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RESUMEN

En el proceso de produccion de la levadura desde su inicio en etapas de
propagacion en laboratorio, luego a escala industrial; fermentacion en
biorreactores, separacion de mosto y levadura, acidificacion, neutralizacion,
prensado y corte y empaque de Saccharomyces cerevisiae, se puede dar la
contaminacion microbiologica, algunos de los microorganismos que pueden
afectar el proceso de produccion de la levadura son algunos agentes fangicos
como Fusarium sp., Aspergillus sp., Penicillum sp., Mucor sp., Verticillum sp.,
Alternaria sp. y Geotrichum candidum. Esta investigacion evalud los tipos de
desinfectantes como medida de control de Geotrichum candidum en fase de
corte y empaque en el proceso de fabricacidn de levadura (Saccharomyces
cerevisiae) comercial, para determinar cual de ellos presenta mayor efectividad
en la reduccion de la contaminacién fangica. Inicialmente se hicieron varios
raspados de las colonias del inéculo de G. candidum en cajas de Petri con agar
PDA (Agar Papa Dextrosa) encontradas en equipos, superficies y ambientes del
area de corte y empaque, posteriormente se afiadié en un Erlenmeyer de 250
mL con 90 mL de caldo extracto de malta al 2 % estéril, para posteriormente
optimizar a una concentracion de 1x10’ conidios*ml-1 mediante camara de
Neubauer, se afiadié a tubos de 15 mL con 8 mL de caldo de extracto de malta
al 2 % estériles 1 mL de cada dilucion de Procide (Acido peracético 18% +
Peréxido de hidrogeno 12%) y Logos (Acido peracético 5% + Peroxido de
hidrégeno 15% + Acido acético 5%), asi mismo se agreg6 la misma cantidad de
una suspension del microorganismo, la evaluacién del efecto del desinfectante
contra el crecimiento del hongo se realizé por medio de siembra por superficie
en placa. Como resultado se obtuvo una eficacia del 100 % para las
concentraciones utilizadas 1 % y 1,5 % y a los tiempos (10, 15y 20 min) en la
evaluacion del efecto biocida con el desinfectante Procide (Acido peracético 18
% + Perdxido de hidrégeno 12 %) contra el hongo. El estudio demostr6 alta
presencia de mohos en toda el area de corte y empaque de Saccharomyces
cerevisiae. Se identificd un total de 3 géneros de mohos en el area de corte y
empaque de la levadura, clasificados como patdgenos, estos fueron los

siguientes: Geotrichum candidum, Penicillium sp y Aspergillus sp. El crecimiento
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de G. candidum se redujé con el desinfectante Procide en las diferentes
concentraciones, a diferencia del microbiocida Logos que no logré una inhibicion
significatica en ningunos de los tratamiento evaluados, este presentd mayor el
efecto cuando se utilizan altas concentraciones (1,5 %), al igual se pudo
constatar que el uso de los mismos agentes quimicos puede tenerse en cuenta
como medida de control de contaminaciones fungicas, no obstante, la
concentracion sugerida (1 %) fue suficiente y aporté un beneficio significativo al

proceso de desinfeccion para mantener la inocuidad del producto final.

Palabras claves: alimentos, biocida, contaminacion fangica, inocuidad.
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ABSTRACT

In the yeast production process, microbiological contamination can occur
from very early stages. Some of the microorganisms that can affect the yeast
production process include fungal agents such as molds. This research aims to
evaluate the types of disinfectants as a measure to control Geotrichum candidum
in the cutting and packaging phase of commercial yeast (Saccharomyces
cerevisiae) manufacturing. The goal is to determine which of these disinfectants
demonstrates the highest effectiveness in reducing fungal contamination. Initially,
multiple scrapings of G. candidum colonies from Petri dishes with PDA agar
(Potato Dextrose Agar) found on equipment, surfaces, and the cutting and
packaging area environment were conducted. Subsequently, these were added
to a 250 mL Erlenmeyer flask containing 90 mL of sterile 2 % malt extract broth.
The concentration was then optimized to 1x107 conidia/ml using a Neubauer
chamber. To assess the disinfectant's effect on fungal growth, 1 mL of each
disinfectant dilution was added to 8 mL of sterile 2 % malt extract broth in 15 mL
tubes, along with the same amount of a microorganism suspension. The
evaluation of the biocidal effect of the disinfectant against the fungus was carried
out through surface plating. As a result, a 100 % efficacy was achieved for the
concentrations used (1 % and 1.5 %) and the various exposure times (10, 15,
and 20 minutes) in the assessment of the biocidal effect with the disinfectant
Procide (Peracetic Acid 18 % + Hydrogen Peroxide 12 %) against the fungus.
The study demonstrated a high presence of molds in the entire cutting and
packaging area of Saccharomyces cerevisiae. A total of 3 genera of molds were
identified in the yeast cutting and packaging area, classified as pathogens, these
were the following: Geotrichum candidum, Penicillium sp and Aspergillus sp. The
growth of G. candidum was reduced with the Procide disinfectant at different
concentrations, unlike the Logos microbiocide that did not achieve a significant
inhibition in any of the treatments evaluated, this had a greater effect when high
concentrations were used (1.5% ), it was also possible to verify that the use of
the same chemical agents can be taken into account as a measure to control

fungal contamination, however, the suggested concentration (1%) was sufficient
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and provided a significant benefit to the disinfection process to maintain the safety

of the final product.

Keywords: biocide, food, fungal contamination, safety.
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INTRODUCCION

El proceso de produccion de levadura panadera es un meticuloso y
delicado procedimiento que involucra multiples etapas de propagacion y
crecimiento, con la cepa de levadura como protagonista central. La levadura
fresca es un elemento esencial en la industria de la panaderia y la pasteleria,
desempefiando un papel fundamental en la fermentacién de la masa y la
obtencién de productos horneados de alta calidad (Gonzalez & Rey, 2017).

En el inicio de este proceso, la cepa de levadura se encuentra en
pequefios tubos o cultivos iniciales. Aqui, se inicia el proceso de propagacion,
gue es crucial para aumentar la cantidad de levadura disponible para su uso
posterior. Para que la propagacion de la cepa sea exitosa, es esencial crear
condiciones éptimas en términos de pH de 4,0 a 4,5 (Held, 2010) y temperatura
de 30 a 35 °C (Franco Andrade, 2019), lo que garantiza un entorno propicio para
el crecimiento de las células de levadura. A medida que la cantidad de biomasa
se incrementa de 0,3 gr (2 dias) a 300 gr (4 dias) en los cultivos iniciales, se
realiza una transferencia escalonada a un biorreactor de 250 kg (5 dias) a 20 —
30 toneladas (7 dias). Por lo general, se requieren varios pasos de propagacion,
generalmente tres o cuatro, para alcanzar una cantidad satisfactoria de levadura
gue pueda ser utilizada en la produccion a gran escala. (Di serio, et al., 2001,
Guia-Feliche, 2019).

En la industria de la fabricacion de levadura fresca comercial, un problema
preocupante ha comenzado a surgir: la disminucion de la efectividad de los
desinfectantes Procide (Acido peracético 18% + Perdxido de hidrogeno 12%) y
Logos (Acido peracético 5% + Perdxido de hidrégeno 15% + Acido acético 5%),
utilizados en la limpieza de los entornos, equipos y areas de trabajo (Galvez,
2022). Esta inquietante situacion se manifestdé en forma de un crecimiento
desafiante del microorganismo Geotrichum candidum, cuya presencia se ha
detectado en la etapa de evaluacion de lotes de productos terminados, justo
antes de su liberacion al mercado. Este fenOmeno plantea una serie de
interrogantes sobre la eficacia de los protocolos de limpieza y desinfeccién

empleados en la industria de la levadura fresca (Garcia, 2021).
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Para abordar esta problematica y asegurar la calidad y seguridad de los
productos, resulto imperativo llevar a cabo una evaluacion exhaustiva del
programa de rotacion de desinfeccion y limpieza. Este programa esta disefiado
especificamente para eliminar o reducir la carga microbiana presente en los
equipos, superficies y entornos en los que se desarrollan los diversos procesos
de corte y empaque de la levadura fresca. El analisis de este programa es
esencial para comprender la raiz del problema y desarrollar estrategias efectivas
que eviten la proliferacion de microorganismos no deseados en la cadena de
produccion (Magdovitz et al., 2022).

Este desafio planteo cuestiones criticas sobre la seguridad alimentaria, la
calidad del producto y la integridad de la marca en la industria de la levadura
fresca comercial. La resolucion de esta problematica no solo es vital desde una
perspectiva regulatoria, sino que también es esencial para mantener la confianza
de los consumidores en la excelencia de los productos ofrecidos. Teniendo en
cuenta lo mencionado, el presente trabajo tuvo por objetivo evaluar cuéles son
las concentraciones 6ptimas de los desinfectantes industriales utilizados en el
proceso de limpieza y desinfeccion en la fase de corte y empaque que
demuestran mejoras significativas en la reduccién de la contaminacion con G.

candidum.
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1. EL PROBLEMA EN ESTUDIO

Titulo del estudio: Evaluacion de desinfectantes para control de Geotrichum
candidum en el proceso de produccion de Saccharomyces cerevisiae.

1.2. Planteamiento del problema.

La produccion biomasa a escala industrial de S. cerevisiae es un proceso
que actualmente representa gran interés econémico y una industria en creciente
aumento, el cual representd para Colombia con un producto interno bruto (PIB)
de 6.250 Miles de millones de pesos DANE (2022), esto dado por ejemplo a
industrias manufacturera (o de produccion) de panificados (Mejia-Barajas, 2016),
ya que la biomasa generada por Saccharomyces cerevisiae en biorreactores
representa la mayor produccién a granel que cualquier otro microorganismo en
el mundo, con una produccién anual de 18.600 ton/afio, solo en Colombia
aproximadamente (datos no publicados).

El proceso de produccion de levadura panadera, conlleva diferentes
pasos de propagacion en el cual para la cepa su principal fuente de carbono es
suministrada principalmente por la sacarosa o en algunos casos por la glucosa,
las cuales son obtenidas principalmente de la melaza de cafia de azucar (Guia-
Feliche, 2019). Su propagacion comienza desde pequefios tubos donde se
agrega una alicuota de levadura con la cantidad necesaria de nutrientes y en
condiciones Optimas de pH de 4,0 a 4,5 (Held, 2010) y temperatura 30 a 35 °C
(Franco Andrade, 2019). Una vez que la cantidad de células es lo
suficientemente grande, de forma escalonada se transfiere a un biorreactor para
un mayor crecimiento; por lo general se necesitan cuatro o cinco pasos para
obtener una cantidad satisfactoria de salida (Di serio, et al., 2001).

Uno de los problemas en la industria de la levadura durante los procesos
de generacion de biomasa a través de la manufacturacion, es la contaminacion
microbiana, que puede ocurrir debido a una gran variedad de microorganismo,
tales como levaduras salvajes, bacterias acido lacticas, Coliformes y E. coli,
Salmonella, Listeria sp., estafilococos, bacilos esporulados y mohos (Mendoza-
Cedefio y Parraga-Sabando, 2021) los cuales son eje de seguimiento en cada

paso de fabricacion hasta su embalaje y comprension.
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La ocurrencia de algunas falencias en el sistema de Buenas Précticas de
Manufactura (BPM) son un factor de deterioro en todos los aspectos en relacion
con la fabricacién y etapas de produccién. Para contrarrestar los peligros que se
puedan dar en el momento de la elaboracion del producto a manera de ejemplo
se da la contaminacion cruzada, que puede consistir en un cruce de materia
prima no desinfectada con empaques que seran utilizados para el producto final
y que no conllevan un proceso de sanitizacion, o por personal manipulador en la
fase corte que presenten deficiencias en el lavado de manos (Betoret-Valls,
2021; PAHO, 2023). Cuando no se manejan BPM se llega a afectar al
consumidor final de forma negativa permitiendo el resguardo a la salubridad del
consumidor, estas practicas estan disefiada para prevenir o minimizar los riesgos
asociados con la produccion y se aplican en diversas industrias, como la
alimentaria, farmacéutica, cosmética y dispositivos médicos, entre otros. Siendo
entonces el objetivo principal de las BPM prevenir y controlar los riesgos
asociados con la produccion de productos, garantizando que se cumplan los
estandares de calidad y seguridad alimentaria (Safetyculture, 2021; Huanuco-
Azabache., Cevallos-Ampuero y Campos-Contreras, C. 2021)

En el proceso de produccion de la levadura, la contaminacion
microbiolégica puede darse desde etapas muy tempranas, algunos de los
microorganismos que pueden afectar el proceso de produccién de la levadura
son algunos agentes fungicos como mohos del género Fusarium sp., Aspergillus
sp., Penicillum sp., Mucor sp., Verticillum sp., Alternaria sp.,( Kawtharani, 2022)
y Geotrichum candidum, el cual éste en especial es un hongo filamentoso que
su presencia en la levadura fresca causa un deterioro sensorial presentandose
como una capa blanca de polvo en toda la superficie externa de la levadura
(Mufioz & Armando, 2021).

