientes realizado en la planta

de levadura seca y de proteinas de la Compariia Nacional de Levaduras.
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| |
- L A _
TDnTiEfggrgﬁ'sstrrﬁgsde Cajas de Petri con Incubacién a 37-30° Recuento de
- g medios de cultivo C (24/72 horas) colonias

viables del aire (Chromoculi, Plate

Count Agar y PDA)
Fuente: Autor

e Mediante el uso de un muestreador de microorganismos viables del aire a un volumen
determinado (1000 litros en grandes espacios), se dispusieron cajas de Petri con tres
diferentes medios de cultivo: Chromocult, Plate Count Agar (suplementado con 5 ml de
actidione al 0.02 % y 5 ml de TTC) y PDA (suplementado con 5 ml de actidione al 0.1
% y 5 ml de acido tartarico) dentro de este instrumento (en el area de produccidn) para
después ser incubados a 37° C (Chromocult y STodo) durante 24 horas y 30° C (PTodo)
durante 72 horas.

e Posterior al tiempo de incubacion, se realizo el respectivo conteo de colonias para su
informe en los formatos establecidos por la compafiia para este tipo de analisis.

e Nota: Para la planta de proteinas se realiz6 el mismo procedimiento, pero se usaron los
medios de cultivo VRBG, Plate Count Agar (aditivado con 5 ml de TTC) y PDA

(aditivado 5 ml de &cido tartarico).

5.3.2. Analisis microbiologico de superficies y utensilios
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Los anélisis de superficies se realizan con la finalidad de establecer la rigurosidad y periodicidad
con la cual se limpian y desinfectan las distintas superficies, equipos, utensilios y demas objetos
que se encuentran en contacto durante el proceso de fabricacion de levadura seca y beta-glucan;
para asi evitar la contaminacion cruzada y presencia de microorganismos alterantes que puedan

generar cambios significativos (deterioro) en los productos.

Figura 9. Esquema metodoldgico de analisis microbiologico de superficies realizado en la planta

de levadura seca y proteinas de la Compafiia Nacional de Levaduras.

— K

Frotis de diferentes Siembra masiva Incubacion a

superficies 37°-30°C durante
24 horas/72 horas

Hisopo estéril

Fuente: Autor

e Semanalmente se tomaron muestras de diferentes superficies (segun las directrices

establecidas en los formatos de la compafiia) mediante el frotis de un hisopo estéril
sumergido en caldo triptona sobre estas.

e Seguidamente se realizd siembra masiva de la muestra tomada en cajas de Petri con medios

de cultivo: Chromocult, Plate Count Agar (suplementado con 5 ml de actidione al 0.02 %

y 5 ml de TTC) y PDA (suplementado con 5 ml de actidione al 0.1 % y 5 ml de &cido

tartarico) para planta de levadura seca.
e Después se incubaron las cajas de Petri a 37° C durante 24 horas y 30° C durante 72 horas

(respectivamente).
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e Posterior al tiempo de incubacion, se realizé el respectivo conteo de colonias para ser
informado en los formatos establecidos por la compafiia (Levapan, 2023).

e Nota: En la planta de proteinas se realizo6 el mismo procedimiento con ligeras
modificaciones en el uso de medios de cultivo: siembra masiva en los medios de cultivo
Chromocult, Plate Count Agar (aditivado con 5 ml de TTC) y PDA (aditivado con 5 ml de

acido tartarico).
5.3.3. Anadlisis microbiol6gico de manipuladores

Los manipuladores u operarios presentan un rol importante en todo el proceso de fabricacion; es
por este motivo que se hace necesario un analisis riguroso y constante de los implementos (cofia,
tapabocas, gafas, etc.) de los cuales hacen uso para la manipulacién de los productos; motivo por
el cual se realizan analisis periddicos semanales para analizar el correcto lavado de manos y
medidas de higiene que eviten posibles riesgos de contaminacion durante todo el proceso de
fabricacion. El analisis realizado a los manipuladores es el mismo en ambas plantas de produccién

(levaduras y proteinas); por este motivo se describe el procedimiento seguidamente:

Figura 10. Esquema metodoldgico de analisis microbiolégico de manipuladores realizado en la

planta de levadura seca y proteinas de la Compafiia Nacional de Levaduras.

==
' o
s o2 Frotis de man e - ; cubacion a 37°
Hisopo esteril OE T | » Os,d Siembra masiva Incubacion a 37
manipuladores durante 24 horas

Fuente: Autor
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e A cada operario se le realiza un hisopado de la superficie de sus manos (incluyendo
pliegues de piel, espacio entre dedos y ufias) para seguidamente realizar una siembra
masiva en cajas de Petri con diferentes medios de cultivo (VRBG, Chromocult y Baird-
Parker).

e Lascajas se incuban a 37° C durante 24 horas; posteriormente se realiza su andlisis (conteo
de colonias) e informe en el formato correspondiente al registro de manipuladores
(diligenciado con su respectivo nombre, area a la que pertenece y medidas higiénicas
cumplidas por el operario) suministrado por la Compariia Nacional de Levaduras (Levapan,

2023).

5.4. Control microbiol6gico de producto terminado (levadura seca activa y beta-glucan)

5.4.1. Anadlisis microbiologico de levadura seca activa

Los analisis y labores dirigidas a controlar todo el proceso de elaboracion de levadura seca en la
planta de levaduras (Planta #1), es ejecutado por los analistas del laboratorio de microbiologia y

calidad de la Compafiia Nacional de Levaduras.

El muestreo se realiza diariamente en cada una de las etapas del proceso de produccién de la
levadura seca por un operario de la planta de levadura. Esta persona se encarga de la recoleccion
de las muestras en los distintos ciclos y el transporte al laboratorio de microbiologia y calidad de
la compafiia para su ingreso al sistema (conforme a las directrices establecidas por la empresa), y
posterior analisis microbiologico (dependiendo de la fase de produccién en la cual se encuentre el

producto); a continuacion, se detalla este tipo de procedimiento en la tabla 5:
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Tabla 5. Etapas y anélisis microbioldgicos realizados a las muestras del proceso de produccion

correspondientes a la planta #1 (Planta de levaduras) de la Compafiia Nacional de Levaduras.

Medio de Aditivos
Muestra Analisis cultivo empleados en Dilucion Reporte
microbioldgico usado medios de cultivo
Actidione (0.02 %)
Aerobios Plate Count TTC (Cloruro de
mesofilos Agar trifeniltetrazoilo) 10° UFC/ml
Fermentacion Coliformes fecales
inicial y totales Chromocult No aplica 10° UFC/ml
Hongos y Actidione (0.1 %)
levaduras PDA Acido tartarico 10° UFC/ml
Mosto stock y Hongos y Actidione (0.1 %)
generacién levaduras PDA Acido tartarico 10° UFC/ml
Aerobios Plate Count Actidione (0.02 %)
mesofilos Agar TTC (Cloruro de o i
trifeniltetrazoilo) 10°-10 UFC/ml
Crema stock Coliformes fecales
ey y totales Chromocult No aplica 10° UFC/ml
generacion —
Hongos y Actidione (0.1 %)
levaduras PDA Acido tartarico 10° UFC/ml
Coliformes fecales
y totales Chromocult No aplica 10°- 102 UFC/mi
Final de Hongos y Actidione (0.1 %)
fermentacion levaduras PDA A eido tartAnico 102 UFC/ml
Coliformes fecales 10t
y totales Chromocult No aplica X
DUPLICADO UFC/ml
Crema PM Hongos y Actidione (0.1 %)
levaduras PDA Acido tartarico 102 UFC/ml
Actidione (0.02 %)
i 2 _ 3
Aergb_ms Plate Count TTC (Cloruro de 10°- 10 UFC/g
mesofilos Agar e .
trifeniltetrazoilo)
Coliformes fecales 10t
Levadura seca y totales Chromocult No aplica X UFC/g
DUPLICADO
Hongos y Actidione (0.1 %)
levaduras PDA Acido tartarico 10? UFC/g

Fuente: Autor

Nota. La tabla 5 presenta la informacion relacionada a las muestras, los analisis microbiologicos

realizados a éstas, medios de cultivo y aditivos empleados (usados en cada etapa del proceso),
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diluciones realizadas y el reporte del crecimiento de los microorganismos segun los criterios

establecidos por la Compafiia Nacional de Levaduras en sus guias de procedimientos.

5.4.1.1. Analisis de aerobios mesodfilos mediante metodologia de recuento Total de
Bacterias-RTB en placa (siembra en profundidad)

Los andlisis de bacterias aerobias mesofilas sirven para determinar la cantidad de microorganismos

ambientales presentes en la muestra, los cuales son indicadores de la calidad microbiologica o

sanitaria en un producto. En el siguiente esquema se detalla el procedimiento para su analisis:

Figura 11. Esquema metodoldgico de andlisis microbioldgico de bacterias aerobias mesofilas

realizado a muestras de levadura seca en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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ak“ i 259 b
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{ — T =
e ) &= ~
& - Dilucion 10"  Dilucion 10% Dilucion 10°

Adicionde 1 mien
Pool de levadura seca - cajas Petri

(30 gramos) /

Homogenizacion de Adicion de medio

Incubacion a 37° cajas Petri Plate Count aditivado
durante 24 horas

Fuente: Autor

e Se forma una mezcla de 2 muestras (pool) de levadura seca en una bolsa estéril (que
contenga 30 gramos de cada bolsa)

e Sepesan 25 gramos de muestra y se agregan a 225 ml de agua peptona estéril, la cual debe

homogenizarse vigorosamente.
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e De la dilucion 10 se toman 11 ml y se agregan en 99 ml de agua peptonada estéril y se
homogeniza (dilucion 102).

e De cada dilucion se toma 1 ml y se adiciona en cajas de Petri para seguidamente agregar
medio Plate Count aditivado con 5 ml de actidione (0.02 %) y 5 ml de TTC.

e Se homogeniza las muestras presentes en las cajas de Petri, se dejan solidificar y se incuban

a 37° C durante 24 horas (Levapan, 2023).

5.4.1.2. Analisis de coliformes fecales y totales mediante metodologia de recuento en placa
(siembra en profundidad)

Los andlisis correspondientes a coliformes fecales y totales que se aplican a los productos, son

para medir la cantidad de éste tipo de microorganismos que pueden causar problemas y un

indicador claro de la disminucion de la calidad del producto, relacionado a contaminacién de los

trabajadores que tienen contacto en las lineas de produccion de la levadura seca o una pobre

limpieza y desinfeccion de los equipos por los cuales se transporta el producto; por lo cual a

continuacion se detalla el proceso de su analisis en el siguiente esquema.
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Figura 12. Esquema metodoldgico de anélisis microbioldgico de coliformes fecales y totales

realizado a muestras de levadura seca en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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- Dilucion 10” Adicion de 1 mlen
Pool de levadura seca — cajas Petri
(30 gramos) /

!

Homogenizacion de Adicion de medio

Incubacién a 37° C cajas Petri Chromocuit
durante 24 horas

Fuente: Autor

e Se toman 25 gramos de la muestra inicial para realizar dilucion 10! en agua peptonada
estéril (segun la muestra a analizar).

e Tomar 2 ml del frasco con la dilucién y se procede a agregar en dos cajas de Petri (siembra
en profundidad por duplicado).

e Seagrega el medio de cultivo Chromocult a cada una de las cajas de Petri y se homogeniza
para distribuir de manera uniforme la muestra y asi evitar que esta se compacte.

e Finalmente, las cajas de Petri se incuban a 37° C durante 24 horas para realizar su posterior

lectura o conteo de colonias (Levapan, 2023).

5.4.1.3. Analisis de mohos y levaduras mediante metodologia de recuento en placa
(siembra en profundidad)

Los mohos y levaduras son microorganismos presentes en gran cantidad de ambientes; sin

embargo, debido a que Saccharomyces cerevisiae es la levadura a partir de la cual se obtienen

materias primas para distintos productos, debe haber un estricto control de otras especies salvajes
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dentro la planta de la Compafiia Nacional de Levaduras que pueden alterar su correcto desarrollo;

es por esta razén que a continuacion se detalla el anlisis de este tipo de microorganismos:

Figura 13. Esquema metodoldgico de analisis microbiologico de mohos y levaduras realizado a

distintas muestras en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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Dilucién 10" Dilucion 102

Adicion de 1 ml en

Pool de levadura seca jas Petri
(30 gramos)

! 2 - )

& £ Homogenizacion de Adicion de medio
lnCUbSCIE)n a 30 cajas Petri PDA aditivado
durante 72 horas (Actdione y acido

tartarico)

Fuente: Autor

e Se toman 30 gramos de la muestra inicial para realizar las diluciones 10y 10? en agua
peptonada estéril y 25 gramos de levadura seca cuando es producto terminado.

e Para la dilucion 10* se toman 25 ml de muestra y se agregan a 225 ml de agua peptona
estéril, la cual debe homogenizarse vigorosamente.

e Para la dilucion 10? se toman 11 ml de la dilucién 10* y se agregan en 99 ml de agua
peptonada estéril y se homogeniza.

e Setoma 1 ml de la dilucién 10? y se vierte sobre una caja de Petri para agregar agar PDA
aditivado con 5 ml de actidione (0.1 %) y 5 ml acido tartarico; se homogeniza y se deja
solidificar el medio de cultivo.

e La caja de Petri se incuba a 30° C durante 72 horas para realizar el posterior conteo de

colonias.
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5.4.1.4. Recuento directo de células vivas en camara de Neubauer
Debido a que la levadura seca ha sido sometida a procesos de liofilizacion es necesario asegurar
la viabilidad celular del producto, por lo cual se somete a un anélisis mediante recuento de células
vivas en camara de Neubauer y asi asegurar la calidad de células de levadura vivas y funcionales

en ésta. A continuacion, se describe el procedimiento para realizar este analisis:

Figura 14. Esquema metodoldgico de recuento directo de células vivas realizado a muestras de

levadura seca en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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Preparacion de azul de metileno
e incubacion (30° C)

—
Pesar 5 gramos de mezcla de
levadura seca en un frasco
con 50 mi de azul de metileno

j
‘,-——"\___\
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Incubar la mezclaa 20° C (10
minutos) y luego mezclar en
vortex (1 minuto)

v

Tomar 10 pL del tubo de ensayo
y adicionar sobre la camara de
Neubauer para realizar conteo

Pasar 1 ml de la mezcla 1 tubo
de ensayo (2 ml de azul de
metileno) y mezclar nuevamente

Pasar 1 mi a un tubo de
ensayo (con @ mi de azul de
metileno) y mezclar con vortex

de células vivas

Fuente: Autor

e Se debe preparar el azul de metileno pesando 0,1 gramo de éste en 500 ml de agua destilada
estéril.
e Enotro frasco se pesan 13.56 gramos de potasio de hidrégeno y 0.032 gramos de hidrogeno

fosfato disodico en 500 ml de agua destilada estéril.
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e Se agitan ambas soluciones y se mezclan en un Erlenmeyer de 1000 ml, después se agregan
50 ml de la solucion en frascos de vidrio estériles y 9 ml en tubos de ensayo estériles que
se dejaran incubados (30° C) para su posterior uso en células vivas.

e Parahacer células vivas se deben pesar 5 gramos de la mezcla de levadura seca en un frasco
en el cual se encuentra 50 ml de azul de metileno e incubar la solucion a 30° C durante 10
minutos.

e Tomar el frasco con la solucidén y mezclar usando vortex durante 1 minuto, pasar 1 ml a un
tubo de ensayo (con 9 ml de azul de metileno) y mezclar con vértex; del tubo de ensayo
sacar nuevamente 1 ml y pasar a otro tubo de ensayo (9 ml) (este proceso disminuye la
concentracion de las células).

e Finalmente, se toman 10 uL del tubo de ensayo mezclado con vortex (final) y agregar sobre
la cdmara de Neubauer (la muestra subira por capilaridad); para realizar conteo de células

vivas y muertas sobre microscopio en aumento de 100 X (Levapan, 2023).

5.4.2. Analisis microbiologico de beta-glucan de levadura

El procedimiento de andlisis que se realiza en la planta #2 correspondiente a produccién de
proteinas, se lleva a cabo en las distintas etapas del proceso para elaboracion de beta-glucan hasta

el liquido final obtenido en el proceso que se convertira en muestra sélida (Levapan, 2023).

Al igual que las muestras de levaduras, las muestras para analisis de calidad microbiologica de
proteinas son obtenidas y transportadas por un operario del area hasta el laboratorio de
microbiologia y calidad de la Compariia Nacional de Levaduras (ubicado en la planta #1), y asi
realizar los respectivos analisis establecidos por las directrices del grupo Levapan S.A.; en la tabla

5 se describen los andlisis realizados en cada una de las etapas del proceso de elaboracion:
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Tabla 6. Etapas y analisis microbiolégicos realizados a las muestras correspondientes a la planta

#2 (Planta de proteinas) de la Compafiia Nacional de Levaduras.

Medio de Aditivos
Muestra Analisis cultivo empleados en Dilucion Reporte
usado medios de
cultivo
Aerobios Plate Count | TTC (Clorurode | 10— 10° UFC/ml
mesofilos Agar trifeniltetrazoilo)
Coliformes
fecales y Chromocult No aplica 10* UFC/ml
Liquido totales
esterilizado Bacillus Metodologia Metodologia Metodologia | Metodologia
cereus TEMPO TEMPO TEMPO TEMPO
Esporas de SPS No aplica 10t UFC/ml
Clostridium
spp. sulfito
reductor
Aerobios Plate Count | TTC (Clorurode | 10!—10? UFC/ml
Liquido mesofilos Agar trifeniltetrazoilo)
final del Coliformes
proceso fecales y Chromocult No aplica 10t UFC/ml
totales

Fuente: Autor

5.4.2.1. Liquido esterilizado

5.4.2.1.1. Andlisis de aerobios meséfilos mediante metodologia de recuento Total de

Bacterias RTB en placa (siembra en profundidad)

En el siguiente esquema se detalla el procedimiento para el anlisis de bacterias aerobias mesoéfilas

en la planta de proteinas de la Comparfiia Nacional de Levaduras:

Figura 15. Esquema metodoldgico de analisis microbioldgico de bacterias aerobias meséfilas

realizado a liquido esterilizado de beta-glucan en la Compariia Nacional de Levaduras.
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Fuente: Autor

e Se toman 25 ml de muestra y se agregan a 225 ml de agua peptona estéril, la cual debe
homogenizarse vigorosamente.

e De la dilucion 10* se toman 11 ml y se agregan en 99 ml de agua peptonada estéril y se
homogeniza (dilucion 102).

e De cada dilucién se toma 1 ml y se adiciona en cajas de Petri para seguidamente agregar
medio Plate Count aditivado con 5 ml de TTC.

e Se homogeniza las muestras presentes en las cajas de Petri, se dejan solidificar y se incuban

a 37° C durante 24 horas (Levapan, 2023).

5.4.2.1.2. Andlisis de coliformes fecales y totales mediante metodologia de recuento en
placa (siembra en profundidad)
En el siguiente esquema se detalla el procedimiento para el analisis de bacterias coliformes fecales

y totales en la planta de proteinas de la Compariia Nacional de Levaduras:
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Figura 16. Esquema metodoldgico de analisis microbioldgico de coliformes fecales y totales

realizado a liquido esterilizado de beta-glucan de levadura en la Compafiia Nacional de

Levaduras.
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Incubacion a 37° C cajas Petri Chromocult
durante 24 horas

|

Fuente: Autor

e Se toman 25 ml de beta-glucan para realizar la dilucion 10! en 225 ml de agua peptonada

estéril.

Se homogeniza, se toma 1 ml de cada una de estas y se procede a agregar en cajas de Petri

(siembra en profundidad).

e Seagrega el medio de cultivo Chromocult a la caja de Petri y se homogeniza para distribuir

de manera uniforme la muestra y asi evitar que esta se compacte.

e Esta caja se incuba a 37° C durante 24 horas para realizar el conteo de colonias (Levapan,

2023).

5.4.2.1.3. Recuento de Bacillus cereus mediante uso de tecnologia automatizada TEMPO
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Debido a las caracteristicas y ventajas que ofrece la automatizacion de los recuentos
microbioldgicos sobre las técnicas tradicionales, se usan estos andlisis de los indicadores de
calidad para distintos productos en una menor cantidad de tiempo y con efectividad mayor a la
realizada por un analista humano (propenso a cometer ciertos errores relacionados a las
caracteristicas propias del ser humano); optimizando los resultados analizados que se ajustan con
los parametros establecidos con la politica de calidad de la compafiia. En el esquema a

continuacion, se profundiza dicho analisis por esta metodologia automatizada:

Figura 17. Esquema metodologico de deteccion de Bacillus cereus (mediante tecnologia
automatizada TEMPO) realizado a liquido esterilizado de beta-glucan en la Compariia Nacional

de Levaduras.
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Registro de las muestras en Preparacion de las muestras e Depositar las tarjetas TEMPO=en &l

equipo TEMPO= inoculacion (3.0 mi de agua vial correspondiente a medio de
destilada estéril + 1000 pyl de la cultivo BC (Bacillus cereus)
dilucion 10")

-—
Lectura de las tarjetas 24 Incubar las tarjetas BC Ingresar |la preparacion con las
horas después a su (Bacillus cereus) a 30° C tarjetas al equipo TEMPO®
incubacion (24 horas) para la transferencia

Fuente: Autor

Del frasco con la dilucion 10* de muestra de beta-glucan disuelto, se toma una cantidad de muestra

para realizar su analisis:
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e Seregistran las muestras en el equipo TEMPO®, se agregan 4.0 ml de agua destilada estéril
a cada vial con el medio de cultivo correspondiente a BC (Bacillus cereus) para su
hidratacion; cada vial inocula con 1000 ul de la dilucién 10 que contiene la muestra de
beta-glucan y se agita en vortex para su correcta mezcla (proporcion 1/40).

e Se deposita la tarjeta de lectura TEMPO® en el vial correspondiente a BC (Bacillus
cereus), y se ingresa en la maquina para que esta realice la transferencia de la mezcla a
cada tarjeta.

e Finalizada la transferencia, se procede a llevar la tarjeta de lectura TEMPO® a incubacion
a 30° C durante 24 horas para su posterior analisis y lectura segun las directrices de la

compaiiia en el equipo TEMPO Reader.