Para el control de especies microbiana intrusas, se realizan procesos de
limpieza y desinfeccion que son procedimientos operacionales estandarizados
gue contribuyen conjuntamente con las BPM del personal de fabricacién a
reducir al minimo los peligros asociados al deterioro de los alimentos, estos
procedimientos involucran acciones de barrido y eliminacion superficial de
materiales extrafios en superficies inertes como medida inicial y seguido de

técnicas fisicas y quimicas que permiten inactivar, eliminar, matar o inhibir un
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gran numero de poblaciones no deseadas encontrados en el ambiente de
fabricacion, mediante la aplicacibn de biocidas o germicidas, sustancias
quimicas antimicrobianas cuyos mecanismos de accion y resistencia son muy
similares a los de los antibioticos (Hernandez-Navarrete et al., 2014; Capacho,
2019; Gomez, y Doiate, 2019), y en su mayoria de naturaleza quimica (Rabéan,
y Claudia, 2021)., Hernandez-Navarrete et al., (2014) menciona la ocurrencia de
la adquisicion de resistencia de cepas microbiana a desinfectantes y agentes
biocidas por la generacion de resistencia que puede ser una propiedad natural
(intrinseca o innata), y entonces se habla de no susceptibilidad, o una resistencia
adquirida. Chacén-Jiménez y Rojas-Jiménez (2020)., mencionan que una cepa
microbiana es resistente cuando la concentracion minima inhibitoria (CMI) que
presenta es superior a la concentracién de trabajo del biocida empleado, de
acuerdo a las concentraciones sugerida por el fabricante, siendo las
concentraciones de los biocidas el factor mas relevante para la definicion de la
resistencia microbiana. Por lo cual, es indispensable en las industrias
alimentarias el estudio sobre la resistencia a biocidas basadas en los hallazgos
del CMI.

En la fabricacion de levadura fresca comercial de la industria se ha
evidenciado una disminucién en la efectividad de los desinfectantes utilizados
para la limpieza del ambiente, equipos y lugares de trabajo, contra el crecimiento
G. candidum, el cual su presencia se ha evidenciado en la etapa de evaluacién
de lotes del producto terminado antes de su liberacion. Por lo tanto, es necesario
evaluar el programa de rotacion de desinfeccion y limpieza dirigido a eliminar o
reducir la carga microbiana en los equipos, superficies y ambientes donde se

realizan los diversos procesos de corte.

Formulacion del problema.

¢Cudles son las concentraciones Optimas de los desinfectantes
industriales utilizados en el proceso de limpieza y desinfeccion en la fase de corte
y empaque que demuestran mejoras significativas en la reduccion de la

contaminaciéon con G. candidum?
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1.3. Justificacion.

Actualmente las empresas productoras y comercializadoras de alimentos
manejan dentro de su gestion, procesos que involucran conceptos de higiene
que representan la inocuidad, siendo esta un aspecto de estricto cumplimiento
para el mantenimiento de la salud publica y elemento esencial para la gestion de
la calidad total, por lo cual es tema de alta prioridad para todos los paises y
gobiernos (Ibarra, 2017). Es por eso, que los paises y empresas han enfocado
todas sus estrategias no solamente para el mejoramiento de la salud publica con
mejorar la inocuidad, sino también para poder ingresar a mercados mas
competitivos, y por ende, cumplir con las regulaciones normativas en materia de
inocuidad alimentaria.

La inocuidad alimentaria esta asociada a los productos que se encuentran
libres de riesgos y peligros quimicos, fisicos o microbiolégicos y que no
provocaran ningun dafio a la salud de los consumidores. Las preocupaciones
concretas sobre los riesgos alimentarios que se estima actualmente en todas las
etapas de la cadena de produccion de alimentos, se han centrado en general en
los siguientes aspectos: riesgos microbioldgicos; el cual esta asociados a la
capacidad patogénica de los microorganismo presentes en los alimentos, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declara que en las Enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAS), encabezan aquellas que conllevan procesos
diarreicos que son responsables de mas de la mitad de la carga mundial de
ETAs, ocasionando que 550 millones de personas enfermen y 230 mueran cada
ano, (OMS, 2021). A nivel nacional el Instituto Nacional de Salud dispone las
cifras de ETAs para el afio 2021, las cuales presentaron 684 brotes con un total
de 7952 personas afectadas, teniendo un aumento del 33 % en comparacién con
el afio inmediatamente anterior (INS, 2022). Los principales patdégenos
asociados a las ETAs en América es Norovirus, Campylobacter, Escherichia coli
y Salmonella no tifoidea que causan el 95 % de los casos (WHOQO'’s, 2022). Por
consiguiente, es notable la importancia del estudio microbiol6gico de los que
afectan la inocuidad de los alimentos. Asi mismo, no solo los alimentos sufren
alteraciones a nivel microbiologico, también estan los residuos de plaguicidas,

utilizacion inadecuada de los aditivos alimentarios, contaminantes quimicos;
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incluidas las toxinas biologicas, adulteracién y contaminacion fisica (Duque &
Calderén, 2018).

Las empresas productoras de levadura para panificacion deben
proporcionar al mercado un producto final con parametros microbiolégicos (Tabla
3) y nutricionales aceptables (Tabla 2), estos deben ser asegurados en cada
etapa del proceso, desde el transporte y recepcion de materia prima, hasta la
fase de corte y empaque de la levadura. La base para la produccion de alimentos
inocuos, considerando este concepto da la garantia de que los alimentos no
causen dafio al consumidor cuando se preparen y/o consuman segun el Codex
Alimentarius (FAO, 2021). Por lo cual los procesos de limpieza y desinfeccion
llevados en cada etapa de la produccion deben cumplir las especificaciones
necesarias para evitar y prevenir la presencia de microorganismos patdégenos
contaminantes, y asi mismo tomar acciones correctivas de investigacion para
controlar y eliminar cualquier microorganismo que se presente fuera de los
pardmetros. Es asi, que nace la responsabilidad del area del laboratorio de
microbiologia evaluar los agentes desinfectantes en los procesos de
saneamiento, especificamente en el area de corte y empaque de levadura, ya
qgue el no tomar acciones correctivas del producto final, al ser comercializado
puede generar consecuencias al ser humano y perdidas econdémicas
significativas.

Por consiguiente, se hace necesario realizar un estudio para evaluar
diversas concentraciones de dos desinfectantes para implementar en el area de
corte y empaque de la levadura, los cuales garanticen que los procesos de
desinfeccién sean efectivos y no se genere contaminacion en los productos
terminados por Geotrichum candidum y determinar qué factores favorecen la
incidencia y presencia de este microorganismo intruso el cual llega a tener gran
importancia en la produccion de la levadura, en ultimas, si se realiza una
validacion de manera adecuada traera mayor rentabilidad e inocuidad en los

procesos realizados en la planta de produccién de Saccharomyces cerevisiae.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general.
Evaluar los tipos de desinfectantes como medida de control de

Geotrichum candidum en fase de corte y empaque en el proceso de fabricacion

de levadura (Saccharomyces cerevisiae) comercial.

1.4.2. Objetivos especificos.

Determinar las fuentes de contaminacion en fase de corte y empaque por
Geotrichum candidum.

Evaluar in vitro la concentracién y tiempo de contacto de dos desinfectantes
comerciales empleados en el proceso de corte y empaque, sobre la tasa de
inhibicién de G. candicum.

Validar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) para dos desinfectantes
empleados en el proceso de desinfeccion en el area de corte y empaque.
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2. MARCO TEORICO
Marco conceptual.

e Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae, es una levadura que constituye el grupo de
microorganismos mas relacionado asociado al progreso y bienestar de la
humanidad debido a su gran uso en la panificacion e industrias de fabricacion de
vinos, alcohol y cervezas; su nombre proviene del vocablo Saccharo (azucar),
myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). Es una levadura heterétrofa, que obtiene
la energia a partir de la glucosa y tiene una elevada capacidad fermentativa

(Parapouli, Vasileiadis, Afendra y Hatziloukas, 2020).

Taxonomicamente pertenece al Phylum: Ascomycota, a la Clase:
Hemiascomycetes, del Orden: Saccharomycetales y de la familia de las
Saccharomycetaceae, también es un hongo levaduriforme de pared lisa en su
interior, que presenta células alargadas, globoides a elipsoidales con

gemaciones (Pilco et al., 2023).

e Produccion industrial de levaduras.

Los antecedentes de la industria de panificaciébn vienen desde la
antigledad y han tomado gran relevancia en la alimentacion humana, las
panaderias tradicionales son el mayor sector consumidor de levadura en el pais.
Las empresas de panificacion industrial también son fuertes demandantes de
levadura. Algunos establecimientos prefieren utilizar levadura seca y/o
instantanea porque poseen una mayor vida util y les resultan mas convenientes
para el almacenamiento. La levadura es un ingrediente principal al momento de
la fabricacion ya que es el encargado de la fermentacion de la masa, aportando

también condiciones organolépticas al producto (Garcia & Carolina, 2021).

e Proceso de corte de levadura.
La levadura en el proceso de fabricacion pasa por diferentes etapas,
desde su fermentacion hasta el moldeado, en el proceso de corte la levadura se
moldea, corta y empaca, su proceso comienza cuando cae a la mezcladora ya

solidificada, pasa a la moldeadora donde es mezclada con aceite vegetal y se

26



h UNIVERSIDA

DoUAr g Ces

'

le da la forma de bloque para asi posteriormente por medio de una banda
transportadora, los bloques llegan al sistema de envoltura automatica en papel
parafinado las cuales seran empacadas en cajas, por ultimo, se almacenan en
un cuarto frio para mantener una temperatura inferior a los 5 °C (Llanos &
Capera, 2019).

e Proceso de Limpiezay Desinfeccion.

Para lograr una buena calidad e inocuidad de un producto alimentario hay
que ejecutar un plan o estrategias de limpieza y desinfeccion que junto con las
buenas practicas de manufactura de los operadores de las industrias minimicen
el peligro de contaminacion. Por lo tanto, definir de forma clara y precisa las
estrategias de limpieza y desinfeccion son de mucha relevancia, se han
desarrollado protocolos, sistemas de gestion de calidad, procedimientos al
interior de las empresas, sobre estos procesos que han sido documentados para
dar soporte a la realizacion de productos para el consumo humano (Betoret et
al., 2021).

e Agentes desinfectantes.

Los desinfectantes son biocidas que ayudan a eliminar, reducir,
neutralizar, disminuir la accion o ejercer un control sobre microorganismos como
hongos, levaduras y bacterias en equipos, utensilios y superficies gracias a su
composicién, eliminando el peligro biolégico del producto y asegurando una

calidad e inocuidad (Diario Oficial de la Unién Europea, 2012).

e Contaminacion microbiana.

La contaminacion microbiana es uno de los problemas mas graves que se
da frecuentemente en condiciones in vitro por los hongos, las bacterias y
levaduras, cuando existe la presencia de cualquier caracteristica intrinseca o
extrinseca anormal en el alimento que conlleve a la pérdida de su calidad
o condiciones organolépticas, ya seapara el consumo humano o animal debido
a un tratamiento incorrecto o indebido durante se fabricacion, obtencion,
transformacién, almacenamiento, e incluso en su preparacion, causa

afectaciones de alto riesgo. La contaminacién de estos microorganismos se da
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por su multiplicacion incontrolada, que representa la causa mas frecuente de

enfermedades de transmision alimentaria (Hernandez & Gonzalez, 2010).

e Geotrichum candidum.

Geotrichum candidum tiene mucha diversidad tanto fenotipica como
genotipica que dificulta su clasificacion, sobre si considerarlo un hongo con
apariencia de levadura o filamentoso (Boutrou y Guéguen, 2005). Es un
microorganismo importante en la industria agroalimentaria ya que forma parte
integral de la microflora nativa de algunos productos como la leche cruda, este
agente fungico esta también caracterizado como un organismo comensal del

sistema digestivo humano y animal (Gente, et al., 2006).

Sin embargo, su importancia no se limita por componente deseable de la
flora superficial de quesos prensados y quesos madurados con moho blando o
manchados, sino que también afecta negativamente y significativamente a las
propiedades organolépticas y quimicas de la levadura fresca comercial
(Konuchova y Balik, 2021), al igual se ha observado como contaminante en
tortas refrigeradas y en hortalizas de hoja congeladas y provoca una pudricién
acuosa, espesa o pegajosa (Eliskases-Lechner, 2022).

Tabla 1.
Clasificacion taxonémica de Geotrichum candidum. Se establece de acuerdo:

Clasificacién Taxondmica Estado teleomoérfico | Estado anamoérfico

Filo: Ascomycota Familia | Dipodascaceae Candidaceae

Clase: Hemiascomycetes | Género | Galactomyces Geotrichum

Orden: Saccaromycetales | Especie | G. candidus G. candidum

Nota: Sottier et al., (2008). Clasificacion taxondmica de Geotrichum candidum, y

su division de acuerdo a su morfologia.
Recientemente, en 2022, segun la base de datos Catalogue of Life, se ha

establecido " Dipodascus geotrichum (E.E. Butler & L.J. Petersen) Arx (von Arx,

1977) como el nombre de la especie mas adecuado.
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e Enfermedades transmitidas por alimentos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos son en su mayoria
provocadas por la ingestion de alimentos con alta carga de contaminantes
microbianos dadas por un mal manejo de los alimentos al momento de su
produccion o preparacion, malas practicas de manufactura por el operario, entre
otras. Los microorganismos como las bacterias, los hongos mediante una
invasion, multiplicacion y expansion en los tejidos del huésped, estos son en
general responsables de la mayoria de ETAs produciendo sintomas
gastrointestinales como vomito, diarrea, dolor abdominal entre otros (Fernandez
et al., 2021).