5.4.2.1.4. Andlisis de esporas de Clostridium spp. sulfito reductor mediante metodologia
de recuento en placa (siembra en profundidad)
Figura 18. Esquema metodoldgico de analisis de esporas realizado a liquido esterilizado de beta-

glucan en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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Muestra para analisis 1 ml de dilucién 10° Calentamiento a 80° -

de indicagores Dilucion 10 de beta-glucan C (10 minutos) b
microbiologicos Choque térmico
(congelador por 5
minutos)
P "~ Yas
— LT\
e - <
= N
=
. “‘-\-——/
R = £5 4
Incubaciéna 37° C Homogenizacion de Adicion de medio SPS T ——
durante 24/48 caja de Petri o =

; < caja de Petri
horas (anaerobiosis) :



72

Fuente: Autor

e Setoma 1l ml de la muestra inicial donde se encuentra la muestra de beta-glucan mezclada
y se afiade a un tubo de ensayo estéril.

e Este tubo de ensayo se lleva a un calentamiento de 80 °C en bafio seroldgico durante 10
minutos, para luego disminuir abruptamente su temperatura (inferior a 0° C-choque
térmico) en el congelador durante 5 minutos.

e El ml del tubo de ensayo se agrega a una caja de Petri para adicionar sequidamente medio
SPS, se agita vigorosamente (evitar compactacion de la muestra); se deja solidificar y se
incuba en caja de anaerobiosis a 37° C durante 24/48 horas para posterior realizar el

recuento de colonias de la caja segun las especificaciones de la compafiia (Levapan , 2023).

5.4.2.2. Liquido final del proceso

5.4.2.2.1. Andlisis de aerobios meséfilos mediante metodologia de recuento Total de
Bacterias RTB en placa (siembra en profundidad)
En el siguiente esquema se detalla el procedimiento para el recuento de bacterias meséfilas en el

liquido final usado para la produccion de beta-glucan:

Figura 19. Esquema metodoldgico de andlisis microbioldgico de bacterias aerobias mesofilas

realizado a liquido final de proceso de beta-glucan en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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—— Tas
25mL ¢ 1mL v <

Liquido final de proceso Adicion de 1 mlen

(beta-glucan) /f cajas Petri

)

Homoagenizacion de Adicion de medio
cajas Petri Chromocuit

Incubacion a 37° C
durante 24 horas

Fuente: Autor

e Se toman 25 ml de muestra y se agregan a 225 ml de agua peptona estéril (agitar
fuertemente la mezcla) (dilucion 10%).

e De la dilucion 10* se toman 11 ml y se agregan en 99 ml de agua peptonada estéril y se
homogeniza (dilucion 102).

e De cada dilucién se toma 1 ml y se adiciona en cajas de Petri para seguidamente agregar
medio Plate Count aditivado con 5 ml de TTC.

e Se homogeniza las muestras presentes en las cajas de Petri, se dejan solidificar y se incuban

a 37° C durante 24 horas (Levapan, 2023).

5.4.2.2.2. Andlisis de coliformes fecales y totales mediante metodologia de recuento en
placa (siembra en profundidad)
Figura 20. Esquema metodologico de analisis microbiologico de coliformes fecales y totales

realizado a liquido final de proceso de beta-glucan en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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bl

Dilucién 10° Dilucion 102

Adicion de 1 mlen

/— cajas Petri

)

. = Homogenizacion de Adicion de medio Plate
Incubacion a37°C cajas Petri Count (aditivado con 5 ml
durante 24 horas de TTC)

Fuente: Autor

e Se toman 25 ml de beta-glucan para realizar la diluciéon 10 en 225 ml de agua peptonada
esteril.

e Se homogeniza, se toma 1 ml de la dilucion y se procede a agregar en una caja de Petri
(siembra en profundidad).

e Seagrega el medio de cultivo Chromocult a la caja de Petri y se homogeniza para distribuir
de manera uniforme la muestra y asi evitar que esta se compacte.

e La caja de Petri se incuba a 37° C durante 24 horas para realizar su posterior lectura y

conteo de colonias (Levapan, 2023).
5.4.2.3. Producto seco (extracto de beta-glucan de levadura)

Beta-glucan de levadura hace parte de los productos pertenecientes a la linea Biolev (Bioactivos
de levadura) de la Compariia Nacional de Levaduras; por lo cual se extrae de la pared celular de
Saccharomyces cerevisiae y se concentra mediante el disefio y la implementacion de especificos

procesos biotecnologicos que permiten hacer de este producto uno de los méas valiosos
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desarrollados fabricados por el grupo Levapan S.A.; es por este motivo que se deben realizar una
serie de andlisis que permitan garantizar la calidad microbioldgica, fisicoquimica, nutricional,
entre otras; debido a su uso como materia prima en distintos alimentos que presentan

caracteristicas especificas (Levapan, 2023).

A continuacion, se describen los analisis realizados a este producto en especifico:

Figura 21. Esquema metodoldgico pesado y separacion de muestras de beta-glucan para

posteriores analisis realizados en la Compafiia Nacional de Levaduras.

Pool 1 Pool 2

S —
Pcol 3 Pcol 4
Separar las muestras de beta-
glucan de un lote (4 pooles) Mezcla de bolsas en 4
pooles de muestras
Pool Pool
1-2 3-4

Separacion para analisis: 187.5 g (deteccion de
Salmonelia spp.), 100 g (Cronobacter sakazakii), 25
g (enterobacterias), 25 g (indicadores)

Mezcla de pooles 1-2y 3-4

Fuente: Autor

e Se pesan las muestras de beta-glucan, de manera que se separe el producto en 4 pooles
(mezcla de muestras de un mismo lote en una sola muestra) que contengan 9 o 10 bolsas
con muestras en cada pool (alrededor de 40 bolsas por lote).

e Cada uno de los cuatro pooles de muestras, contendra 50 gramos de cada bolsa de muestra

(aproximadamente entre 400 a 500 gramos sera el peso de cada pool); de esas 4 mezclas
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(pooles) se homogenizaron la mezcla 1 con la 2 (pool 1y 2) y la mezcla 3 con la 4 (pool 3
y 4), para asi poder tener 2 bolsas finales (de 25 gramos cada una) con una cantidad
representativa de la totalidad de las muestras (12.5 gramos de pool 1-2 y 12.5 gramos de
pool 3-4) para realizar los respectivos andlisis al producto.

e De cada pool se sacan 187.5 gramos (46,875 gramos de cada pool), 100 gramos (25 gramos
de cada pool), 25 gramos (6.25 gramos de cada pool) y 6.25 gramos en bolsas de muestreo
estériles para los analisis de deteccion de Salmonella spp., Cronobacter sakazakii,
enterobacterias, indicadores microbioldgicos, entre otros (Levapan, 2023).

e Debido a las caracteristicas de este producto seco (beta-glucan); se le realizaron los analisis

microbiologicos que se resumen a continuacion en la tabla 7:

Tabla 7. Analisis microbioldgicos realizados a las muestras de producto seco de beta-glucan

(Planta de proteinas) de la Compafiia Nacional de Levaduras.

Medio de Aditivos
Muestra Anélisis cultivo usado | empleados en | Metodologia Reporte
medios de
cultivo
Cronobacter | CHROMagar™ No aplica Recuento en UFC/ml
sakazakii Cronobacter placa
Salmonella Deteccion Deteccion
spp. No aplica No aplica automatizada | automatizada
Mini-vidas Mini-vidas
Enterobacterias VRBG No aplica Recuento en UFC/ml
placa
Recuento
Producto | automatizado
Seco de indicadores No aplica No aplica Metodologia | Metodologia
de calidad (FA, TEMPO TEMPO
SA, BC, EC,
EB, TC)
Esporas de
Clostridium SPS No aplica Recuento en UFC/ml
spp. sulfito placa
reductor
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Mohos y PDA Acido Recuento en UFC/ml
levaduras tartarico placa

Fuente: Autor

5.4.2.3.1. Andlisis y deteccion de Cronobacter sakazakii mediante metodologia de
recuento en placa (siembra en superficie)
Figura 22. Esquema metodoldgico de analisis y deteccion de Cronobacter sakazakii realizado a

producto seco de beta-glucan en la Compafiia Nacional de Levaduras.

i n’ T
)
Adicion de 100 g de beta-
gucanaerler?meyer Incubar a 37° C durante 24 Pasar 100 pL ml a tubos de
(1900 ml agua 1S0) horas en incubadora shaker ensayo (contienen 9 ml de

caldo lauril sulfato con
adicién de 100 pL de
vancomicina)

Incubacion a 42° C (24 Agregar 0.1 ml de la mezcla de -
horas) vy revision de los tubos de ensayo ¥ extender Incubacion a 42° C (24
crecimiento de colonias sobre medio selectivo horas) de los tubos
caracteristicas (CHROMagar™ Cronobacter)

Fuente: Autor

e Después de haber pesado el producto; se adicionan 100 gramos de beta-glucan en un
erlenmeyer con 1900 ml de agua 1SO (peptonada bufferada) para dejar incubando a 37° C
por 24 horas en incubadora con agitacion (se debe hacer una solucion blanco e incubar a

37°C durante 24 horas) (190 ml de agua 1SO para solucién blanco e incubar igualmente).
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e Pasar 100 uL de la mezcla y solucién blanco a tubos de ensayo con 9 ml de caldo lauril
sulfato (previamente preparados con adicion de 100 uL de vancomicina) cada uno, para
incubar a 42° C durante 24 horas.

e Extender con asa de Drigalsky 100 pL (0.1 ml) de la mezcla de los tubos de ensayo a dos
cajas de Petri con agar selectivo (siembra en superficie por duplicado) para aislamiento y
crecimiento de Cronobacter sakazakii (CHROMagar™ Cronobacter).

e Finalmente se incuban a 42° C durante 24 horas y se realiza posterior revision de

crecimiento de colonias caracteristicas de Cronobacter sakazakii.

5.4.2.3.2. Deteccion de Salmonella spp. usando sistema automatizado de deteccion de
patdgenos alimentarios Mini VIDAS®
Figura 23. Esquema metodologico de deteccion de Salmonella spp. (usando sistema

automatizado). realizado a producto seco de beta-glucan en la Compafia Nacional de Levaduras.
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Adicionar 187.5 gramos de
beta-glucan en 3562.5 ml de
agua peptonada bufferada

Incubar a 37° C (24 horas) en
incubadora shaker

Agregar aditivo a la mezcla
(17.8 ml de aicohol con el
suplemento para Salmonells-
PFSX

T ——

a‘
N &—

|l

Registro en en el equipo

Tomar una solucion para la
deteccion de Salmonella spp.

Agregar 500 yL de la
muestra a la solucion

mini VIDAS® para lectura
de resultados (19 horas)

Fuente: Autor

(VIDAS UP Salmonella-SPT)

(VIDAS UP Salmonelia-SPT)
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e De cada uno de las 4 mezclas (pooles de muestra), se deben pesar 46.87.5 gramos (debido
a su consistencia pastosa Unica) para dar un total de 187.5 gramos total de muestra para el
andlisis.

e Enun erlenmeyer de 5000 ml, se adicionan los 187.5 gramos de muestra de las 4 mezclas
(pooles) en 3562.5 ml de agua ISO (peptonada bufferada) y se adiciona la mezcla de aditivo
(17.8 ml de alcohol con el suplemento para Salmonella-PFSX).

e Cada erlenmeyer se incuba a 37° C durante 24 horas en agitacion para su posterior analisis
mediante el uso del sistema automatizado de detecciéon de patégenos alimentarios Mini
VIDAS®.

e Se toma una solucion para la deteccion de Salmonella spp. (VIDAS UP Salmonella-SPT),
en la cual se le adicionan 500 pL de la muestra, se registra en el equipo mini VIDAS® para

el analisis automatico posterior a 19 horas (Levapan, 2023).

5.4.2.3.3. Andlisis de enterobacterias mediante metodologia de recuento en placa
(siembra en profundidad)
Figura 24. Esquema metodolégico de analisis de enterobacterias realizado a producto seco de

beta-glucan en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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Pasar 20 ml de la mezcla a
caldo EE Mossel (preparacion

de 100 mi de TSA) con choque térmico)
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Tomar 100 pyL del caido EE

Mossel y extender con asa

de Drigalsky sobre medio
VRBG

Incubar caldo EE Mossel a
37° C (24 horas)

Incubar cajas de Petri a
37° C (24 horas) y revision
de colonias presuntivas

Fuente: Autor

A partir de los 4 pooles de muestras pesadas con anterioridad, se toman 25 gramos (6.25 g
de cada pool); se adicionan a 475 ml de caldo TSA (tripticasa de soya) (la solucién blanco
es de 100 ml de caldo TSA).

La mezcla se incuba a 37° C (en incubadora con agitacion) durante 5 horas y se pasa de la
muestra en caldo TSA, 20 ml a caldo EE (caldo de enriquecimiento de bacterias o caldo
EE Mossel (previamente preparado con choque térmico, y el mismo procedimiento se
repite con la muestra de la solucion blanco).

La muestra en caldo EE y la solucion blanco en caldo E, se incuban a 37° C durante 24
horas, para después de transcurrido el tiempo de incubacion tomar 100 uL del caldo para
adicionar y extender (con asa de Drigalsky) sobre 2 cajas de medio VRBG (siembra en
superficie por duplicado).

Se incuban las cajas de Petri de medio VRBG a 37° C durante 24 horas y se realiza el

conteo y lectura de colonias presuntivas para enterobacterias.
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5.4.2.3.4. Recuento automatizado de indicadores de calidad a producto seco de beta-

glucan, mediante tecnologia automatizada TEMPO

-Recuento Total de Bacterias RTB (aerobias mesoéfilas totales) y Staphylococcus aureus
(STA) por tecnologia automatizada TEMPO

Figura 25. Esquema metodoldgico de recuento de bacterias aerobias mesofilas y Staphylococcus
aureus (mediante tecnologia automatizada TEMPO) realizado a producto seco de beta-glucan en

la Compafia Nacional de Levaduras.

>
Regisiro de las muestiras en Preparacion de las muestras e Depositar las tarjetas TEMPO=en <l
equipo TEMPO®= inoculacion (3.2 ml de agua vial correspondiente a los medios
destilada estéril + 100 yl de la de cultivo ACy STA

dilucion 107) ‘

-—
Lectura de las tarjetas 24 Incubar las tarjetas ACy Ingresar la preparacion con Ias
horas despuéﬁ asu STA a 37° C (24 horas) tarjetas al equipo TEMPO=
incubacion para la transferencia

Fuente: Autor

e De la muestra se toman 12.5 gramos de la mezcla #1 (pool 1) y 12.5 gramos de la mezcla
#2 (pool 2) para su homogenizacion (se repite el mismo procedimiento para el pool 3y 4),
para lograr la obtencion de 2 bolsas de 25 gramos que se adicionan en un erlenmeyer con

475 ml de agua peptonada estéril (dilucion 10%).
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e Se agitan vigorosamente el erlenmeyer para disolver completamente la muestra y a partir
de este, analizar los respectivos indicadores microbioldgicos de calidad mediante
tecnologia automatizada TEMPO.

e Seregistran las muestras en el equipo TEMPO®, se agregan 3.9 ml de agua destilada estéril
a un vial con el medio de cultivo AC (Flora mesdfila aerobia total) y STA (Staphylococcus
aureus) para su hidratacion; a cada vial se le adicionan 100 ul de la dilucion 10 que
contiene la muestra de glucan y se agitan en vortex para su correcta mezcla (proporcién
1/400).

e Se deposita la tarjeta de lectura TEMPO® en el medio de cultivo correspondiente a AC
(Flora mesdfila aerobia total) y STA (Staphylococcus aureus) y se proceden a ingresar en
la maqguina para que esta realice la transferencia de la solucion en cada tarjeta.

e Finalizada la transferencia, se procede a llevar la tarjeta de lectura TEMPO® a incubacion
a 37° C durante 24 horas para su posterior andlisis y lectura segun las directrices de la

compafiia en el equipo TEMPO Reader.

-Recuento y deteccion de Bacillus cereus, Escherichia coli, Coliformes totales y

Enterobacterias por tecnologia automatizada TEMPO

Al igual que el recuento automatizado para AC (Flora mesdéfila aerobia total), se sigue la misma
metodologia s6lo con la variacion del uso de viales especificos para el recuento de Bacillus cereus
(BC), Escherichia coli (EC), Coliformes totales (TC) y Enterobacterias (EB); como se observa a

continuacion:



83

Figura 26. Esquema metodologico de deteccion de Bacillus cereus, Escherichia coli, Coliformes
totales y Enterobacterias (mediante tecnologia automatizada TEMPO) realizado producto seco

de beta-glucan en la Compafiia Nacional de Levaduras.
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Regisiro de las muesiras en Preparacion de las muestras e Depositar las tarjetas TEMPO=en el
equipo TEMPO® inoculacion (3.0 mi de agua vial correspondiente 2 cada medio
destilada estéril + 1000 pl de la de cultivo BC,EC, TCy EB
dilucién 107) *

-
Lectura de las tarjetas 24 Incuba Ias tarjetas BC Ingresar la preparacion con las
horas después a su (Bacillus cereus) a 30° C tarjetas al equipo TEMPO®
incubacion (24 horas) yEC, TCyYyEB a para la transferencia

37° C (24 horas)
Fuente: Autor
Del erlenmeyer con las respectivas mezclas de muestras de beta glucan disueltas, se toma una

cantidad de muestra para realizar su analisis:

e Seregistran las muestras en el equipo TEMPO®, se agregan 4.0 ml de agua destilada estéril
a cada vial con el medio de cultivo correspondiente a BC (Bacillus cereus), EC
(Escherichia coli), TC (Coliformes totales) y EB (Enterobacterias) para su hidratacion; a
cada vial se le adicionan 1000 pl de la dilucién 10* que contiene la muestra de glucan y se

agita en vortex para su correcta mezcla (proporcion 1/40).
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e Se deposita la tarjeta de lectura TEMPO® en el medio de cultivo correspondiente a BC
(Bacillus cereus), EC (Escherichia coli), TC (Coliformes totales) y EB (Enterobacterias);
y se ingresa en la maquina para que esta realice la transferencia de la solucion a cada tarjeta.
e Finalizada la transferencia, se procede a llevar la tarjeta de lectura TEMPQO® a incubacion
a 30° C durante 24 horas correspondiente a BC y a 37° C durante 24 horas las tarjetas de
EC, TC y EB para su posterior andlisis y lectura segun las directrices de la compaiiia en el

equipo TEMPO Reader.

5.4.2.3.5. Analisis de esporas de Clostridium spp. sulfito reductor mediante metodologia
de recuento en placa (siembra en profundidad)
Figura 27. Esquema metodoldgico de analisis de esporas realizado a producto seco de beta-

glucan en la Compafiia Nacional de Levaduras.

Muestra para analisis Dilucién 10° 1 ml de dilucion 10" Calentamienio a 80° - -
de indicadores de beta-glucan C (10 minutos) b
microbioldgicos Choque térmico

(congelador por 5
minutos)

\ -
Incubacion a 37° C Homogenizacién de Adicion de medio SPS Adicion de 1 ml en

durante 24/48 caja de Petri

- iarhd aja de Petri
horas (anaerobiosis) caja de Pe

Fuente: Autor

Se toma 1 ml de la muestra inicial donde se encuentra la muestra de beta-glucan mezclada y se

afiade a un tubo de ensayo esteril.
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o Este tubo de ensayo se Ileva a un calentamiento de 80 °C en bafio seroldgico durante 10
minutos, para luego disminuir abruptamente su temperatura (inferior a 0° C) en el
congelador durante 5 minutos.

o Ese ml del tubo de ensayo se agrega a una caja de Petri para adicionar seguidamente
medio SPS, se agita vigorosamente para que no exista compactacion de la muestra; se
deja solidificar y se incuba en caja de anaerobiosis a 37° C durante 24/48 horas para
posterior realizar el recuento de colonias de la caja segun las especificaciones de la

compafiia (Levapan, 2023).

5.4.2.3.6. Analisis de mohos y levaduras mediante metodologia de recuento en placa
(siembra en profundidad

El analisis de mohos y levaduras realizado a las muestras de producto seco de beta-glucan es

similar al realizado a las muestras de levadura seca activa; sin embargo, se presentan ligeros

cambios en los aditivos afiadidos al medio de cultivo y los tiempos de incubacion que se deben

tener en cuenta al momento de su andlisis (tal como se aprecia en seguida):

Figura 28. Esquema metodoldgico de analisis de mohos y levaduras realizado a producto seco de

beta-glucan en la Compafia Nacional de Levaduras.
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e Del erlenmeyer con las respectivas mezclas de muestras de beta-glucan disuelto, se toma

una cantidad de muestra para realizar la dilucion 10?en agua peptonada estéril.

e Deestadilucion (10?) se toma 1 ml y se vierte sobre 2 cajas de Petri para agregar agar PDA

aditivado con 5 ml &cido tartérico (PTar); se homogeniza y se deja solidificar el medio

cultivo.

de

e Las cajas de Petri se incuban invertidas a 30° C durante 5 dias para realizar el posterior

conteo de colonias.

e Se realiza control de desarrollo y reproducibilidad al medio PDA aditivado con &ci

do

tartarico (PTar); mediante el envio a un laboratorio externo de 8 cajas con este medio

(envueltas con papel parafilm) y corroborar las especificaciones y caracteristicas que debe

presentar el medio.
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6. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Mes
Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre
Semana
1]2]3]4|s5]6]7]8]910]11]12|13]14]15]16
Actividades
Induccién y

capacitacion

Instruccion en
toma de
muestras
(etapas de
produccion 'y
ambientales)

Instruccion
del
procesamiento
de las
muestras
Anadlisis de pH
a medios de
cultivo

Toma de

muestras  de
manipuladores
y superficies

Toma de
muestra de
ambientes

Procesamiento
de muestras

Verificacion
de resultados

Andlisis  de
muestras  de
materias
primas y
producto
terminado

Analisis de
resultados

|:| Instruccion y acompafiamiento en el proceso

|:| Acompafiamiento y supervision en el proceso

|:| Trabajo independiente
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
Conforme a lo establecido en el contrato de précticas empresariales relacionado a la politica de
confidencialidad de la Compafia Nacional de Levaduras-Levapan S.A. (establecida entre
compafiia y estudiante); es de obligatoria declaracion que tanto los procedimientos presentados en
la metodologia como en los resultados, no representan un problema de divulgacion relacionados a
técnicas, equipos, procedimientos y demés apartados que comprometan la seguridad de la
compafiia. Es por esta razon que los datos analizados a continuacion, estaran relacionados al
proceso ejecutado en la compafiia; sin embargo, son hipotéticos y se encuentran conforme a los
requerimientos y lineamientos del marco legal de la compafiia (por lo cual no incumplen las

directrices y su publicacién no constituye un riesgo para su exposicion y sustentacion).

7.4.  Control microbiol6gico de materias primas

Tabla 8. Resultados microbioldgicos de materias primas utilizadas en la Compafiia Nacional de

Levaduras para el proceso de elaboracion de levadura seca y beta-glucan de levadura.

Meses
Analisis Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
Aerobios 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0oJojo]o
mesofilos
Coliformes

fecales y M

totales '

Hongos y E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0oJojo]o
levaduras L
Bacterias
acido 0 1 2 0 0 0 1 2 0 0 0 1 0J]ojo]1
lacticas

Aerobios 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0Jojo]o
mesofilos
Coliformes
fecales y
totales

>C o>
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Hongos y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
levaduras
Fuente: Autor

Nota. Las materias primas empleadas para la elaboracién de cualquier producto (agua y mieles),
son analizadas regularmente una vez por semana en el laboratorio de calidad y microbiologia de

la compafiia.