La capacidad patogénica de Geotrichum candidum a nivel clinico humano
aun no se define claramente, pero hay reportes literarios donde la morfologia
que preside a las enfermedades es forma de levadura y denominada como
Geotricosis (Ghosh, y Boler, 2020). Myint, et al., (2015), reporta infecciones
renales y sepsis en pacientes con enfermedades diseminadas e infecciones. Las
infecciones por este hongo son clinicamente similares a la candidiasis (Prakash,

2012), y generalmente se adquieren por ingestion o inhalacion (Keene, 2019).
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2.2. Antecedentes

Chou, et al., (2023), el estudio realizado en Taiwan muestra que el
deterioro de los alimentos debido a la contaminacién por moho posterior al
horneado es una preocupacion importante en la industria de la panaderia. El
moho es un tipo de hongo que puede crecer en una amplia variedad de
alimentos, incluyendo panes, pasteles y otros productos horneados. La
presencia de moho en los alimentos puede resultar en la produccion de toxinas
que pueden ser perjudiciales para la salud, asi como en la alteracién del sabor y
la textura de los productos horneados. La contaminacion por moho en la industria
de la panaderia puede ocurrir en diferentes etapas del proceso de produccion,
incluyendo durante el almacenamiento de los ingredientes, la fermentacion de la
masa, el horneado y el almacenamiento de los productos horneados. El control
de la contaminacién por moho es fundamental para garantizar la calidad y la
seguridad de los productos horneados, asi como para proteger la salud de los
consumidores. Las medidas para prevenir la contaminacion por moho en la
industria de la panaderia incluyen la implementacion de buenas préacticas de
higiene, la utilizacion de ingredientes frescos y de calidad, el control de la
temperatura y la humedad durante el almacenamiento y la produccion, y la
realizacion de pruebas regulares para detectar la presencia de moho en los
productos horneados.

Para Ordoriez, et al., (2021), el principal propésito de su investigacion fue
evaluar la eficacia de varios desinfectantes comerciales, en funcion de la
concentracion y el tiempo de contacto, frente a un amplio espectro de cepas de
Fusarium spp., en conexion con la estrategia de prevencion ante la eventual
entrada de éste patogeno al pais, donde los compuestos de amonio cuaternario
y los del grupo de los aldehidos son dos tipos de desinfectantes quimicos
utilizados en esta investigacion para reducir la contaminacién microbiana en
superficies y utensilios. Estos desinfectantes actuan de diferentes maneras para
eliminar microorganismos patégenos y reducir la carga bacteriana en las
superficies. Asimismo, se comprob6 que el efecto desinfectante de los productos
mejora a medida que pasa el tiempo de exposicién, y disminuye al diluirse.

Ortiz, et al., (2020) evalud la aplicabilidad de diferentes sanitizantes

quimicos (acido peracético, peréxido de hidrégeno, acido citrico, acido lactico y
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acido acético) para la inactivacion de S. enterica, L. monocytogenes y Norovirus
murino en fresas donde obtuvieron resultados que evidenciaron que el &cido
peracético (PA) fue efectivo para el lavado de agua y desinfeccion de frutos. La
adicion de desinfectantes a los lavados con agua es una de las estrategias mas
comunmente estudiadas para eliminar o inactivar patégenos en las fresas, asi
como para evitar la contaminacion cruzada debido a la reutilizacion del agua de
lavado del proceso.

Estudios mas recientes han analizado el efecto de la combinacion del
acido peraceético con otros desinfectantes. Martinez Hernandez et al., (2015) en
Espafia, mostraron que sobre E. coliy S. enteriditis inoculadas en kailan-brécoli
se logré una reduccion de recuentos del orden 2,3 a 1,2 unidades log después
de 14 dias a 5 °C, cuando el producto se traté con una combinacion de acido
peracético y agua electrolizada.

Hernandez-Navarrete et al., (2014), En espafia menciona en su estudio”
Fundamentos de antisepsia, desinfeccion y esterilizacion” que el area a
desinfectar, el grado de aplicacion, asi como la duracion de la exposicion,
pueden afectar a las poblaciones de aerobios, bacterias como E. coli en
diferentes superficies. Junto con esto, es importante asegurarse de que todas
las superficies y los materiales organicos vacios se limpien para las pruebas de
campo antes de aplicar el desinfectante.

En el estudio de Martinez, R. (2013), realizado en Peru se destaca que la
presencia comun de patdgenos, incluyendo hongos, en alimentos es natural
debido a su prevalencia en el medio ambiente. No todos son igualmente
peligrosos, pero para prevenir la contaminacion, se enfatiza la importancia de
seguir buenas practicas de higiene en todas las etapas de la cadena alimentaria.
Esto implica medidas de control en produccion, transporte y almacenamiento, asi
como la educacion de los consumidores sobre la manipulacion adecuada de
alimentos. Los hongos pueden ser responsables de la contaminacion primaria,
especialmente en condiciones propicias para su crecimiento, mientras que la
contaminacion secundaria puede surgir por condiciones inadecuadas de
almacenamiento, siendo critico en el caso de hongos productores de toxinas,

gue pueden persistir incluso después de eliminar los hongos.
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La contaminacion secundaria ocurre cuando los microorganismos que ya
estan presentes en los alimentos comienzan a crecer y multiplicarse, debido a
condiciones ambientales inadecuadas, como la falta de refrigeracion o el
almacenamiento prolongado. Esto representa un problema en el caso de hongos
que producen toxinas, ya que incluso si se eliminan los hongos, las toxinas
pueden permanecer en el alimento y causar enfermedades.

Kyanko, M. et al. (2010), en su estudio realizado en Argentina “Efectividad
del acido peracético sobre la reduccién de la carga de esporas de mohos
causantes de pudricion pos-cosecha de frutas y hortalizas”. Se estimé in vitro la
efectividad del &cido peracético sobre la disminucion de esporas de mohos
micotoxicogénicos causantes de pudricidon de frutas y hortalizas, para determinar
su potencial aplicacion al control pos-cosecha. Se evaluaron tres
concentraciones de acido (0.05 %, 0.1 % y 0.3 %) para determinar su capacidad
antifangica. El uso del &cido peracético resulta 18 una alternativa no
contaminante para el tratamiento de pudricién por hongos después de la cosecha
de los frutos. Se ha observado disminuciones de la carga microbiol6gica de
esporas aun a la mas baja concentracion probadas, efecto que incrementé con
el aumento de la concentracion del tratamiento. A una concentracion del 0.3 %
se obtuvo una mayor reduccién de la carga de esporas viables.

Valencia-Montero y Acero-Plaza (2013), en Colombia implementaron una
herramienta para contribuir con la seguridad alimentaria y la disminucion de las
enfermedades transmitidas por alimentos, como complemento a la aplicacion de
las buenas practicas de manufactura que deben estar implementadas antes y
durante el proceso de obtencién del producto final. La metodologia que
implementaron fue un muestreo en instalaciones de un frigorifico con canales
bovinas. Los tratamientos utilizados para evaluar la desinfeccion fueron acido
lactico (AL) a 0,5-0,9 %, acido peroxiacético (AP), e hipoclorito de sodio (HS)
durante veinte segundos.

El nimero de muestras fue de 78 canales en total, se seleccionaron
canales bovinas visualmente contaminadas con contenido gastrointestinal, la
misma canal fue muestreada mediante frotis en el pecho, el brazo o la espalda,
los analisis microbioldgicos que se le realizaron fueron determinacion de

Salmonella spp. y E. coli en sus medios de cultivos especificos incubados por 24
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horas a una temperatura de 35 °C a 37 °C. Ya en los resultados solo se encontro
E. coli y en todas muestras evaluadas no se evidencio la presencia de
Salmonella spp. Se evidenciaron los siguientes de datos 1,12, 1,64 y 1,23 log10
UFC/cm? antes de aplicar los desinfectantes (AL, AP y HS) y después de
aplicacion de los desinfectantes para AL, AP y HS fueron 0,07, 0,26 y 0,21 log10
UFC/cm?, encontrando que no hubo diferencia entre los tratamientos y que los
tres son eficaces en la desinfeccion de canales bovinas. Recomiendan que para
el control de las BPM y de otros procesos no es suficiente en la disminucion de
agente contaminantes, en algunos casos patégenos, por lo que se propone la
aplicacion agentes desinfectantes autorizados como medios para la eliminacién
o reduccidn especies intrusas en los procesos de manufactura.

Valencia-Villareal, (2017), en Colombia evaluaron la eficacia de los
procedimientos de limpieza y desinfeccidn en la gestiébn de saneamiento de los
laboratorios del Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico de la
Universidad de Santander Campus Cucuta. Se llevo a cabo una investigacion de
campo que abarcO seis laboratorios, analizando los procesos de limpieza y
desinfeccidn. Los resultados destacados incluyen que, segun la lista de chequeo,
el 80% en la categoria de Control y el 67% en Sanidad obtuvieron resultados
negativos. Los Aerobios mesofilos mostraron la mayor carga microbiana antes y
después de la intervencion. La concentracion 6ptima de hipoclorito in vitro y la
mas efectiva in vivo es del 3%. Se concluye que los procesos actuales no son
efectivos, siendo necesario mejorar aspectos relacionados con la sanidad y el
control.

Villanueva, (2016), en Colombia examinaron la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la eficacia de dos desinfectantes: el Peréxido de Hidrégeno al
7,5%, utilizado en entornos hospitalarios, y el Pursue (Amway), de uso comercial.
Estos desinfectantes fueron evaluados en la eliminacion de agentes patdégenos
en equipos, instrumentos y superficies. La CMI del perdxido de hidrégeno que se
implementaron fueron de 14,6 mg/L para Salmonella tiphy, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa, mientras que para el desinfectante Pursue
fue de 190 mg/L para Staphylococcus aureus, 95 mg/L para Salmonella tiphy y
Pseudomonas aeruginosa. Se utilizé la técnica de placa en agar con hisopos y

siembra por estria para determinar la efectividad de los desinfectantes. Se
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seleccionaron aleatoriamente seis lugares en la central de mezclas de un
hospital nivel IV para la toma de muestras, y los resultados fueron analizados
mediante técnicas estadisticas, destacando el muestreo aleatorio simple para
estimar proporciones (MAS). Los resultados indicaron que el Peroxido de
Hidrogeno al 7,5% es eficaz contra Salmonella tiphy, Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa, y que el desinfectante comercial Pursue elimina
bacterias de uso hospitalario.
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2.3. Marco referencial.

2.3.1. Inocuidad en la industria de alimentos.

Podemos definir la inocuidad alimentaria como el conjunto de condiciones
y medidas necesarias durante la produccion, almacenamiento, distribucion y
preparacion de los alimentos para asegurar que su CONSUMO Sea Seguro con
caracteristicas de excelente calidad e inocuidad que garanticen el cumplimiento
de los requisitos y expectativa de los clientes, asegurando a su vez el
cumplimiento de los requisitos legales y reglamentarios, a través de la eficacia y
mejora continuidad del sistema de gestion de calidad e inocuidad.

La calidad de los productos radica en el nivel de peligros que este pueda
causar al ser consumido, dentro de los puntos criticos se encuentran los peligros
quimicos por causa de contaminacion con productos ajenos al mismo como
desinfectantes o alérgenos.

En cuanto a peligros fisicos, se puede determinar que son facilmente
detectados a nivel visual como materiales metalicos, pedazos de papel, astillas
de madera, entre otros, también se encuentran los peligros microbiolégicos, que
a nivel correctivo son detectados hasta que cause un malestar o enfermedad en
el consumidor, como los microorganismos patdgenos entre ellos Escherichia coli.
De acuerdo a lo anterior, la inocuidad es el factor principal a tener en cuenta para
gue un producto sea transportado y comercializado en la industria de manera

eficaz, eficiente y efectiva (King, et al., 2017; Beltran, 2018).

2.3.2. Parametros fisicoquimicos y microbiol6gicos de la levadura para la
panificacion.

La Norma Técnica Colombiana (NTC) 1807, establece los requisitos que
debe cumplir la levadura para panificacion y los métodos de ensayo a los cuales
ésta debe someterse. La presente norma sanitaria busca resguardar la salud de
los compradores, situando las exigencias saludables que deben verificar los
productos de levadura para panificacion y los establecimientos que los fabrican,
elaboran y venden. Esta norma tiene un ambito de aplicacion para toda razén
social que provee productos de panificacion a nivel nacional. Puesto que hay

comités supervisores establecidos por las municipalidades para que fiscalicen si
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encuentran los productos en condiciones de alterar la salud, en esta se miden
los criterios fisicoquimicos y microbiolégicos (ICONTEC, 2012).