Es de suma importancia que las mieles (melazas de cafia) y aguas utilizadas para el proceso de
elaboracion de los productos de la Compariia Nacional de Levaduras, presenten la mas alta calidad
y cumplan con los requisitos necesarios para hacer uso de estos. Como se observa en la tabla 8,
ambas materias primas cumplen con la calidad microbiologica al no existir presencia de
microorganismos indicadores que puedan deteriorar o causar alteraciones que se evidencien en las
futuras etapas en los procesos de elaboracion. Si las mieles incumplen los requisitos minimos
necesarios para su aceptacion en la planta; se dispone su devolucién a los proveedores para que
estos realicen las respectivas medidas correctivas que permiten la disminuciéon de la carga
microbiana presente en la materia prima, y asi poder asegurar la calidad inicial del proceso de
elaboracion y prevenir complicaciones relacionadas a la no eliminacién de microorganismos o
sustancias contaminantes (s6lidos totales, material articulado, néctar, sustancias adulterantes, entre

otros) que inciden sobre los demas procesos que se derivan de este momento inicial.

El agua usada en las diferentes lineas de los procesos de elaboracién, se analiza segin son los
estandares establecidos en la normatividad colombiana (Resolucion 2115 de 2007) para dar
cumplimiento a los valores necesarios para ser usada en los procesos de elaboracion de alimentos.
Con respecto al andlisis de microorganismos (aerobios mesofilos, coliformes fecales y totales y
hongos y levaduras), no se evidencio presencia; esto debido a que la compafiia cuenta con una

PTAP (Planta de Tratamiento de Agua Potable) y PTAR (Planta de Tratamiento de Aguas
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Residuales) propia que permiten el aseguramiento de la calidad del recurso hidrico para ser usada

para en cada uno de los procesos de produccion que requieran agua para su ejecucion.

7.5.  Control microbiologico de factores externos implicados en el proceso de elaboracion

7.5.1. Andlisis microbiol6gico de ambientes en la planta de levaduras y proteinas

Para las empresas de alimentos es de vital importancia el control de los ambientes y espacios en
los cuales se ejecutan los procesos de elaboracion de sus distintos productos; es por este motivo
que semanalmente se debe hacer un control (muestreo ambiental) para asegurar el correcto
aislamiento de las areas de produccion con el ambiente externo que contiene una alta carga
microbiana ambiental. En la tabla 9, se observa las muestras tomadas durante las 16 semanas en
la planta de levadura seca y proteinas para la realizacion de los analisis correspondientes segun las

directrices de la empresa.

Tabla 9. Resultados microbioldgicos de los analisis realizados a los ambientes en las plantas de

produccion de la compafiia.

Ambientes planta de levadura seca
UFC Muestras
Analisis Septiembre Octubre Noviembre Diciembre analizadas
Aerobios i1j]o0jojojojojJojrjojojojofjoj1jojo 16
mesofilos
Coliformes ojojojojojojojojojojojojojotjofo 16
totales
Hongos y ojojojojofjr1jojojofjrjojojrjotjofto 16
levaduras
Muestras 313131333} 3]3]3|313]3]3]3]3]33 48
semanales
Ambientes planta de proteinas
UFC Muestras
Analisis Septiembre Octubre Noviembre Diciembre analizadas
Aerobios ojojojojojojojojojojojojojotjofo 16
mesafilos
Enterobacterias| 0 J]0OJO|JO|JOjJO]J]O|JOjJO]JO]JO]JO}JOJO]JO]O 16
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Hongos y ojojojojojojojojojojojojojogfjojo 16
levaduras
Muestras 916|19]16]1]9]6]9]|6]9]|6]|9]6]9]6]9]°F6 120
semanales

Fuente: Autor

Nota. En la tabla 9, se pueden observar los datos correspondientes a los analisis realizados a los
ambientes en la planta de levadura seca y beta-glucan de la Comparfiia Nacional de Levaduras

durante 16 semanas.

Los analisis realizados a los ambientes de la empresa, cumplieron en su totalidad con los limites
de aceptabilidad, presentando instalaciones 6ptimas, estériles, limpias y herméticas; que sumado
a las correctas medidas de limpieza y sanitizacion ejecutadas en las areas de contacto con el
producto, permiten el correcto desarrollo de los procesos de elaboracion de los mismos sin ningdn

tipo de riesgo de contaminacion externa.

7.5.2. Analisis microbiologico de superficies y utensilios

Las superficies y utensilios usados en la industria alimentaria, deben presentar ciertas
caracteristicas (ser de materiales faciles de limpiar y esterilizar, ser resistentes al contacto con
sustancias quimicas, entre otras.) ideales para su correcto uso y asegurar en todo momento la
calidad del producto, permitiendo su facil limpieza y desinfeccidon; asi como el hecho de evitar la
acumulacién de biofilms, esporas, toxinas u otras sustancias que puedan comprometer la
estabilidad y vida atil del producto (representado un peligro para la salud). En la tabla 10 se
presentan los resultados de los andlisis realizados a las superficies determinantes durante el proceso

de elaboracion.

Tabla 10. Resultados microbiolégicos de los analisis realizados a las superficies que se

encuentran en contacto con el producto terminado en las plantas de produccion de la compaiiia.



92

Superficies planta de levadura seca
UFC Muestras
Analisis Septiembre Octubre Noviembre Diciembre analizadas
Aerobios 0] 0 0Ojoj1]o0 01 0]0]1 48
mesofilos
Coliformes 010 0Jjojojo 0]o0 0l1]01]0 48
totales
Hongos y 011 0oj1]0]oO 0]o0 0]l]01]0 48
levaduras
Muestras 313 313|313 313 313]3 144
semanales
Superficies planta de proteinas
UFC Muestras
Analisis Septiembre Octubre Noviembre Diciembre analizadas
Aerobios 0]0 0OJojJoj]o 0]o0 0l]01]0 116
mesofilos
Enterobacterias 0] 0 0OjJojofj]o 0o 0joj]o 116
Hongos y 010 0Jj]ojJo]o 0|0 0jo]j]o 116
levaduras
Muestras 6| 8 8|61 8|7 6| 8 6|87 348
semanales

Fuente: Autor

Nota. En la tabla 10, se pueden observar los datos correspondientes a los analisis realizados a los

ambientes en la planta de levadura seca y beta-glucan de la Compafiia Nacional de Levaduras

durante 16 semanas.

Las superficies (mesas, palas de pesaje, balanzas, puertas, ventanas, paredes, entre otros),

cumplieron con los requisitos establecidos por la comparfiia para su uso en los procesos de

elaboracién. Las tareas de limpieza y desinfeccién de este tipo de utensilios, instrumentos e

infraestructura establecidos en el POES (Procedimientos Operativos Estandarizados de

Saneamiento) de la empresa, son un indicador de la rigurosidad y efectividad de los desinfectantes

usados para asegurar el cumplimiento de los limites aceptables establecidos al interior de la

empresa; es por este motivo que la cantidad de indicadores de contaminacién aislados de las
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superficies operativas no fue superior a 3 UFC/g (cumplimiento de los parametros de

aceptabilidad).

7.5.3. Andlisis microbiol6gico de manipuladores

Los manipuladores al estar en contacto directo y ser fundamentales para el proceso de elaboracion,
empacado, almacenamiento y cargado de los productos en las lineas de produccion, son pieza clave
y posibles fuentes de contaminacion del producto; es por este motivo que es necesario la
implementacién de un riguroso protocolo de lavado y uso de EPP (Elementos de proteccion
personal) en cada una de las &reas para evitar el menor contacto con el producto y asi evitar posible
proliferacion de microorganismos indeseables (enterobacterias, coliformes fecales,
Staphylococcus aureus) asociados con malas précticas de manufactura efectuados por los
operarios. En la tabla 11 se presentan los resultados de los frotis realizados a los manipuladores

en las distintas lineas de elaboracion en la compafiia.

Tabla 11. Resultados microbioldgicos de los analisis realizados a los manipuladores en las

plantas de produccién de la compafiia.

Manipuladores planta de levadura seca
UFC Muestras
Analisis Septiembre Octubre Noviembre Diciembre analizadas
Enterobacterias| 0 JOjJOjOjJO]JO]JOjO]J]O]J]O]JO}JOJOfJO}jJO]O 32
Coliformes ojojJojJjojojojojojojojojojojojo}]o 32
fecales
Staphylococcus | O 100} 2j|0]J]OjoO]J1]J]0]JO}]2}]O0O}]JO}]JO]O 32
aureus
Muestras 212121212 |2|2|2]|]2]2|2]|]2|]2]|]2]2]2 96
semanales
Manipuladores planta de proteinas
UFC Muestras
Analisis Septiembre Octubre Noviembre Diciembre analizadas
Enterobacterias | 0 JoJ o JoJo JoJo]JoJo]JofJoJoJo]Jo]Jo]o 160
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Coliformes | O]JO|JO}JO|JO]JO]JO]JO]JO]JOJO]JO]JO]JO]JO]O 160
fecales
Staphylococcus | 0O O]l 2 |JO0]JO]J1jJO0O]JO}J2]0]J]O0OfJO]JO]JO}JO]12 160
aureus
Muestras 1119129119129 |12 9|12 9 (11f9|11] 9 480
semanales

Fuente: Autor

Nota. En la tabla 11, se pueden observar los datos correspondientes a los analisis realizados a los
manipuladores en la planta de levadura seca y beta-glucan de la Compafiia Nacional de Levaduras

durante 16 semanas.

Los analisis realizados a los distintos empleados en las areas de produccion, mostré conformidad
con respecto a los requisitos exigidos por la empresa sobre la valoracion y presencia de la carga
microbiana presente en las manos de los manipuladores (operarios) durante el tiempo en contacto
con el producto; indicando correctas practicas de manufactura (riguroso y constante lavado de
manos, uso de cofias, guantes y gafas; y uso de desinfectante ocasionalmente en el area de trabajo
de cada operario), disminuyendo asi los riesgos de contaminacion y asegurando correctos procesos

de manufactura en el interior de las areas productivas de la compafiia.

Conforme a lo establecido en la normativa interna de la empresa, es necesario realizar medidas
correctivas que logren la destruccién de microorganismos en las diferentes areas del proceso
productivo, disminuyendo y controlando las etapas productivas conforme a los rangos de
aceptacion seguidos para cumplir con las especificaciones de cada producto. Los distintos analisis
realizados durante el tiempo del seguimiento en el interior de las instalaciones de la compaiiia,
mostré el cumplimiento efectivo de las medidas establecidas para proporcionar productos de altos
estdndares de calidad, corrigiendo de este modo de manera inmediata posibles focos de

contaminacion y haciendo uso de medidas preventivas que aseguran la inocuidad y correcta
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estandarizacion de metodologias en los procesos (limpieza, desinfeccidn, sanitizacion,

manipulacion, muestreo, empacado, distribucidn, entre otros); ejecutados al interior de la empresa.

7.6. Control microbioldgico de producto terminado (levadura seca activa y beta-glucan de
levadura)

Las muestras analizadas durante la realizacion de los analisis microbioldgicos en los procesos de
fabricacion fueron de 1510 correspondientes a levadura seca y 952 de beta-glucan de levadura
(para un total de 2462 muestras analizadas) referentes a las distintas etapas de los procesos de
elaboracion (recepcidn de materias primas, liquido esterilizado, liquido rico, producto terminado,
entre otras) a las cuales se les realizo los respectivos andlisis microbioldgicos establecidos por la
compafiia para la determinacién de su calidad (recuento de aerobios mesdfilos, recuento de
coliformes fecales y totales, recuento de hongos y levaduras, Staphylococcus aureus, deteccién de
patdgenos como: Salmonella spp. Listeria monocytogenes, Cronobacter sakazakii, Bacillus

cereus).