Los parametros fisicoquimicos se presentan en la Tabla 2, se establecen
con el propdsito de promover la calidad de los productos y la proteccion de la
salud, en este parametro se realizan pruebas donde se examinan el nivel de
humedad, entre otros (Ayala, 2018).

Existen criterios microbiologicos se presentan en la Tabla 3, la calidad que
deben cumplir los productos, teniendo dominacion las autoridades sanitarias
para exigir criterios debidamente sustentados para la proteccion de la salud. Para
ello se hacen ciertas pruebas microbiolégicas para determinar la presencia
bacteriana tales como: levaduras, mohos, coliformes y aerobios mesofilos
(Portales, 2020).

Tabla 2.

Parametros fisico-quimicos para levadura fresca (Saccharomyces cerevisiae)

comercial.

Parametros Método Especificacion Norma
% Humedad Estufa 105 °C-16h | 65.5% -70% | NTC 1807
% Nitrégeno proteico Kjeldahl 240 % NTC 1807
en base seca
% Fosforo como | Espectrofotometro >21,5% NTC 1807
P20s en base seca
pH solucion al 10% Potencidémetro 23,5 NTC 1807

Nota: Especificaciones fisico-quimicos aceptables en la produccién a escala
industrial de Saccharomyces cerevisiae de acuerdo a la NTC 1807 establecidas

en las plantas de produccion. Y métodos de deteccion en laboratorios.
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Tabla 3.
Parametros microbioldgicos para levadura fresca (Saccharomyces cerevisiae)

comercial.
Parametros Método Especificacion | Norma

Bacterias Recuento en <108 NTC
Mesofilas UFC/g Placa 1807
E.coli UFC/g Recuento en <10 NTC

Placa 1807
Mohos/Geotrich- | Recuento en <100 NTC
um candidum Placa 1807
Salmonella Recuento en Ausencia NTC
UFC/25 g Placa 1807

Nota: Especificaciones microbiolégicas aceptables en la produccién a escala
industrial de Saccharomyces cerevisiae de acuerdo a la NTC 1807 establecidas

en las plantas de produccién. Y métodos de deteccidn en laboratorios.

2.3.3. Limpiezay desinfeccién en la industria.

En la industria siempre se ha buscado la eliminacién o reduccion de
microorganismos contaminantes en equipos, utensilios, manipuladores,
superficies y ambiente mediante la implementacién de procedimientos de
limpieza y desinfeccion en los diferentes procesos. La reduccion o eliminacion
total de estos microorganismos esta dada por las superficies que entran en
contacto con el producto en su proceso de elaboracion, los restos de producto o
materia prima adheridos a utensilios 0 equipos que son retirados mediante la
accion mecanica, entre otros. Para obtener una buena limpieza y desinfeccion
en estos lugares es de suma importancia conocer los diferentes factores o
riesgos contaminantes para asi poder implementar una adecuada prevencion y
control. Como mencionamos anteriormente los principales contaminantes son
los utensilios, el personal, el sistema de aire, superficies e instalaciones
utilizados durante todo el proceso (Alba & Araujo, 2008).

La desinfeccidon es un proceso quimico que tiene como fin eliminar, matar,
inactivar o inhibir a un gran namero de microorganismos potencialmente

patdgenos, como bacterias, hongos y protozoos. Se requiere de un control y
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vigilancia durante todo el proceso para una desinfeccion efectiva. En la
actualidad se busca que estos sean los més toxicos para los microorganismos,

pero con efectos nocivos minimos en el ambiente y hombre (Oeste et al., 2018).

2.3.4. Caracteristicas de un desinfectante
Un desinfectante deberia cumplir con las siguientes caracteristicas para

su eleccion (Tabla 4):

Tabla 4.
Criterio de eleccion de un desinfectante para su uso en la industria de alimentos.
Alta solubilidad Disponibilidad
Estabilidad conveniente Capacidad para penetrar
No corrosivo Inoloro u olor agradable
Baja toxicidad No generar resistencia
Amplia accion Alta homogeneidad

Nota: Rodriguez, E. (2015)., describe los criterios que las industrias de alimentos

deben tener para los antisépticos y desinfectantes antes de su uso.

2.3.5. Agentes quimicos que inhiben el crecimiento microbiano.

Los agentes quimicos son sustancias quimicas que influyen
negativamente sobre los microorganismos, pudiendo ejercer dos tipos de efectos
diferentes, inhibir el crecimiento o destruir totalmente el microorganismo (Sango,
2019).

2.3.5.1. Tipos de agentes quimicos antimicrobianos.

Antisépticos: Son agentes antimicrobianos que destruyen o inhiben el
crecimiento de microorganismos en tejidos vivos, suelen tener un bajo nivel de
toxicidad, a manera de ejemplo encontramos el nitrato de plata, solucién de yodo,
alcoholes, detergentes

Desinfectantes: Son agentes antimicrobianos que por lo general se
utilizan en superficies u objetos inanimados, suelen tener un alto nivel de

toxicidad. Los desinfectantes quimicos que se utilizan a menudo son hipoclorito
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de sodio, peroximonosulfato de potasio, compuestos de amonio cuaternario y
peroxido de hidrégeno, entre otros (Faisca, et al., 2021).

2.3.6. Mecanismo de accién de los agentes antimicrobianos.

La accion microbicida provoca dafios bioquimicos, interferencia
metabdlica y acarrea a la muerte celular. Su eficacia esta relacionada con la
presencia de agua, ello se debe a que estos compuestos acuosos penetran
mejor en las células y microorganismos permitiendo asi el dafio hasta provocar
una lisis celular. Los agentes antimicrobianos actian reduciendo la carga
microbiana, por ejemplo, eliminando, inactivando, inhibiendo o destruyendo
microorganismos patdgenos. Muchas medidas de control microbioldgico tienen
varias funciones. Algunas medidas de estos agentes también tienen efectos
microbicidas, cuya potencia depende a menudo de la intensidad con la cual se
aplican a manera de ejemplo, reduccion del pH, en general, las formas ionizadas
de los agentes disociables pasan mejor a través de las membranas bioldgicas, y

por lo tanto son mas efectivos (Colcha, 2021).

2.3.7. Resistencia microbiana contra los desinfectantes.

La capacidad de resistencia microbiana a los antibioticos es un fenémeno
ampliamente descrito. ElI desarrollo de resistencia microbiana a los
desinfectantes es menos probable, ya que los desinfectantes son agentes
biocidas mas poderosos que los antibidticos y aplican en mayores
concentraciones contra las poblaciones de microorganismos mas bajas que, por
lo general, no estan en crecimiento activo; es por ello que la presiéon selectiva
para el desarrollo de resistencia es menos profunda (Cabrera et al., 2007).

Estos organismos tienen dos mecanismos de resistencia, el primero es
una resistencia intrinseca y el segundo una resistencia adquirida. En la
resistencia intrinseca la célula presenta una barrera para reducir la entrada de
un agente antimicrobiano. También la edad de los cultivos influencia la
resistencia a la sensibilidad hacia los desinfectantes, ya que la pared celular es
mucho menos sensible en fase estacionaria que en fase logaritmica (Patifio et
al., 2018).

Los hongos son generalmente mas resistentes que las levaduras y

considerablemente mas resistentes que las bacterias no esporuladas. Las
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esporas de los hongos son menos resistentes que las esporas bacterianas a los
agentes biocidas (Valdés, 2007).

2.3.8. Desinfectantes utilizados en la industria de levaduras.

Los procesos de desinfeccidbn mediante agentes quimicos ayudan y hacen
parte fundamental de los procedimientos en las industrias de alimentos para
garantizar la inocuidad y seguridad alimentaria, con la finalidad de evitar
enfermedades alimentarias o bien denominadas ETA's y otorgar al producto final
mayor vida util.

La accion y eficacia de los desinfectantes dependen de factores como la
concentracion de activo, tiempo de contacto, temperatura de aplicacion, tensién
superficial de la solucion, pH, frecuencia de uso, tipos de microorganismo y sobre
todo una limpieza y proceso exhaustiva, ya que de este paso se separa la materia
organica e inorganica de la superficie implicando que la aplicacion del
desinfectante sea de mayor capacidad de inhibicién, (Pérez-Esteve, et al., 2017;
Morocho-Catota, 2020).

A continuacion, en la tabla 5. Se detalla el uso de algunos principios
activos o agentes desinfectantes que son parte de las soluciones quimicas

antimicrobianas utilizadas en la industria.

Tabla 5.
Principio activo de las soluciones quimicas desinfectantes y uso en la industria.
Agente o Principio activo Uso
Alcohol (etanol 70-96 % en agua) Desinfectante de uso general para cualquier
superficie.
Sales de amonio cuaternario Desinfectante e higienizante con uso frecuente

en equipos de la industria lactea y alimentaria

Cloraminas, Hipoclorito de sodio, Clorito de Desinfectante e higienizante para equipos de la

sodio, Dioxido de sodio. industria lactea y alimentaria y depuracion de
agua.

Glutaraldehido (OHC(CH2)3CHO) Biocidas de amplio espectro, Solucion al 2%

como desinfectante o esterilizante.
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Peroxido de hidrégeno Vapor usado como esterilizante. Se utiliza en
desinfeccién de envases y al iniciarse turnos de
trabajo en una instalacion.

No deja residuos.

Acido Peracético Debido a su caracter no espumante, son muy
utilizados en la desinfeccion de circuitos e
instalaciones cerradas.

Desinfectante de alto nivel y esterilizante.

Compuestos Fendlicos Desinfectante de uso general para superficies.
Utilizados en la higiene de manos y locales a
concentraciones variables entre 1000 mg/L y
10000 mg/L. T

Aminas Terciarias Desinfectante de amplio espectro para circuitos

y superficies.

Nota: Recuperado de Pérez-Esteve, et al.,, (2017)., la tabla describe las
moléculas activas de diferentes compuestos de desinfectantes implementados
en los procesos de aseo de superficies, equipos y areas en las industrias de

manufactura.

Los desinfectantes utilizados en la empresa productora de levadura son
biocida LOGOS vy Procide los cuales son compuesto quimico resultante de la
mezcla de acido acético y peréxido de hidrégeno, su espectro de accion es
amplio sobre microorganismo Gram positivos algunos Gram negativos como E.
coli, Salmonella spp. y L. monocytogenes, virus, hongos, levaduras y esporas
(Aguayo, et al.,, 2017). La capacidad de inhibicion que presentan estos dos
agentes es que no se degradan en presencia de materia organica y entre sus
cualidades sobresale su rapida accion oxidante por la conduccion de electrones
del acido en forma oxidada la pared celular de bacterias, dafiando su membrana
externa y haciendo que detengan su actividad o induzcan su lisis y muerte

(Centro Estatal de Vigilancia Epidemiologica y Control de Enfermedades, 2015).

2.3.8.1. Microbiocida LOGOS ™ 1120PA
e Descripcion
Es un desinfectante en una solucion acuosa de amplio espectro a base
de &cido peracético 5 % + Peroxido de hidrégeno 15 % + Acido acético 5 %. Este

biocida actia en un amplio rango de pH y temperatura. LOGOS 1120PA tiene su
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uso permitido en alimentos ya que su activo se encuentra dentro de los capitulos
de FDA (Food & Drug Administration).

e Aplicaciones
Este agente quimico presenta propiedades bactericidas, fungicidas y
esporicidas, indicada para la prevencion y eliminacién de depdésitos de limo y en
el control de bacterias coliformes totales, anaerobias reductoras de sulfato

asociadas a procesos microbioldgicos de corrosion.

Tabla 6.
Informacion técnica del microbiocida LOGOS™ 1120PA.
Nombre quimico Concentracion (% v/v)
Peroxido de hidrogeno >=10-<20
Acido acético >=10-<20
Acido peracético >=5-<10

Nota: Descripcion de la composicion quimica que presenta LOGOS ™ 1120PA
suministrada por la ficha técnica del proveedor. Se describen los nombres
quimicos de los componentes asi como su concentracion en la solucién

desinfectante.

e Modo de Uso
Aplicar con el espumador, dejar residencia de 20 minutos, no requiere
enjuague. Para piezas pequefias, sumergir las piezas a desinfectar en el balde

con el desinfectante, dejar residencia de 20 minutos. No enjuagar. 2,3,8,1
2.3.8.2. Procide (Acido peracético 18 % + peroxido de hidrégeno 12 %).

Es agente quimico oxidante de olor fuerte, utilizado como desinfectante
de amplio espectro que no requiere enjuague posterior y cumple con los
requisitos de la norma FDA 178.1010 para su aplicacion como sanitizante de

equipos y utensilios que estan en contacto con alimentos.
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e Descripcion
Es un desinfectante de amplio espectro a base de acido peracético 18 %

+ Perodxido de hidrogeno 12 %.

Tabla 7.
Informacion técnica de Procide (Acido peracético 18 % + peroxido de
hidrogeno 12 %).

Apariencia Liquido inodoro
Acido peracético (%) 16.0+ 2.0
Peréxido de Hidrogeno (%) 10.0+£ 2.0
pH (solucién acuosa al 1 %) 3.0+x1.0

Nota: Descripcion de la composicion quimica y de pH de Procibe suministrada
por la ficha técnica del proveedor. Se describen los nombres quimicos de los

componentes, su concentracion y el pH de la solucién desinfectante.

e Modo de Uso
Se dosifica segun el proveedor en condiciones normales entre el 0.2 % y
el 0.5 % para preparar la solucién sanitizante, y se aplica entre 2 °C y 40 °C. La
solucion se deja actuar entre 30 y 120 minutos y luego se drena sin enjuague
posterior. Este agente biocida se utiliza en la industria de frutas, carnes,
cervecerias, productoras y envasadoras de gaseosas Y jugos, lecherias, plantas
de fermentacion, vinerias, confiterias. También se usa para higienizar plantas

productoras de cosméticos y productos farmacéuticos entre otros.

2.3.9. Técnicas para evaluar la eficiencia de desinfectantes en la
industria de alimentos.

La evaluacion de la efectividad de un desinfectante es de gran relevancia
para establecer su rotacion. Cabe destacar que no existen técnicas especificas
que se deban utilizar para la evaluacion de los desinfectantes, pero existen
técnicas analiticas que nos ayudan a determinar la eficacia, entre los que se

pueden mencionar los siguientes:
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2.3.9.1. Coeficiente fendlico

El coeficiente fenodlico, también conocido como coeficiente de
desinfeccién, es un término utilizado en microbiologia para medir la eficacia de
los desinfectantes y antisépticos. El coeficiente fendlico es una medida
importante para la evaluacion de la eficacia de los desinfectantes y antisépticos,
ya que permite comparar la efectividad de diferentes productos en la eliminacion
de microorganismos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el
coeficiente fendlico no es una medida absoluta de la eficacia de un desinfectante
0 antiséptico, ya que la actividad puede variar en funcion de la concentracion del
producto, el tipo de microorganismo y las condiciones de uso (Alba & Araujo,
2008).

2.3.9.2. Difusién en agar (Técnica de KIRBY - BAUER).

Es una técnica cualitativa y sus resultados se expresan Unicamente como
“Sensible”, “Intermedio” o “Resistente” y es implementada con microorganismos
de crecimiento como Staphylococcus sp. O los integrantes de la
familia Enterobacteriaceae entre otros (Yaguapaz-Cortez, 2023).

La técnica consiste en llevar un inéculo bacteriano a una concentracion de igual
en la escala de McFarlane de 0,5 y se siembra masiva y homogénea por
superficie de una placa seca de agar Mueller-Hinton Una vez realizado esto, en
un plazo no mayor de 15 minutos, se procede a colocar los discos o las pastillas
con el antibiético o biocida a evaluar. Luego, la placa se incuba a 35 °C por 18
horas excepto para los aislamientos de Staphylococcus sp. y Enterococcus sp.,
para los cuales se recomienda una incubacion de 24 horas. La lectura de los
resultados se observa en luz indirecta y cada halo de inhibicion es medido
usando un calibre o en su defecto una regla graduada. En el caso de que no se
presente un halo, se reportan 6 mm, ya que ese es el diametro del disco

(Romero-Veramendi & Baldedn-Mendoza, 2021).

2.3.9.3. Concentracion Minima inhibitoria (CMI)
Es la concentracion mas baja de un antibidtico o desinfectante que inhibe
el crecimiento de un determinado grupo microbiano, en el caso de los antibioticos
las concentraciones con expresadas en ug/mL y para desinfectantes en

porcentaje (%) de concentracién (IDEXX, 2022).
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2.4. Marco normativo.

Resolucidon 2674 2013, La cual dispone lo siguiente.

Requisitos higiénicos de fabricacion; Articulo 16. Materia prima e
insumos; Las materias primas e insumos deben ser inspeccionadas previo al
uso, clasificados y sometidos a analisis de laboratorio esto, para determinar la
inocuidad si cumplen o no con las especificaciones de calidad establecidas y
para garantizar la calidad del producto final.

Articulo 18. Fabricacion; En la fabricacion se deben establecer y registrar
todos los procedimientos de control fisicos, quimicos, Microbiolégicos y
organolépticos en los puntos criticos del proceso de fabricacién, con el fin de
prevenir o detectar cualquier contaminacién, falla de saneamiento,
incumplimiento de especificaciones o cualquier otro defecto de calidad e
inocuidad en las materias primas o el alimento, materiales de envase y/o
producto terminado

Aseguramiento y control de la calidad e inocuidad; Articulo 22.
Sistema de control; Para asegurar el higiene e inocuidad del producto final es
necesario contar con un sistema de control integral y aseguramiento de calidad,
el cual debe ser esencialmente preventivo y cubrir todas las etapas de
procesamiento del alimento, desde la obtencion de la materia prima e insumos,
hasta la distribucién de productos terminados. Asi mismo ese sistema de control
y aseguramiento de calidad debe contar con planes de muestreo, los
procedimientos de laboratorios, especificaciones y métodos de ensayos deben
garantizar que los resultados sean confiables y representativos del lote
analizado. Y este a su vez no se limita a las operaciones de laboratorio, sino que
debe estar presente en todas las decisiones vinculadas con la calidad del
producto.

Articulo 23. Laboratorios: Para garantizar la calidad de los alimentos que
se fabrican, procesan y distribuyen, los establecimientos deben tener acceso a

un laboratorio de pruebas y ensayos, propios o externos.
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3. METODOLOGIA.

3.1. Tipo de estudio y linea de investigacion.

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, evaluativo y de corte transversal,
dada la descripcibn que se hard sobre la presencia de microorganismos
indicadores en el &rea de fase de corte y la levadura como producto final, asi
mismo las concentraciones Optimas de desinfectes como biocidas.

Esta propuesta de investigacion encaja en la linea de investigacion
Bioindicadores, la cual, hace parte del programa de Microbiologia, adscrito a la

Facultad de Ciencias Bésicas de la Universidad Popular del Cesar.

3.2. Universo, poblacién (n) y localizacion de estudio.

Area de estudio
El estudio se ejecutd en el laboratorio de microbiologia de una planta
productora de levadura comercial para panificacién ubicada en la ciudad de

Palmira, Valle del Cauca, Colombia.

3.3. Disefio metodolégico.

3.3.1. Determinar las fuentes de contaminacién en fase de corte y
empaque de la levadura Saccharomyces cerevisiae por

Geotrichum candidum.

Para el monitoreo se clasificaron cuatro posibles fuentes de
contaminacion microbiana en fase de corte y empaque que pueden incidir
significativamente sobre la calidad del producto terminado, tal como se muestra

en la Figura 1.
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Figura 1.
Factores asociados a la calidad microbioldgica del producto final en fase de corte
y empaque.
Ambiente
Calidad
Proceso de microbioléaica < Personal
corte > J Manipulador

de la levadura

l

Superficies
(Utensilios/
Equipos)

Nota: La figura describe los elementos y superficies que representan factores
importantes en la conservacion de calidad final del producto en el area de corte
y empaque, cada factor descrito esta en contacto directo con la levadura
procesada.

Las muestras se recolectaron en puntos estratégicos del area de proceso
en los que se sabe que se obtiene informacion valiosa relativa a posibles riesgos
microbioldgicos, y estas presentan contacto directo con el producto final antes
de su empaque en el proceso de corte, también son relativas a aspectos criticos
relacionados con la calidad y deterioro de los alimentos. La cantidad y criterios
de muestras representativas por cada superficie, ambiente y producto terminado

se relaciona en la Tabla 8.

Procedimientos
El muestreo para determinar la fuente de contaminacion se realizo en dos
etapas, en la cual la primera etapa tuvo como fin brindar un diagndstico inicial

del estado microbioldgico del area donde se seleccionaron superficies de acero,
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plastico, inanimadas y ambientes tal como lo muestra la Tabla 8., debido a que
estas se preparan antes de iniciar el proceso. La segunda etapa fue para validar
los procesos de limpieza y desinfeccion, mediante un método visual el cual se
realizo para asegurar que la superficie homologa al material del area estuviera
sin residuos trazas, un método microbiolégico y ATP (Unidades Relativas de
Luz).

Tabla 8.

Criterios de muestreo para las superficies, ambientes y producto final , en fase
corte y empaque de levadura.
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Criteros de muestreo Muestras tomadas (Semanas)
o ®© g . - Insrfeccién ~ Insp_eccién o0 Insp_eccién < Insrfeccién
Superficies S _g- -g_ Logos semana 1-2 Procide semana 3-4 g visual g visual g visual % visual ©
muestreadas i‘_—" g = (t) Concentracién (t) CE, Cumple/No CE, Cumple/No g Cumple/No g Cumple/No =
£ | Contacto Contacto | Concentracién | cumple «» cumple v cumple v cumple
Balde 1 Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 05%(v/v) |1]1 Cumple 1)1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
o Balde 2 Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 05%(v/v) |1]1 Cumple 1)1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
é Balde 3 Profunda |2h | 10 min 1% (v/v) 10 min 05%(v/v) |1]1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
E Balde 4 Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5%(v/v) |11 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
tranfpa;r(::dora Profunda |2h | 10 min 1% (v/v) 10 min 05%(v/v) |1]1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
Mezcladora Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 1(1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple
Moldeadora Profunda |2h | 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 11 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple
g Bajante Profunda |2h | 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5%(v/v) |11 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
- Mezclador
Cortadora Profunda |2h | 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1(1 Cumple 1)1 Cumple 1(1 Cumple 1(1 Cumple 8
Superficie Injet | Profunda |2h | 10 min 1% (v/v) 10 min 05%(v/v) |1]1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
Manipulador 1 | Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
] p Manipulador 2 | Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
g S Manipulador 3 | Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
§ 2 Manipulador 4 | Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
2 4 Manipulador 5 | Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
Manipulador 6 | Profunda |2h| 10 min 1% (v/v) 10 min 05%(v/v) |1]1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
0 Ambiente A Aspersiones |2 h | 10 min 1% (v/V) 10 min 0,5 % (v/v) 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
e
é Ambiente B Aspersiones |2 h | 10 min 1% (v/v) 10 min 0,5%(v/v) |11 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
S -
< Ambiente C Aspersiones |2 h | 10 min 1% (v/v) 10 min 05%(v/v) |1]1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 1|1 Cumple 8
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Muestra 1 Na Na Na Na Na Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 24

EE Muestra 2 Na Na Na Na Na Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 24
S 3 Muestra3 Na Na Na Na Na Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 24
8 5 Muestrad Na |Na| Na Na Na Na 33 Na 3|3 Na 3|3 Na 33 Na 24
El"-' Muestra 5 Na Na Na Na Na Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 24
Muestra 6 Na Na Na Na Na Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 3|3 Na 24

Nota: Se muestran los criterios de acuerdo a los tipos de materiales implementados en el proceso de producciéon. Se describe las
superficies, tipo de limpieza de acuerdo a los procedimientos interno, tiempo de duracién de limpieza y los desinfectantes con su
concentracion y tiempo de contacto. También se detallan la cantidad de muestras tomadas y verificacion del proceso de aseo (cumple o
no cumple) verificada en cada toma de muestra por semana.

En cada inspeccién visual Cumple* cuando no se evidencia a simple vista trazas de residuos del producto, y No cumple* cuando quedan

partes de esta en superficies. (t): tiempo*
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3.3.1.1. Toma de muestras de superficies y manipulador.

Se realizaron hisopados con caldo Letheen estéril una vez por semana a
superficies, utensilios, equipos y personal manipulador después de la jornada de
limpieza y desinfeccion, esto para validar y conocer la eficiencia del proceso de
aseo por un periodo de cuatro semanas, la duracion del muestreo se definio para
establecer la persistencia en tiempo con respecto a la contaminacion de G.
candidum y de acuerdo al cronograma establecido por la empresa. En la Tabla

8., se denotan la cantidad de muestras por superficies y manipulador.

3.3.1.1.1. Técnicas de muestreo con hisopos para superficies de contacto

inertes y personal manipulador.

Aplica a todas las muestras de superficies tomadas en el area de fase de
corte y empaque de levadura, la cuales fueron analizadas en el laboratorio de
microbiologia.

Este método se implement6é para la toma de muestras de superficies
inertes regulares e irregulares, tales como banda transportadora blanca,
mezcladora, moldeadora, bajante de mezcladora, ojal cortadora, superficie
inyect, recipientes de recirculacion (baldes blancos), para el caso del personal
se realizaron frotis en las palmas de las manos. Se tom6 como criterio de
seleccién para el muestreo que todas superficies inertes e inanimadas que
cumplieran con el concepto de limpieza (inspeccion visual) en cada una de las

cuatro semanas muestreadas tal como se observa en la Tabla 8.

e Procedimiento de toma de hisopados

Para la toma de muestra en superficie se tomd un hisopo estéril por el
extremo de madera entre el dedo indice y el pulgar, se humedecié en el tubo con
caldo Letheen + Tween 80 estéril presionando ligeramente en la pared del tubo
para quitar el exceso de solucidon. En areas y superficies humedas no es
necesario humedecer el escobillén (Carrero y Avila-Panche, 2017).