La presencia de microorganismos indicadores en los productos analizados (levadura seca y beta-
glucan), son indispensables para determinar su papel y relacion directa sobre la alteracion y
disminucion de las caracteristicas fisicoquimicas necesarias para la obtencion de rendimientos
ideales establecidos por la Compariia Nacional de Levaduras; logrando de este modo lograr niveles
de produccién estable que no impliquen pérdidas para la empresa y ajustandose segln los
requisitos establecidos por el gobierno nacional (con respecto al deterioro y riesgos relacionados
a la presencia de microorganismos que repercuten sobre la calidad microbioldgica de los productos

destinados al consumo humano).
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Tabla 12. Resultados de las muestras de levadura seca y beta-glucan que se encuentran dentro
de los limites de aceptabilidad y rechazo durante las 16 semanas de los analisis realizados en la

Compaiiia Nacional de Levaduras.

Levadura seca
Cantidad de muestras Cantidad de muestras Muestras analizadas Limite de
mensuales aceptables mensuales no mensualmente aceptabilidad
aceptables
Andlisis Sep | Oct | Nov | Dic | Sep | Oct | Nov | Dic | Sep | Oct | Nov | Dic
Aerobios 73 | 84 | 88 [107]| 8 7 6 11 | 81 | 91 | 94 | 118 | 50 UFC/mL
mesofilos
Coliformes
fecalesy totales | 86 | 82 | 85 | 92 9 6 4 8 95 | 88 | 89 | 100 | 100 UFC/mL
Hongos y 80 [104]| 93 [ 96 | 5 7 1 6 | 85 [111| 94 (102 | 100 UFC/mL
levaduras
Células vivas 89 | 96 | 88 [ 77 | 3 1 5 3 19297 | 93 | 80 >65 %
Totales 328 | 366 | 354 | 372 | 25 | 21 | 16 | 28 | 353 | 387 | 370 | 400
Beta-glucan de levadura
Cantidad de muestras Cantidad de muestras Muestras analizadas Limite de
mensuales aceptables mensuales NO mensualmente aceptabilidad
aceptables
Anélisis Sep [ Oct | Nov | Dic | Sep | Oct | Nov | Dic | Sep | Oct | Nov | Dic
Recuento FA/SA <100
automatizado UFClg
de indicadores | 60 | 52 | 73 | 57 0 3 1 4 60 | 55 | 74 | 61
de calidad EC/TC/EB
<10 UFC/g
Esporas de
Clostridium 33 | 27| 23 |44 ] 2 0 1 0 | 35|27 | 24 | 44 <10 UFC/g
spp. sulfito
reductor
Hongos y 52 | 58 | 54 [ 30 | 2 0 1 1 |54 (58| 55 |31 <10 UFC/g
levaduras
Enterobacterias | 55 | 53 | 47 | 39 2 1 2 3 57 | 54 | 49 | 42 <10 UFC/g
Salmonellaspp. | 15 | 11 | 20 | 44 | 1 1 0 2 16 | 12 | 20 | 46 Presencia-
Ausencia
Cronobacter 18 | 18 | 14 | 26 1 1 0 0 19 | 19 14 | 26 Presencia-
sakazakii Ausencia
Totales 2331219 | 231 | 240| 8 6 5 10 | 241 | 225 | 236 | 250

Fuente: (Levapan, 2023)



97

Nota. En la tabla 12 se encuentran planteados los datos correspondientes a la cantidad de muestras
aceptables y no aceptables teniendo en cuenta el limite de aceptabilidad establecido en la
Compariia Nacional de Levaduras para los anélisis microbioldgicos correspondientes a levadura

seca y beta-glucan de levadura (AOAC, 2015 ; Food and Drug Administration, 2023).

Figura 29. Cantidad de muestras aceptables de levadura seca en la linea de produccion durante

los meses de septiembre a diciembre de 2023.
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Fuente: Autor

Nota. La Figura 29 muestra la cantidad de muestras aceptables correspondientes a la levadura
seca que cumplieron con la evaluacion de indicadores microbioldgicos necesarios para la

obtencién de un producto conforme a las especificaciones.

Figura 30. Cantidad de muestras no aceptables de levadura seca en la linea de produccion

durante los meses de septiembre a diciembre de 2023.
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Muestras no aceptables levadura seca
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Fuente: Autor

El incumplimiento de indicadores microbioldgicos en los anlisis realizados a las muestras de
levadura seca, se produjo debido a la inadecuada recoleccién de la misma; por lo cual se refuerzan
e implementan las charlas relacionadas con BPM (Buenas practicas de manufactura) y correcta
toma de muestras por parte del personal encargado; asi mismo, los andlisis relacionados a
porcentajes de células vivas son necesarios para garantizar la correcta funcion de Saccharomyces
cerevisiae en los proceso relacionados a fermentacion lenta (necesarios para la industria de
panaderia), los cuales no presentaron alteraciones ni muestras con resultados inferiores a 65 % de
células vivas y 1.2 x 10 de células vivas por gramo al momento de su activacion y recuento en
camara de Neubauer en el laboratorio; cumpliendo de esta manera con los requisitos de calidad del

establecidos en los limites de aceptabilidad que debe cumplir el producto.

Figura 31. Cantidad de muestras aceptables de beta-glucan levadura en la linea de produccién

durante los meses de septiembre a diciembre de 2023.



99

Muestras aceptables de beta-glucan de levadura
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Fuente: Autor

Nota. En la figura 31, se presentan los resultados establecidos para el numero de muestras
correspondientes a beta-glucan que cumplieron con los valores de aceptabilidad establecidos en la

evaluacion de indicadores microbioldgicos.

Figura 32. Cantidad de muestras no aceptables de beta-glucan de levadura en la linea de

produccion durante los meses de septiembre a diciembre.
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Debido a las caracteristicas del producto (beta-glucan), es necesario la realizacion de analisis de
patdgenos de gran importancia relacionado a la mortalidad que pueden llegar a ocasionar por su
consumo en alimentos; por tal motivo debe existir ausencia de UFC de microorganismos como
Salmonella spp. y Cronobacter sakazakii, los cuales pueden crecer y permanecer inactivos durante
largos periodos de tiempo en alimentos que presentan bajos niveles de Aw. Los indicadores de
calidad que representan un riesgo menor de mortalidad, permiten establecer limites més flexibles

con respecto a su presencia en el producto.

Durante el seguimiento realizado a las muestras de este producto, no se evidencio la presencia de
microorganismos patdgenos ni incumplimiento de los limites aceptables referentes a los
indicadores de calidad y otros analisis. En las muestras no aceptables se realizo6 el procedimiento
de remuestreo, para asi descartar errores en toma de muestras por parte de los operarios en cada
uno de los procesos de fabricacion y su posterior analisis por triplicado, determinando de esta
manera el incumplimiento de estas muestras ocasionado por inadecuadas practicas de recoleccion

que se solucionan al momento de realizar esta actividad por parte del analista encargado.

La aceptabilidad es un indicador sumamente importante en cualquier empresa, pues permite llevar
una trazabilidad de los productos de una manera solida al poder estimar de manera concreta la
concentracion de indicadores microbioldgicos dentro de los procesos de produccion ejecutados
por la compafiia en cada uno de los analisis ejecutados relacionado a los procesos de elaboracion;
y asi establecer las medidas necesarias para mantener una relacién inversamente proporcional entre
el promedio de muestras aceptables y no aceptables (como se observa en la tabla 10), permitiendo
asi el cumplimiento de los limites establecidos por la empresa para generar productos aptos para

la comercializacién segun las especificaciones de los entes reguladores.
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En la actualidad existe una gran preocupacion debido a la presencia de patdgenos que pueden
crecer en alimentos de baja humedad (LMF); ocasionando un riesgo latente en la industria
alimentaria por su mayor resistencia a los procesos de destruccion celular (radiacion ultravioleta,

desinfectantes, ionizacion, etc.) que los microorganismos contaminantes (Bourdichon et al., 2021).

Dentro de los principales microorganismos que crecen en alimentos con baja humedad (<0.85) se
encuentran Salmonella spp., Bacillus cereus, Cronobacter sakazakii y Escherichia coli productora
de toxina Shiga; los cuales son capaces de afectar la salud de personas sensibles como los ancianos
al crear factores de virulencia que les permiten mantenerse viables en este tipo de matrices
alimenticias durante largos periodos de tiempo; y asi cuando las condiciones propicien su

desarrollo nuevamente, provocar infecciones fatales en las personas (Shuxiang et al., 2022).

Existe un riesgo relacionado a la presencia de patégenos como Salmonella spp., Cronobacter
sakazakii, Bacillus cereus, entre otros; en matrices alimentarias que cuentan con bajo porcentaje
de humedad disponible para su crecimiento; sin embargo, el hecho que estos patdgenos
permanezcan viables en este tipo de alimentos (levadura seca y beta-glucan) lo convierte en una
preocupacion mayor para el analisis del potencial patogénico de estos géneros que pueden
desarrollar mecanismos de supervivencia para permanecer presentes en los alimentos durante afios
(sin afectar su patogenicidad) y seguir presentando dosis de infecciones muy bajas, y asi causar

enfermedades trasmitidas por lo alimentos en los consumidores.

En los ultimos afos los brotes alimentarios relacionados en productos con bajo contenido de
humedad se han relacionado al genero de Salmonella spp.; pues el estrés osmotico que sufre la
ceélula ante la desecacion, genera modificaciones en los componentes estructurales de la membrana

celular (fosfolipidos y acidos grasos) permitiéndole entrar en estado viable no cultivable y asi
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mantener su viabilidad intacta (aun cuando su desarrollo celular no es posible) (Martins et al.,

2021).

Debido a estas caracteristicas que presentan este tipo de alimentos, se vuelve una necesidad la
evaluacion de estos microorganismos en los productos fabricados en la compafiia (levadura activa
seca y beta-glucan) y asi demostrar la calidad en los procesos de elaboracion y manufactura al
contar con estrictos parametros (elevadas temperaturas) para asegurar la destruccion de estos

resistentes patdgenos.

7.6.1. Anadlisis microbiologico de levadura seca activa

Tabla 13. Resultados correspondientes a las muestras analizadas en el laboratorio de

microbiologia y calidad de la Compafia Nacional de Levaduras correspondientes a levadura

seca.
Muestras de levadura seca
Mes
Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
Semana
Analisis 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Aerobios 19 | 17 | 16 | 21 | 23 | 15 | 19 | 27 | 24 | 26 | 18 [ 20 } 23 | 25 | 30 | 29
mesofilos

Coliformes
fecales y 23 120 | 25|18 | 25 |17 | 14 | 26 | 17 | 19 | 24 [ 25 | 18 | 23 | 27 | 24
totales
Hongos y 24 | 19 | 16 | 21 | 29 | 28 | 22 | 25 | 28 | 14 | 19 | 32 | 21 | 25 | 23 | 27
levaduras

Célulasvivas | 23 | 26 | 18 [ 22 | 28 | 21 | 30 | 17 | 22 | 30 [ 21 | 15| 22 [ 20 | 17 | 18

Muestras
aceptables 89 [ 82 | 75 | 82 | 105 81 | 85 | 95| 91 [ 89 [ 82 | 92 | 84 | 93 | 97 | 98
semanales

Muestras no
aceptables 7 8 4 6 3 9 5 4 2 1 3 110 9 4 5 10
semanales
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Porcentaje de | 92. | 91. | 94.
aceptabilidad 7 1] 93
semanal % | % | %

93.
18
%

97. 1 90 | 94.
22 | % 4
% %

95.
95
%

97. ] 98. | 96.
84 | 88 | 47
% | % [ %

90.