Se ubico la punta del hisopo en la superficie o area seleccionada, ejemplo
(banda transportadora blanca, mezcladoras, pisos, paredes y frotis de palmas de

manos), y disponer una linea del area estimada de 20 cm? mientras se realiza
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un movimiento rotativo del hisopo entre el pulgar y el dedo indice en dos
direcciones en zig zag. Si se muestrean objetos o utensilios se debe tomar un
namero de estos que sea representativo (Caro-Hernandez y Tobar, 2020).
Luego de realizar la toma de la muestra se debera colocar el hisopo en el
tubo con la solucion, quebrando la parte del hisopo que estuvo en contacto con
los guantes del analista, la cual debe ser eliminada. Por ultimo se debe agitar el
tubo, previamente rotulado, asegurandose que el hisopo quede inmerso en la
solucion diluyente y se debe verificar que el tubo esté bien cerrado, para evitar
pérdida de solucion. Dejar durante 15-20 minutos de manera que los

microorganismos se liberen del algodoén a la solucion.

Tabla 9.

Recuento e identificacion de hongos y levaduras en manipuladores y superficies
inertes.

Area Mohos Levaduras
Recuento en placa por | Recuento en placa por
Superficie/Profundidad. Superficie/profundidad.

Superficies Lectura: Por recuento en | Lectura: Por recuento en
de contacto. placa. placa.

Identificacion macroscopica | ldentificacibn macroscopica y
y microscopica con azul de | microscopica con azul de

Lactofenol. Lactofenol.

Nota: Se describe el método de analisis y lectura en laboratorios para mohos y
levaduras los cuales se realizan en el muestreo de superficies de contacto. Asi

mismo el método de identificacion.

3.3.1.2. Toma de muestras para ambiente.
La toma de muestras se realiz6 mediante la técnica de sedimentacion
pasiva en placa, diariamente se muestre6 el area (Figura 2.) durante el proceso

de corte y empaque de la levadura esto para validar y conocer la eficiencia del
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proceso de aseo e indice de calidad del aire, por un periodo de cuatro semanas.
El reporte se realizé6 en UFC/15 min.
Figura 2.

Area de corte y empaque de levadura (Saccharomyces cerevisiae) comercial.

Nota: La figura muestra el area de corte y empaque, en la imagen (a) se puede
observar el equipo ojal cortador y la banda transportadora blanca, imagen (b) la

superficie Injet y la imagen (c) mezclador, bajante del mezclador y moldeadora.
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3.3.1.2.1. Técnica de muestreo para ambientes por medio de
sedimentacion.

Para la recuperacion de microorganismos del aire se hizo de acuerdo a la
metodologia propuesta por Romero-Bohorquez y Castafieda-Alvarado (2017);
que consistid en tomar cajas de Petri de 25 mL con medio PDA y Sabouraud, las
cuales fueron expuestas durante 15 minutos, y una vez transcurrido el tiempo
estipulado de muestreo se incubaron a temperatura ambiente durante un periodo
de 5 dias.

e Expresion de Resultados.
Pasado el periodo de incubacion se determind mediante recuento en
placa por superficie e identificacibn macroscopica y microscépica con azul de

Lactofenol.

e Recuento de Mohos y levaduras.
Si el resultado marca negativo se realizaban informes provisionales
durante la incubacion y el resultado definitivo a los 5 dias por tres semanas. Se
reportaron los resultados por punto de muestreo, realizando la suma de todas

las colonias encontradas en los diferentes puntos (A, B y C) verificados por m3.

3.3.1.3. Toma de muestras de producto terminado mediante la técnica de
Pull.

En esta etapa se evalué el producto final tomando 3 muestras de cada
lote en fase final de produccion, obteniendo 36 muestras de producto terminado,
en la Tabla 8., se evidencia el total por cada una de las muestras, antes del
empacado y salida, esto con el fin de realizar el analisis microbioldgico para

evaluar la calidad y si presta conformidad para ser liberado y comercializado.

Procedimiento

La siembra de la muestra se realiz6 de acuerdo lo descrito por los
procesos interno de la empresa y NTC 1807, que consistio en pesar en una bolsa
estéril 300 g de las muestras en condiciones asépticas descartando un tercio de

las diferentes barras de levadura, en un frasco estéril se afiadieron 90 mL de
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agua peptonada estéril, 10 gr de la muestra y se homogeneiz6 por 2 minutos.
Asi mismo se procedio a realizar siembras en profundidad para la deteccién de
G. candidum, la cual consistié en tomar 1 mL de la muestra diluida y adicionarla
en una caja Petri para posteriormente afiadir aproximadamente 20 mL de medio
PDAy se llevada a incubacion por 48 a 72 horas a una temperatura ambiente de
28 + 2 °C, para su posterior crecimiento y lectura.

3.3.1.4. Calculoy expresion de resultados.
e Parasuperficies regulares e irregulares
Los resultados de toma de hisopados se expresaran en Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/25cm).
e Para ambientes.
El recuento en aire se expresa en UFC/15 min
e Para productos terminados.
- Geotrichum candidum:
Los resultados de las siembras se expresaran en Unidades Formadoras
de Colonias (UFC).
Criterio de aceptacién para la Levadura fresca en presentacion de 5009
(ver en Tabla 2).

Tabla 10.
Criterio de aceptacion para la fase corte y empaque de la levadura fresca.
Parametros Método Especificacion Norma
Mohos UFC/gr Recuento en Ausente Na*
Placa
Geotrichum Recuento en Ausente Na*
candidum UFC/gr Placa

Nota: Pardmetros microbiolégicos de referencia en la industria de produccion de
levadura para panificacion para el area de corte y empaque (Datos interno de la
empresa no publicados). Na* (No aplica).
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Tabla 11.
Criterio de aceptacion para manipulador en planta de produccion de levaduras

comerciales.
Parametros Método Especificacion Norma

Coliformes totales Hisopados y Caldo Ausente NTC 4516
LMX

E. coli Hisopados y Caldo Ausente NTC 4516
LMX

Mohos Hisopados y Ausente NTC 4516

Recuento en placa

Nota: Especificaciones microbiologicas aceptables para el personal manipulador
perteneciente a la fase de corte y empaque en la producciéon a escala industrial
de S. cerevisiae de acuerdo a la Norma Técnica Colombiana (NTC) 4516
establecidas en las plantas de produccion. Y métodos de deteccién en

laboratorios.

3.3.2. Evaluar in vitro la concentracion y tiempo de contacto de dos
desinfectantes comerciales empleados en el proceso de corte y
empagque, sobre la tasa de inhibicién de G. candicum.

Para evaluar la eficiencia de los diferentes agentes desinfectantes Biocida
Logos y Procide (Tabla 12) contra Geotrichum candidum a nivel in vitro e in situ;
las pruebas se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia y en el &rea de corte
de la empresa fabricadora de Levadura Saccharomyces cerevisiae ubicada en

Palmira, Valle del Cauca.
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Tabla 12.
Concentraciones de agentes quimicos desinfectantes utilizados en los procesos

de limpieza y desinfeccion contra G. candidum.

Dosis ml*L? Tiempo de
contacto con el
Desinfectantes Molécula activa desinfectante
Minima | Recomendada | Maxima Minutos
Microbiocida Es un desinfectante de | 0,5 % 1% 15% 10 min
LOGOS ™ | amplio espectro a base 15 min
1120PA de acido peracético 5
% + Peroxido de 20 min
hidrégeno 15 % +
Acido acético 5 %.
Procide (Acido | Es un desinfectante de | 0,5 % 1% 15% 10 min
peracético amplio espectro a base 15 min
estabilizado) de &cido peracético 18
% + Peroxido de 20 min
hidrogeno 12 %.

Nota: Descripcion del ensayo para en el que se evaluo a nivel in vitro los agentes
desinfectantes quimicos utilizados en el proceso de eliminacion de G. candidum,
detallando las moléculas activas de cada biocida, las dosis que se

implementaron y los tiempos de contacto.

Las soluciones desinfectantes se prepararon en agua destilada estéril, en
las dosis recomendadas por sus respectivas fichas técnicas (Tabla 11). Para
realizar las pruebas in vitro se preparan 100 mL de cada producto a las diferentes
concentraciones antes del ensayo, lo anterior con el propésito evaluar estos

agentes y su capacidad contra el moho G. candidum.

3.3.2.1. Preparacion de Inéculo.

Consistio en tomar el aislamiento de G. candidum identificado mediante
un examen microscopico realizado por el laboratorio SYNLAB ( ver Anexo 6), y
recuperado en agar PDA como contaminante de productos de levadura en fase
corte y empaque, para utilizarlo en la prueba in vitro. Para la preparacion del
in6culo se tomo un cultivo fresco de G. candidum en cajas de Petri con agar PDA
(Agar Papa Dextrosa) en el cual con un asa micologica estéril se hizo un raspado
de las colonias, se afiadieron en un Erlenmeyer de 250 mL con 90 mL de caldo
extracto de malta al 2 % estéril, para posteriormente optimizar a una

concentracion de 1x10% conidios/ml mediante cAmara de Neubauer.
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3.3.2.2. Evaluacion del efecto de desinfectante frente al crecimiento de
G. candidum. Dilucion en tubo.

Se realizaron diferentes diluciones de los dos agentes biocidas
desinfectantes a las concentraciones antes mencionadas (Tabla 12). Se les
anadieron a tubos de 15 mL con 8 mL de caldo de extracto de malta al 2 %
estériles 1 mL de cada dilucion de desinfectantes, asi mismo se le afiadio la
misma cantidad de una suspension del microorganismo como se menciono en el
item 2.1.1. La evaluacion del efecto del desinfectante contra el crecimiento del

moho se realiz6 por medio de las siguientes técnicas:

Recuento en placa.

Se realizd una suspension en tubos con 8 mL de extracto de malta en el
cual se le adicion6 1 mL con la cepa de G. candidum a una concentracion de
10° conidias/mL, optimizado como se mencioné anteriormente y 1 mL de las
soluciones desinfectantes. Cada tratamiento de cepa + desinfectante se evalud
por determinados intervalos de tiempo (minutos) de 10, 15y 20 min a diferentes
concentraciones, tal como se describe en la Tabla 13 y 14. A partir de la
suspension inicial de 10 mL se afiadi6 1 mL en cajas de Petri usando una
micropipeta con puntas estériles para posteriormente servir una cantidad de 15
a 20 mL de Agar PDA con &cido tartarico 2,8 % y cycloheximide 1 9%,
manteniendo la temperatura del medio a no mas de 45 °C y se llevé a incubar a
28 °C 48 horas. El ensayo consistio de 3 repeticiones por tratamiento con cepa
G. candidum, G. candidum + dosis de desinfectante + intervalo de tiempo y un
control negativo sin inocular (agua destilada estéril). Vandevenne y Ribes,
(2002), Garcia Saucedo, S. M. (2013).
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Tabla 13.
Tratamientos para evaluar por método de recuento en placa el desinfectante
Microbiocida LOGOS™ 1120PA contra G. candidum a diferentes tiempos y

concentraciones.

Tratamientos

Agua destilada estéril

Microbiocida LOGOS ™
1120PA + G. candidum

10 min

15 min

20 min

0,50 %
1%
1,50 %
Nota: Disefio experimental de tratamiento a evaluar LOGOS™ 1120PA contra G.

candidum a tiempos de 10, 15y 20 min y concentraciones de 0,5%, 1% vy 1,5%,

con un primer tratamiento como control negativo de agua destilada estéril.

Tabla 14.
Tratamientos para evaluar por método de recuento en placa el desinfectante

Procide contra G. candidum a diferentes tiempos y concentraciones.

Tratamientos

Agua destilada estéril

Procide (Acido
peracético estabilizado)

10 min

15 min

20 min

0,5 %
1%
1,50 %
Nota: Disefio experimental de tratamiento a evaluar Procide contra G. candidum

a tiempos de 10, 15 y 20min y concentraciones de 0,5 %, 1 % y 1,5 %, con un

primer tratamiento como control negativo de agua destilada estéril.
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Interpretacion de resultados

El recuento total combinado de hongos filamentosos y levaduras (RTCHL)
se considera equivalente al nimero de UFC encontrado empleando Agar PDA;
si se detectan colonias de bacterias en este medio, contarlas como parte del
RTCHL. Cuando se indica un criterio de aceptacion para la calidad
microbiolégica, éste se interpreta de la siguiente manera:

* 10! UFC: recuento maximo aceptable = 20

« 102 UFC: recuento maximo aceptable = 200

+ 102 UFC: recuento maximo aceptable = 2000.

3.3.3. Validar la concentracion minima inhibitoria (CMI) para dos
desinfectantes empleados en el proceso de desinfeccion en el area
de cortey empaque de levadura.