19
%

90.
32
%

95. | 95.
87 | 09
% | %

90.
74
%

Porcentajede | 7.2 | 8.8 | 6.3
no 9 8 2
aceptabilidad | % [ % [ %

semanal

6.8

%

27 ] 10 | 55

% %

4.0

%

2111135

% | % [ %

90.

80
%

9.6

%

41149

% %

9.2

%

Muestras
aceptables
mensuales

328

366

354

372

Muestras no
aceptables 25
mensuales

21

16

28

Porcentaje de
aceptabilidad
mensual

92.91 %

94.57 %

95.67 %

93 %

Porcentaje de

no 7.08 %

aceptabilidad
mensual

542 %

4.32 %

7.0%

Porcentaje
promedio de
aceptabilidad

94.03 %

Porcentaje
promedio de
no
aceptabilidad

5.95%

Muestras 353

totales

387

370

400

Fuente: Autor

Nota. En la tabla 13 se presentan el numero de muestras de levadura seca, promedio total de

muestras aceptables y no aceptables, entre otros parametros analizados durante 16 semanas en el

laboratorio de microbiologia y calidad de la Compafiia Nacional de Levaduras.

Figura 33. Cantidad de muestras de levadura seca analizadas durante los meses de septiembre a

diciembre de 2023.
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La figura 33, presenta las cantidades de muestras de levadura seca analizadas en la linea de
produccion durante los meses de septiembre a diciembre de 2023, presentando un promedio de
355 muestras aceptables y 22.5 muestras no aceptables analizadas; indicativo de un flujo de trabajo
constante en la produccién desarrollada por la compafiia (ligero aumento en el mes de diciembre

debido al aumento del consumo por parte de la poblacion).

Figura 34. Porcentaje de aceptabilidad y porcentaje de no aceptabilidad de muestras de levadura

seca analizadas.
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Porcentaje de aceptabilidad y porcentaje de no
aceptabilidad de muestras de levadura seca
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Fuente: Autor

En la figura 34, se puede observar los porcentajes de aceptabilidad y no aceptabilidad de las
muestras analizadas de levadura seca de cada mes (septiembre a diciembre); obteniendo de esta
manera un porcentaje promedio de aceptabilidad (en los 4 meses de los analisis) correspondiente
al 94.03 %, mientras que el promedio de no aceptabilidad para las muestras analizadas durante este
tiempo correspondié al 5.95 %, presentando de esta manera porcentajes similares en los meses de
seguimiento que se encuentran dentro de los parametros de aceptabilidad de la compafia para este

tipo de producto.

Los microorganismos contaminantes son la principal causa del deterioro y degradacion de las
caracteristicas originales de la levadura seca activa, y aunque Saccharomyces cerevisiae es capaz
de producir ciertos metabolitos secundarios que ocasionan la inhibicion del crecimiento de algunas
bacterias; es indispensable su erradicacion para evitar la disminucion de su vida util y propiedades
de fermentacion que presenta normalmente (impactando negativamente la sostenibilidad y

seguridad alimentaria que proyecta la compariia) (Karanth et al., 2023).
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7.6.2. Analisis microbiologico de beta-glucan de levadura

Tabla 14. Resultados correspondientes a las muestras analizadas en el laboratorio de

microbiologia y calidad de la Compafiia Nacional de Levaduras correspondientes a beta-glucan

de levadura.
Muestras de beta-glucan de levadura
Mes
Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
Semana
Analisis 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Recuento

automatizado de 131151151711 |16 (12 | 13|19 |22 |17 | 15| 11| 15| 17 | 14
indicadores de
calidad

Esporas de
Clostridium spp. 6 9 8 |10 7 5 4 [11] 4 9 3 7 9 | 12|13 ] 10
sulfito reductor

Hongos y 11 113|116 12| 14|19 10| 15| 8 15112 |19 | 7 6 8 9
levaduras

Enterobacterias 14 1 10 | 15113 ) 14 | 11 | 19 9 6 13116 |12 ]| 13 | 10 9 7

Salmonella spp. 4 2 5 6 2 4 3 2 7 4 3 6 |12 |10 | 14| 8

Cronobacter 5 6 3 5 1 2 7 8 6 1 5 2 8 9 4 5
sakazakii

Muestras aceptables | 53 | 55 | 62 | 63 | 49 | 57 | 55 | 58 | 50 | 64 | 56 | 61 | 60 | 62 | 65 | 53
semanales

Muestras no
aceptables 2 5 1 0 0 3 1 2 0 3 1 1 0 3 2 5
semanales

Porcentaje de 96.191.(98. | 10| 10 | 95 [ 98. ] 96. | 10 | 95.198. [ 98. | 10 | 95. | 97. | 91.
aceptabilidad 36 |66 | 4 0 0| % (21|66 0 |52|24(38] 0 |38]|01]|37

semanal % | % | % | % ]| % %1% | % | %% || % |%|%| XD
Porcentaje de no 36183(15] 0 0 5 117(133] 0 (4417 (16] 0 [46]29]|8.6
aceptabilidad 3 3 8 | % | % | % | 8 3% | 7 5 1 1% | 1 8 2
semanal % | % | % % | % % | % | % % | % | %
Muestras aceptables 233 219 231 240
mensuales
Muestras no
aceptables 8 6 5 10

mensuales
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Porcentaje de
aceptabilidad 96.68 % 97.33% 97.88 % 96 %
mensual

Porcentaje de no 3.31% 2.66 % 211 % 4.0 %
aceptabilidad
mensual

Porcentaje 96.97 %
promedio de
aceptabilidad

Porcentaje 3.02%
promedio de no
aceptabilidad

Muestras totales 241 | 225 | 236 | 250

Fuente: Autor

Nota. En la tabla 14 se presentan el nimero de muestras de beta-glucan de levadura; promedio
total de muestras aceptables y no aceptables, entre otros parametros analizados durante 16 semanas

en el laboratorio de microbiologia y calidad de la Compafiia Nacional de Levaduras.

Los datos de la tabla 14, corresponden a los andlisis realizados a las muestras de beta-glucan de
levadura durante un periodo de 16 semanas correspondientes al sequimiento del andlisis de calidad
de ambos productos. Los resultados compilados permiten mostrar el nivel de microorganismos
presentes en cada fase correspondiente al proceso de elaboracién del producto (indicadores de
calidad); y su posterior analisis para poder determinar el porcentaje de aceptabilidad de las

muestras que cumplen con los requisitos solicitados por el marco normativo en el pais.

Durante los meses de septiembre y diciembre de 2023, se realiz6 la recopilacion de informacion
correspondiente a los datos de seguimiento y analisis de la calidad microbioldgica de estos dos
productos; permitiendo de esta manera establecer el cumplimiento de los requisitos necesarios en
los procesos referentes en cada fase de las lineas de produccion. Gracias a los datos recopilados en
la tabla 13 y 14, se realizaron graficas similares que muestran el niUmero de muestras analizadas

y resultados referentes a este analisis (muestras aceptables y no aceptables, promedio de
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aceptabilidad, entre otros) en las etapas de produccién durante los meses de seguimiento
(septiembre a diciembre de 2023); permitiendo de esta forma la aplicacion de acciones correctivas
y preventivas que permitieron asegurar la calidad microbioldgica de los productos finales

destinados para consumo humano.

Figura 35. Cantidad de muestras de beta-glucan de levadura analizadas durante los meses de

septiembre a diciembre de 2023.
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Nota. En la figura 35, se observan las cantidades de muestras de beta-glucan de levadura
analizadas en la linea de produccion durante los meses de septiembre a diciembre de 2023,
presentando un promedio de 230.75 muestras aceptables y 7.25 de muestras no aceptables

analizadas.

Figura 36. Porcentaje de aceptabilidad y porcentaje de no aceptabilidad correspondientes a

muestras de beta-glucan de levadura analizadas.
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Fuente: Autor

En la figura 36, se puede observar los porcentajes de cada mes (septiembre a diciembre)
correspondientes a los analisis de muestras de beta-glucan de levaduras, en la cual se evidencia un
promedio de aceptabilidad del 97.97 % y de no aceptabilidad correspondiente al 2.02 %;
cumpliendo los pardmetros de aceptabilidad necesarios para liberacion de los productos y su

comercializacion, con respecto a la normatividad vigente.

El beta-glucan de levadura al ser usado como materia prima en el enriquecimiento de formulas
lacteas infantiles, debe estar libre de microrganismos como Salmonella spp. y Cronobacter
sakazakii (los cuales no sobreviven a los procesos térmicos ejecutados por la compafiia), que
pueden estar presentes debido a la contaminacién ocasionada durante la cadena de produccién
(manteniendo su viabilidad intacta y esperando el suministro de medios necesarios para su

reactivacion) (Lang & Sant’Ana, 2021).
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El control de este tipo de patdgenos requiere de andlisis rigurosos por parte de la compafiia,
buscando garantizar que el producto se convierta en un riesgo de salud pablica latente al ocasionar

brotes relacionados a las férmulas infantiles de dudosa calidad.
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8. CONCLUSIONES
Los resultados de los analisis realizados a las materias primas reflejaron el cumplimiento de los
requisitos microbioldgicos exigidos por la compafiia para su uso en la fabricacion de un producto

final dentro de los estandares de la mas alta calidad.

Los analisis microbiologicos correspondientes a los ambientes, superficies, utensilios y equipos
empleados durante la fabricacion de levadura seca y beta-glucan, permiten la estimacion del alto
nivel de rigurosidad que la compafiia desempefia sobre la aplicacion de medidas enfocadas a la
correcta implementacion de BPM (Buenas Practicas de manufactura), limpieza, desinfeccion y

sanitizacion de los componentes implicados durante las etapas de los procesos.

La presencia de microorganismos contaminantes y ausencia de patdgenos en el proceso de
fabricacion, se mantuvo de acuerdo a los pardmetros de aceptabilidad y evitando asi la alteracién
y/o pérdida de los atributos mediante el control de los pardmetros propios de la produccion
(temperatura, pH, nutrientes, entre otros) necesarios para la obtencién de rendimientos conforme

a los rangos de productividad de la empresa.

Finalmente, los resultados correspondientes al analisis de contaminantes y patégenos del producto
terminado de levadura seca y beta-glucan de levadura; estuvieron dentro de los rangos establecidos
por el laboratorio de la compafiia para la obtencion de altos estdndares de calidad y aportes

nutricionales especificos en los productos comercializados.
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9. SUGERENCIAS

Dar continuidad a los procesos de seguimiento y control de la calidad microbioldgica de
los productos (levadura seca y beta-glucan) realizados por la Compariia Nacional de
Levaduras en las distintas plantas de produccién (planta de levaduras y proteinas) para
seguir cumpliendo con los parametros solicitados por el gobierno nacional, lo que hace
posible contar con planes para disminuir, mitigar y prevenir el impacto de posibles
eventualidades relacionados a la presencia de gran cantidad de microorganismos
indicadores de calidad y patdgenos que pueden alterar el producto final y comprometer de
esta manera su calidad.

Informar y realizar las respectivas capacitaciones al personal de la compafiia para estar a
la vanguardia de las modificaciones o actualizaciones relacionadas a los procesos que
inciden directamente sobre la calidad y su control (limpieza, desinfeccion, sanitizacion,
rotacion de productos quimicos, entre otros.) al ser indispensables para cada etapa del
proceso de elaboracidn e incidir sobre estos.

Establecer planes que se enfoquen mayoritariamente en la prevencion de eventualidades
sobre la ejecucién de medidas correctivas en las diferentes etapas de los procesos de
elaboracidn; robusteciendo de esta manera los planes establecidos por la Compafiia
Nacional de Levaduras-Levapan S.A. para el seguimiento de estos procesos y generando
un impacto positivo que ayudaria en la reduccion de gastos econdmicos, tiempo y esfuerzo
de los distintos laboratorios de la empresa (no se hace necesario procedimientos adicionales

para corregir errores durante el proceso de elaboracion).
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10. GLOSARIO
Aceptabilidad: en calidad se conoce con este termino al conjunto de pardmetros que
permiten medir el grado de cumplimiento de determinados requisitos exigidos por la ley,
emitiendo de esta forma un dictamen de cumplimiento o rechazo para su distribucion y
comercializacion.
Aceptor de electrones: en quimica se conoce asi a una sustancia que acepta los electrones
transferidos por otro compuesto (donador) en una reaccién quimica.
Actidione: antibiotico antifingico (conocido también como cicloheximida) producido por
bacterias del género Streptomyces griseus que actia como inhibidor de la sintesis de
proteinas de organismos eucariotas; lo que evita su crecimiento.
Anaerobiosis: condicion en la cual ciertos microorganismos (anaerobios) crecen sin la
presencia de oxigeno; utilizando otro elemento quimico como aceptor de electrones para
su crecimiento (NO*, Fe**, y SO4 ?).
Analisis sensorial: evaluacion objetiva de los alimentos; a través del uso de los sentidos
para determinar o dar una caracteristica atribuible de sus propiedades organolépticas (color,
sabor, olor, textura, entre otras.).
Axénico: caracteristica de un cultivo microbiano o colonia; en la cual sélo existe un tipo
de cepa 0 especie de este (por esta razon se dice que es un cultivo puro).
Azul de anilina: compuesto quimico que tiene como funcién la tincién de células en
hongos; logrando de esta manera diferenciar las células vivas de las muertas (las células
vivas son transparentes porque no se tifien y las células muertas presentan coloracion azul).
Biofilms: acumulacion o formacion de colonias de microorganismos que se adhieren a

distintas superficies u objetos a través de la secrecion de exopolisacaridos que las hace
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resistir a procesos de limpieza y desinfeccion (se forman por la deficiencia en los procesos
de limpieza).

Calidad microbioldgica: criterio que permite para determinar la cantidad de
microorganismos presentes en una muestra (alimentos, agua, materias primas, entre otras),
generando de esta manera un dictamen de rechazo o aceptacion al producto.

Colonia: conformacion de bacterias que se multiplican en un medio hasta adquirir el
suficiente nimero de células para ser visible.

Desinfeccidn: proceso fisico mediante el cual se emplean diferentes sustancias quimicas
para la eliminacion de microorganismos de diferentes medios (superficies, ambientes,
objetos, entre otros).

Dilucion: proceso mediante el cual se reduce la concentracion inicial de una sustancia al
usar adicionar una cantidad especifica de soluto en un determinado solvente (agua estéril)
y asi obtener una menor cantidad de soluto por unidad de volumen.

Elementos de proteccion personal (EPP): son todos aquellos equipos relacionados a la
indumentaria o dotacion de trabajo (cofia, guantes, tapabocas, gafas, bata, etc.) que
disminuye el riesgo de exposicion de sustancias que representan un peligro para los
trabajadores.

Encapsulacion: proceso o técnica por la cual se protege un componente activo dentro de
una cubierta que protege su interior del contacto externo para conservar sus propiedades
especificas.

Esterilizacion: proceso mediante el cual se hace uso de variables controladas (temperatura,
humedad, pH, Aw, entre otras) para la destruccion de microorganismos viables presentes

en diferentes medios.
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Extrusion: proceso fisico usado en la industria alimentaria mediante el cual se obtienen
granulos de cierto tamafio que presentan ciertas caracteristicas como resistencia a las
condiciones normales a las que se encuentra expuesto un alimento, al aplicar ciertas
caracteristicas especificas para su transformacion (presion, temperatura, entre otras) al
producto.

GRAS: designacion usada para determinar aquellos microorganismos considerados
seguros para su uso en la elaboracion y consumo de alimentos que adquieren caracteristicas
deseables a partir de su interaccion con estos.

Hidrolisis proteica: rompimiento de los enlaces peptidicos presentes en las proteinas de
un producto, para asi obtener moléculas de menor tamafio y facil asimilacion bioldgica.
Inocuidad: caracteristica atribuible a un alimento al considerar como seguro y apto para
el consumo humano (lo cual no supone un riesgo o dafio por su consumo).

Lineas de produccion: espacios fisicos en una empresa o planta de procesos, en los cuales
se realizan operaciones que contribuyen en la creacién de un producto final para su
comercializacion posterior.

Lote: conjunto de productos que se agrupan y presentan caracteristicas similares entre si.
Meétodo de NUmero Mas Probable (NMP): es una metodologia o técnica mediante la cual
se puede determinar la densidad microbiana, a partir de la inoculacién de la muestra en
tubos con agua destilada para asi determinar el grado de contaminacion de ésta.

Muestra: cantidad de una sustancia en especifica que se recolecta de un producto con el
fin de realizar anélisis para determinar el cumplimiento de los pardmetros necesarios para

su comercializacion.
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Muestreo: actividad que busca la recoleccion de cierta cantidad de sustancia de un lote
(muestras) para su posterior anélisis y obtencion de resultados conforme a los establecido
en una norma.

Patdgenos: son todos aquellos microorganismos (hongos, mohos, bacterias, virus,
protozoos, etc.) que pueden llegar a causar enfermedad en el ser vivo que ingresan.
Petrifilm: método de recuento que hace uso de placas con medio de cultivo liofilizado, que
permiten la inoculacion de muestras para analizar el nUmero de microorganismos presentes
en éstas (presentan mayor confiabilidad en menores lapsos de tiempo que los métodos
tradicionales de recuento en placa).

pH: El potencial de hidrogeno es una medida usada en amplias areas de las ciencias para
medir la concentracion de iones (acidez o alcalinidad) de este elemento que presentan las
sustancias.

Pool de muestras: mezcla en un recipiente hermético y estéril, usado para abarcar un
andlisis mas rapido y menos extenso de las muestras de un producto.

Productos hidrolizados: alimentos que han sido sometidos a un proceso de hidrélisis, de
tal forma que la proteina o moléculas presentes en estos se han dividido para ser usado con
distintas finalidades.

Prueba ELISA: técnica de deteccion basada en el analisis de antigenos presentes en
patogenos para lograr su deteccion en diferentes muestras.

Pulverizacion: proceso mecanico en el cual se usan presiones controladas y un caudal
determinado de aire (a cierta temperatura) para generar gran cantidad de soélidos

suspendidos (particulas) de menor tamafio.
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Remuestreo: proceso que se lleva acabo cuando los resultados obtenidos de un lote de
muestras no han cumplido con los estandares microbioldgicos requeridos para su
liberacion; y por ende, no cumple con los requisitos establecidos por la normatividad para
su aceptacion y comercializacion.

Sanitizacion: proceso mediante el cual se hace uso de factores fisicos para destruir la
mayoria de microorganismos hasta cierta cantidad que no represente un peligro para la
salud de las personas.

Sistema HACCP: es un método creado para el Analisis de Peligros y Puntos Criticos de
Control en alimentos y elementos relacionados a estos (materias primas, procesos,
comercializacion, entre otros) para prevenir la contaminacion alimentaria de
microorganismos y de este modo asegurar su inocuidad.

Suspension: en quimica se determina asi a la mezcla heterogénea entre un liquido y un
solido, en el cual este ultimo no se disuelve por completo en el solvente.

Trazabilidad: seguimiento realizado a cada una de las etapas del proceso de elaboracion
de un producto (desde la recepcion de materias primas hasta la comercializacion a los
clientes) con la finalidad de llevar un registro detallado de los datos que pueden incidir
directamente sobre la calidad final de los productos.

Unidades formadoras de colonia (UFC): medida usada en microbiologia para establecer
el nimero de células de viables que presenta una muestra.

Viabilidad: caracteristica que presenta una poblacion de microorganismo para su
reproduccion, lo que permite su multiplicacion para generar colonia que son observables a

la vista.
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TTC: sustancia quimica que se usa como aditivo en medios de cultivo, debido a que
permite facilitar la visualizacion de microorganismos al transformarse en un pigmento que

otorga una coloracion roja a las colonias.
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ANEXOS
Anexo 1. Registro fotogréafico de implementos y materiales usados para el anélisis de ambientes

efectuado en la Compafiia Nacional de levaduras.

Fuente: Autor
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Anexo 2. Registro fotogréafico de los resultados de anélisis de manipuladores efectuado en la

Compairiia Nacional de Levaduras.

Fuente: Autor

Anexo 3. Registro fotografico de los resultados de anélisis de superficies efectuado en la

Compairiia Nacional de Levaduras.

Fuente: Autor
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Anexo 4. Registro fotogrdfico de formato usado para la medicion de pH de los medios de cultivo

por la Compariiia Nacional de Levaduras para los andlisis microbioldgicos.

Fuente: Autor
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Anexo 5. Registro fotografico de formato usado por la Compafiia Nacional de Levaduras para

los analisis microbioldgicos de ambientes.

Fuente: Autor
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Anexo 6. Registro fotografico de formato usado por la Compafiia Nacional de Levaduras para los

analisis microbiolégicos de manipuladores.

Fuente: Autor
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Anexo 7. Registro fotogréafico de formato usado por la Compafiia Nacional de Levaduras para la

verificacién de practicas higiénicas de los manipuladores.

Fuente: Autor
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Anexo 8. Registro fotografico de formato usado por la Compafiia Nacional de Levaduras para

analisis de superficies.

Fuente: Autor
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Anexo 9. Registro fotografico de formato usado por la Compafiia Nacional de Levaduras para el

registro de muestras de laboratorio para su analisis.

Compaiiia Nacional de Levaduras Levapan S.A

REGISTRO DE MUESTRA LABORATORIO
ceo: 25~ 10-2.3 ——

073 Voo1 pag 1de

Las muestras ingresan con un cédigo dependiendo del punto de muestreo y de la procedencia. El consecutiva inicia el dia lunes con el 001y

termina el dia domingo. Las muestras estan identificadas con un nimero (punto de muestreo) y luego el consecutivo.

En la segunda hoja esta los numeros desde el 1 hasta 340 para marcar las muestras que van ingresando, en el caso de superar este nimero,

seguir con el consecutivo.

Planta de Levaduras:

PC: Se coloca el PC

Mosto stock, Mosto generacion: Se coloca solo el nimero consecutivo.

Crema Stock (3), Generacién (6), Finales de fermentacion (8), Cremas (9-9A), PT. Levadura Lb-Bto (12), Levadura seca (14)

Planta de Proteinas:

Producto liquido de extractos (1), Producto seco a granel o terminado (2), Proteina Vegetal hidrolizada (PVH), Producto de planta de sabores
(SPC 0 SPP)

Otras muestras:
Muestras de planta piloto (5), muestras Semanales (S), Materias Primas (MP)
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Fuente: Autor
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Anexo 10. Registro fotografico de formato usado por la Compafiia Nacional de Levaduras para

analisis de materias primas.

Fuente: Autor

Anexo 11. Registro fotografico de conteo células vivas realizado a una muestra de levadura seca

de la Compafiia Nacional de Levaduras.

Fuente: Autor
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Anexo 12. Registro fotogréfico de formato usado por la Compafia Nacional de Levadura para el

andlisis de conteo de células vivas.

Fuente: Autor