Para la validacion del CMI de los dos desinfectantes, se realiz6 a nivel in

situ de acuerdo a los resultados del ensayo anterior (item 6.3.2.2), donde se
selecciond la concentracion y el tiempo que mejor demostraron resultados para
la eliminaciéon de G. candidum. La optimizacién de la cepa contaminante se
realizé de acuerdo a lo descrito en el item 6.3.2.1 a una concentracion de 1x10°
conidios/mL, obteniendo una suspensién stock en caldo extracto de malta.
El procedimiento se realiz6 de acuerdo a la prueba 1116 de la USP 40 (United
States Pharmacopeial 40, 2017); se tomd una superficie analoga al material
donde se aplicara el desinfectante en el area de corte y empaque de la levadura,
en la cual se tomaron muestras por hisopado antes del ensayo con caldo Letheen
con Tween 80, posteriormente a esto se esparcié 1 mL de microorganismo sobre
una superficie de 25 cm x 25 cm, asi mismo se realizé un muestreo por hisopado
para recuperar el numero de conidios sin exponer, después se aplico el agente
biocida a la concentracion y tiempo obtenidos de los resultados del item 6.3.2.2.,
de igual manera se muestred para recuperar el numero de conidios luego de la
exposicion. Después de recolectar las muestras se tomé 1mL de cada tubo con
el hisopo y se sembro6 por profundidad en cajas de petri afiadiendo agar PDA e
incubando a temperatura ambiente por 48 horas.

Se realizaron los célculos de: Reduccion logaritmica empleando la
formula.
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Red Log= Log [No] - Log [N]
donde:
No: nUmero de microorganismos recuperadas sin exponer

N: nimero de microorganismo recuperadas luego de la exposicion.

e Visualizacion microscépicay macroscopica.
Transcurridas las 48 horas de las siembras por recuento en placa, se
colocé una asada del cultivo fungico y una gota de azul de Lactofenol, entre

lamina y laminilla, para la descripcion morfolégica y registro fotografico.

3.3.3. Tratamiento de datos.

Para este ensayo se implement6 un disefio experimental factorial de dos
factores y tres niveles, siendo el factor 1 concentracion y el factor 2 tiempo, con
tres repeticiones para cada tratamiento (desinfectante) y el control negativo sin
este.

A partir de los registros del crecimiento en cada unidad experimental
obtenido a los cinco dias se hizo un analisis de varianza para, posteriormente,
hacer una comparacion de medias de cada unidad experimental mediante la
prueba de diferencia minima significativa (p<0,05) utilizando el paquete
estadistico Minitab. Los resultados se presentaron en valores absolutos, en
porcentajes, promedios, tablas y graficos mediante una hoja de calculo en
Microsoft® Excel 2019.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Fuente de contaminacion en fase de corte y empaque de la

levadura Saccharomyces cerevisiae por Geotrichum candidum.

La evaluacién microbiologica constituye un procedimiento de control
destinado a asegurar que se respeten las normas de calidad del producto. Este
proceso abarca la valoracién de aspectos microbiolégicos relacionados con los
entornos, las superficies de contacto, los utensilios y el personal involucrado en
la elaboracién de alimentos (Franco et al., 2016). Asi mismo, es necesario llevar
a cabo una revision microbiologica del producto terminado (Cruzado & Gallardo,
2019). De acuerdo a lo anterior los resultados obtenidos en este trabajo las
muestras fueron tomadas en los cuatro puntos estratégicos de monitoreo
(Ambiente, Personal manipulador, Superficies utensilios/equipos y producto
terminado) para determinar la fuente de contaminacién por G. candidum se

evidenciaron como lo muestra la Tabla 15.

Tabla 15.
Resultados de las muestras tomadas en los cuatro puntos estratégicos de
monitoreo (Ambiente, Personal manipulador, Superficies utensilios/equipos y
producto terminado) en el area de corte y empaque de la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

3 UFC/15min 2 UFC/15min Ausencia Ausencia
Mezclador G. candidum G. candidum
Equipos Ausencia Ausencia Ausencia 1 UFC/15min
Ojal cortador G. candidum
2 UFC/15min
Moldeador Ausencia G. candidum Ausencia Ausencia
7 UFC/15min
Utensilios Balde 2 G. candidum Ausencia Ausencia Ausencia
Banda
transportadora Ausencia Ausencia 1 UFC/15min Ausencia
blanca G. candidum
Superficies
Bajante 1 UFC/15min Ausencia
mezclador Ausencia Ausencia G. candidum
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Personal Manipulador 4 Coliformes Ausencia Ausencia Ausencia
manipulador totales
Ambiente A 2 UFC/15min 3 UFC/15min 3 UFC/15min 3 UFC/15min
(Mezclador) G. candidum Penicillium sp. | Penicillium sp. | Penicillium sp.,
2 UFC/15min
Ambiente G. candidum
2 UFC/15min
Ambiente B 3 UFC/15min G. candidum., 1 UFC/15min
(Injet) G. candidum 2 UFC/15min Ausencia Aspergillus sp.
Penicillium sp.
1 UFC/15min 4 UFC/15min 2 UFC/15min
Ambiente C Aspergillus sp., | Penicillium sp., | Aspergillus sp.
(Tanque oleina) = Ausencia 1 UFC/15min 1 UFC/15min
Penicillium sp G. candidum
Producto Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
terminado

Nota: Se detallan los microorganismos aislados y caracterizados de acuerdo a
su morfologia macroscépicas y microscopicas, se encontré en las diferentes
superficies muestreadas mohos como G. candidum, Aspergillus sp., Penicillium
sp., y Coliformes totales el cual este ultimo grupo se identificO mediante caldo
LMX modificado segun MANAFI y OSSMER.

4.1.1. Resultados de toma de muestras de superficies.

Los resultados de la carga microbiana y presencia de microorganismo

contaminantes presentes en las superficies fueron las siguientes:

En cuanto a los equipos muestreados, se determiné que los factores que
incidieron en la contaminacion estuvieron relacionados al ambiente y superficies
utensilios/equipos, en la primera semana se encontr6 G. candidum en la
superficie del mezclador 3 UFC/20cm?3 y Levaduras salvajes en el moldeador 25
UFC/20cm3. Ademas, en los utensilios, el balde #2 presenté 7 UFC/20cm? de G.
candidum, y en el bajante del mezclador, se detectaron 120 UFC/20cm?3 de
Levaduras salvajes. En la segunda semana de muestreo, como se muestra en
la tabla 15, se detectdé G. candidum en el mezclador con 2 UFC/20cms3, en el
balde #3 con 3 UFC/20cm3, y en el bajante del mezclador con 16 UFC/20cms3,
las caracteristicas microscépicas y macroscopicas se pueden observar en el
(Anexo 4, ay b), de acuerdo a Wells, J.M (1977), Atlas of Clinica Fungi (2023) y
Ruiz (2022).
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En la tercera y cuarta semana, solo se evidenci6é la presencia de G.
candidum en la banda transportadora blanca, el bajante del mezclador y el ojal
cortador, disminuyendo a 1 UFC/20cm3, la identificacion de esta especie fungica
se realiz0 de acuerdo a las caracteristicas tipicas como lo menciona Wells, J.M
(1977), Ruiz (2022) y Atlas of Clinica Fungi (2023).

En los resultados encontrados para el personal manipulador, no se
evidencio la presencia de G. candidum en las semanas seleccionadas para el
muestreo. Sin embargo, es importante destacar que en la semana 3, el
manipulador 4 resulté positivo en la prueba de coliformes totales. Leon., et al.,
(2023) atribuye la presencia de coliformes totales como indicador de inseguridad
alimentaria que esta influenciada por diversos aspectos, tales como la calidad de
las materias primas y las técnicas utilizadas en su preparacién, manejo,

almacenamiento y distribucién.

A pesar que en esta investigacion no se describe la identificacion y
evaluacion de bacterias coliformes, y solo estd enfocada en un solo grupo
microbiano es importante destacar este hallazgo, puesto que es un indicador
higiénico sanitario en las labores de produccién de alimentos (Gutiérrez Velasco
& Da Silva, 2020). Estos microorganismos tienen la capacidad de propagarse
tanto de manera directa como indirecta como lo mencionan Guano & Chango,
(2019) y Carrillo, (2013) mencionan que cuando los manipuladores entran en
contacto con objetos ajenos, como basura u otros elementos, antes de manipular

alimentos pueden contaminar el proceso.
4.1.2. Resultados de toma de muestras para ambiente.

El screening primario para caracterizar la calidad del aire se llevd a cabo
mediante la clasificacion del area de corte y empaque segun la carga microbiana
en unidades formadoras de colonias (UFC), detectadas durante el muestreo por
sedimentacion pasiva en placas durante 15 minutos. Se realizé un recuento de
los microorganismos presentes en las muestras recolectadas, y los resultados

se presentan a continuacion.
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En la primera semana, se encontraron 2 UFC/15 min en el ambiente A
(Mezclador) y 3 UFC/15 min en el ambiente B (superficie Inyet). Todas las
colonias encontradas se identificaron como pertenecientes al género G.
candidum, de acuerdo a las caracteristicas tipicas observadas (ver Anexo 4. a),
Hoogs y Guarro (2019), caracteriza en su estudio esta especie con hifas hialinas
tabicadas gruesas que se fragmentan para formar artroconidios y crece de forma
rapida, 48-72 horas, evidenciandose con colonias secas, harinosas,
membranosas, de color blanco a crema, tal como se describe en los aislamientos
de este estudio (Figura 3). Bonifaz-Trujillo, (2010) Micologia médica basica. 4a
ed, describe G. candidum con artroconidios, hialinos, rectangulares. Wu et al.,
(2023), menciona que a diferencia de otras levaduras G. candidum ha
evalucionado en comparacién con otros generos fungicos con respecto a su
morfologia, de acuerdo al medio de crecimiento y el tiempo incubacion, el cual
puede producir artrosporas (tipo levadura) en una variedad de medios de
crecimiento y mediante la fragmentacion simultanea del micelio (tipo moho).

La identificacion microscopica y macroscopica que se realizd en este
estudi6o tal como se muestra en el Figura 3 (a y b), se evidencian las
caracteristicas de hifas hialinas tabicadas gruesas fragmentadas y artroconidios,
todas las muestras recolectadas en la primera etapa de este estudio que
cumplieron con las caracteristicas antes mencionadas se clasificaron como
Geotrichum candidum. En contraste, el ambiente C (Tanque de oleina) no mostré
crecimiento de mohos. En todos los puntos de muestreo durante la semana 1,
no se observé crecimiento de levaduras en las cajas expuestas en el area de

corte y empaque.

En la segunda semana de muestreo, el ambiente A presenté 3 UFC/15
minutos, el ambiente B 4 UFC/15 min, y todas las colonias se identificaron como
pertenecientes al género Penicillium sp., segun el estudio realizado por Pitt JI.
(1979), el cual describe conidias y estructuras ramificadas en forma de pincel y
Su crecimiento macroscopico en cuanto a la textura puede ser plana, filamentosa,
aterciopelada o algodonosas de color azul verdoso con crecimiento rapido, la
descripcion de los aislados este estudio se mencionan en el Anexo 4. Por otro
lado, el ambiente C registré 2 UFC/15 min, y las colonias se identificaron como

pertenecientes a los géneros Aspergillus sp. y Penicillium sp., segun sus
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caracteristicas microscopicas y macroscoépicas. Los hallazgos anteriores se
relacionan de acuerdo a lo que plantea Dinev (2011), el efecto de las corrientes
de aire en la contaminacion de los equipos, es relevante debido a la capacidad
de hongos como del género Aspergillus sp., para dispersarse a través del aire y
contaminar las superficies, y el entorno de los equipos utilizados en el proceso.
El atlas fangico de Insst, (2023), se utiliz6 como guia para identificar el género
Aspergillus sp., hifas filamentosas y septadas con formacion de ascosporas en
el interior de ascas o con formacion de conidios de crecimiento, textura
algodonosa de color de verde-amarillento (A. flavus), blanco amarillento que
cambia a negro (A. niger), marron (A. terreus). La coloracion aparece casi
siempre en todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas

conidiales.

En la tercera semana, los andlisis de calidad del aire en el ambiente A
evidenciaron un crecimiento de 5 UFC/15 min de Penicillium sp. En el ambiente
C, se registraron 2 UFC/15 min de Penicillium sp. y 3 UFC/15 min de G.
candidum. En la cuarta semana de muestreo, se observo un crecimiento de 3
UFC/15 min de Penicillium sp. en el ambiente A, al igual que en el ambiente C,
que registré 2 UFC/15 min. En el ambiente B, se encontraron 2 UFC/15 min de
G. candidum. En el anexo 4 se detallan los hallazgos y la identificacion

macroscopica y microscopica de los microorganismos encontrados.
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Figura 3.

Visualizacion microscépica y macroscopica del crecimiento de Geotrichum

candidum en agar PDA aislado en fase de corte y empaque de levadura.

a

b C

Células levaduriforme e hifas
hialinas tabicadas gruesas
fragmentadas y artroconidios.
Atlas of Clinica Fungi (2023).

Bonifaz-Trujillo,

(2010) Micologia médica
basica. 4a ed, describe G.
candidum con artroconidios,

Las colonias de color blanco,
vellosas, secas, con
crecimiento abundante a las 48
horas, Ruiz (2022).

hialinos, rectangulares.

Nota: Imagenes de los aislamientos caracterizados como G. candidum en el &rea
de corte y empaque de levadura, a las 48 horas de incubacion a 28 + 2°C.

Imagenes tomadas por: Jenifer Mendoza.

4.1.3. Toma de muestras de producto terminado mediante la técnica
de Pull.

Los andlisis de siembra realizados para 144 muestras recolectadas en el
periodo de reconocimiento e identificacion de contaminantes en el area de corte
y empaque, se encontré que las barras de levaduras en presentacion de 500 gr
no presentaron crecimiento de G. candidum ni otros contaminantes. Reportando
la ausencia de estos en el producto terminado.

En la primera etapa experimental donde se evaluaron las cuatro fuentes
de contaminacion microbiana, en fase de corte y empaque se encontré G.

candidum, solamente en la superficie de equipos y utensilios y ambiente, en el
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Anexo 1. se detallan los resultados de cada muestro realizado durante 4
semanas. En cuanto a las superficies y equipos que mayor carga se encontro
fue en el Balde #2 con 7 UFC/20cm3, y para ambientes el punto de muestreo B
(Injet) que presentdé una carga fangica de 3 UFC/15 min. De acuerdo a los
resultados se denota la presencia de una especie intrusa fuera de los parametros
permisibles en dicha area, debido a que el producto se encuentra en su ultima
fase en cuanto a su proceso de elaboracion para su comercializacion, esto
determina una etapa critica para la inocuidad del producto final. Estos hallazgos
seflalan una falencia en inocuidad y practicas BPM en el area de corte y
empaque de la levadura.

En relacién a las practicas de higiene y manipulacion de alimentos, se
observd que la mayoria de los manipuladores mostraban deficiencias en estas
areas. Este fenomeno posiblemente esté vinculado al tiempo que pasan en sus
labores, ya que la mejora en las practicas parece estar influida por la duracién
de su empleo. Ademas, la necesidad de mantener sus trabajos los impulsa a
adoptar practicas mas adecuadas en cuanto a la higiene y la manipulacion de
alimentos. Estos resultados contrastan con los hallazgos de Martinez et al.,
(2015), quienes informaron que el 92.8 % de los participantes presentaban
practicas adecuadas, y son similares a los resultados de Firdaus et al., (2015),
que indicaron que el 79 % de sus participantes llevaban a cabo préacticas
adecuadas en cuanto a la manipulacion de alimentos, cumpliendo de manera
adecuada los aspectos de higiene, como la limpieza de su area de trabajo y el
uso de indumentaria y proteccion apropiada.
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4.2. Evaluacion in vitro de la concentracién y tiempo de contacto de dos
desinfectantes comerciales empleados en el proceso de corte y

empaque, sobre latasa de inhibicién de G. candicum.
Grafica 1.

Resultados del porcentaje (%) de inhibiciébn de Procide contra G. candidum.

PORCENTAJE (%) DE INHIBICION PROCIDE
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Nota: Efecto de inhibicién de Procide (Acido peracético 18 % + peroxido
de hidrogeno 12 %) a los minutos (10, 15y 20). Las concentraciones expresadas
en 5000PPM = 0,5 % (v/v), 10000PPM =1 % (v/v) y 15000PPM = 1,5 % (V/V).
Letras distintas indican diferencias significativas estadisticamente (p<0,05).

Los resultados obtenidos respecto a la reduccion de la carga de G.
candidum y para cada concentracion y tiempo de exposicion estan expresados
en la figura 1., y porcentaje de inhibicion. La evaluacién del efecto biocida con el
desinfectante Procide (Acido peracético 18 % + Perdxido de hidrégeno 12 %),
mostré una eficacia del 100 % para las concentraciones utilizadas (1 %y 1,5 %)
y a los tiempos (10, 15 y 20 min). El efecto contrario se evidencioé para la
concentracion de 0,5 % en los determinados intervalos de tiempo, donde se
observo para el tratamiento de 0,5 % a 10 min y 15 un porcentaje de inhibicion
promedio de 92 % y a los 20 min un promedio de 94 %. Los resultados
demuestran que la efectividad biocida en G. candidum del Procide en cuanto a

los intervalos de tiempos evaluados (10, 15 y 20 min), no influyen en cuanto al
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porcentaje de inhibicion, no existen diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05).

El efecto de la concentracion contra G. candidum en los tratamientos
evaluados, mostraron que el biocida a concentraciones de 0,5 % (5000 PPM),
1,0 % (100000PPM) y 1,5 % (150000 PPM) evaluadas se evidencian diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) entre los tratamientos con respecto al
control, debido a que existe una variacion critica, dado en la concentracién del
desinfectante de acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA) con un 95 % de
confiabilidad, (ver en Anexo 1). Asi mismo no existe interaccion entre las
variables (tiempo y concentracién), es decir que no influye sobre el porcentaje
de inhibicién sin diferencia estadisticamente significativas (P<0.05). El efecto de
la inhibicién tiene un impacto significativo con un R? = 93,24 %. Da Silva et al.,
(2020) mencionan que se ha encontrado que el acido peracético tiene un alto
espectro de eficiencia contra los microorganismos dafiando la permeabilidad de
la membrana y pared celular hecho que se sustenta en los resultados obtenidos
en este ensayo donde el desinfectante Procide da un porcentaje de inhibicion

total a una concentracion de 1 % y 1,5 % contra G. Candidum.

Gréfica 2.

Resultados del porcentaje (%) de inhibiciéon de Procibe contra G. candidum.

PORCENTAJE (%) DE INHIBICION LOGOS
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Nota: Efecto de inhibicion de Logos (Acido peracético 5 % + peroxido de
hidrégeno 15 % + acido acético 5 %) a los minutos (10, 15 y 20). Las
concentraciones expresadas en 5000PPM = 0,5 % (v/v), 10000PPM =1 % (v/v)
y 15000PPM = 1,5 % (v/v). Letras distintas indican diferencias significativas

estadisticamente (p<0,05).

En cuanto al desinfectante Logos (Acido peracético 5 % + Perdxido de
hidrégeno 15 % + Acido acético 5 %), en la grafica 2 muestra los resultados con
respecto a la actividad biocida contra G. candicum se encontré que no hubo un
efecto inhibidor del 100 %, pero si de un 94 % de inhibicién. Las concentraciones
que presentaron un 94 % de inhibicion fueron de 1 % a 10 min de exposicion y
1,5 % a 20 min, los demas tratamientos presentaron un promedio de inhibiciones
inferiores al 93 %. En este ensayo ninguno de los tratamientos empleados
presentd resultados que garantizaran el control del agente contaminante. De
acuerdo el andlisis de varianza ANOVA (Anexo 2.), no existe ninguna diferencia
significativa estadisticamente (P>0.05), en cuanto a las variables evaluadas
tiempo y concentracién y su interaccion, dando un porcentaje de inhibicion
negativo. El efecto de la inhibicién presenta un impacto no tan significativo con
un R? = 38 %. Ukuku (2004), puso de manifiesto que el tratamiento de melones
previamente contaminados con Salmonella sp., utilizando una solucion de
peréxido de hidrégeno al 5 % durante 2 minutos resultaba en una disminucion
logaritmica de 3 en la carga bacteriana. Los estudios de Sapers (2001), indicaron
que soluciones de peréxido de hidrégeno al 1 % lograban reducir la poblacién de
E. coli en la superficie de manzanas inoculadas de manera igual o incluso
superior a la eficacia de 200 PPM de hipoclorito, logrando una reduccion
logaritmica de hasta 3 Log. A diferencia de los resultados obtenidos en este
ensayo, la presencia de peréxido de hidrogeno al 15 % en Logos no demostré
ser eficaz en cuanto al porcentaje de inhibicion de contra G. candidum.
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4.3. Validacion In situ de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para
dos desinfectantes empleados en el proceso de desinfeccion en el

area de corte y empaque de levadura.

Tabla 16.
Resultados de validacion in-situ de eficacia con Procide (acido peracético 18 %

+ peréxido de hidrogeno 12 %) al 1 % (v/v) en un intervalo de 15 min de

exposicion.
Ensayo 1 Ensayo 2
rl 7100000 1360000
G. candidum | Inmediato Na* UFC/mL UFC/mL
recuperado r2 6000000 4200000
UFC/mL UFC/mL Total Total
G. candidum 15 min rl | <1 UFC/mL <1 UFC/mL
recuperado 1% (viv)
expuestas Procide r2 <1 UFC/mL <1 UFC/mL
Control cepa Na* 44000000 3300000 3300000 Na* Na*
G. candidum UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Nota: Esta tabla muestra los resultados de los dos ensayos de Reduccion Log
de G. candidum evaluados en condiciones homodlogas al area de corte y

empaque, se detallan los resultados expresados en UFC/mL. Na*(No aplica).

Para el ensayo in situ se tom6 el CMI de Procide a una concentracion del
1 % a 15 min, esto de acuerdo a lo reportado por Rodriguez, (2015)., donde
describe los criterios para seleccionar un desinfectante que consta de su
capacidad para penetrar en la célula y baja toxicidad para que no genere
resistencia microbiana, asi mismo, Lopez et al., (2017), evaluaron la accion
germicida in vitro de productos desinfectantes utilizados en la industria
alimentaria. Ellos demuestran que con una concentracion de 2000 ppm de acido
peracético y con un inéculo de 107 UFC/mL de Escherichia coli, tuvo una
disminucién del 99.9 % a los 5 min de exposicion. Segun el test de Chamber
utilizado para evaluar lo anterior, considera como un buen desinfectante al
producto que, a la concentracion recomendada, cause un 99.99 % de muerte a

una cantidad entre 7.5 x 107 y 1.3 x 108 células/mL en 30 segundos. Comparado
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con nuestros resultados, el desinfectante Procide, con un indculo de 44.000.000
UFC/mL, arrojo una eficacia del 100 % después de 15 min de exposicion.

Por lo anterior, los resultados en la fase in situ que se muestra en la tabla
8., se evidencia la recuperaciéon de G. candidum en superficie, para esto se
realizaron dos ensayos por duplicado, en el que se calcul6 la Reduccion Log. El
muestreo en la superficie con G. candidum sin exponer al desinfectante, para el
ensayo 1; se recuperaron en promedio 3,850,000 UFC/mL, y para el ensayo 2
un promedio de 5,560,000 UFC/mL, con un in6culo inicial de 4400000. En cuanto
al muestreo realizado en superficies expuesta con G. candidum y posteriormente
desinfectada con Procide al 1 % por 15 min, se evidencié un crecimiento de <1
UFC/mL para los dos ensayos. Los calculos de Reduccion Log., muestran una
reduccion total de la carga microbiana de G. candidum, en la superficie evaluada.
Para Cardoza & Torres, (2021)., mediante la técnica de recuento de placa
encontraron que el Acido Peracético al 1,2 % es efectivo a los 10 y 15 min de
tiempo de contacto y a una concentracion de 1,8 % es efectivo alos 5, 10y 15

min de tiempo de contacto, similar a los resultados obtenidos en este ensayo.

4.3.1. Evaluacion por Luminometria URL* (Unidades Relativas de Luz)
in situ.

Tabla 17.
Resultados de la evaluacién por Luminometria del CMI de Procide a una

concentracion del 1 % a 15 min contra G. candidum.

G. candidum Procide

Superficie = Inmediato Na* Na* rl 100 URL* Cumple
sin

exponer r2 44 URL Cumple

Superficie = Inmediato 44000000 Na* rl 23046 URL No cumple
+G. UFC/mL

candicum r2 12026 URL No cumple

Superficie 15 min 44000000 1% rl 58 URL Cumple
+G. UFC/mL (Viv)

candicum r2 56 URL Cumple

+ Procide

Nota: La tabla muestra los valores en Luminometria URL* (Unidades Relativas
de Luz) de Procide (Acido peracético 18 % + Peroxido de hidrégeno 12 %) al 1
% (v/v) en un intervalo de 15 min de exposicion, en superficie inerte. Criterio de

evaluacion (Cumple/No cumple), con valores aceptables de (<200 URL).
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Se evidencio de acuerdo a la tabla 17., la eficiencia del biocida Procide,
en donde los resultados muestran que mediante un método rapido para
validacion de limpieza y desinfeccion por Luminometria implementado como
herramienta en plantas industriales de alimentos, que, en el ensayo realizado, al
aplicar el Procide al 1 % por 15 min, redujo la carga a valores aceptables. Se
observa que para la superficie sin proceso de desinfeccién los valores en
promedio son de 17,536 URL, en contraste con la superficie desinfectada con
tiempo de contacto de 15 min presento valores por debajo de lo aceptable de 57
URL.
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5. CONCLUSIONES

Dado el impacto adverso causado por la contaminacién con Geotrichum
candidum en la industria de produccion de levadura fresca para panificacion, se
amerita una mayor investigacion para combatir el crecimiento en el ambiente y
tambien porque esta especie intrusa es emergente en los escenarios de

produccion de levaduras.

El estudio demostr6 alta presencia de microorganismos flngicos
especialmente mohos en toda el area de corte y empaque de levadura
Saccharomyces cerevisiae fresca. Se identificd un total de 3 géneros de mohos
en el area de corte y empaque de la levadura, clasificados como patdégenos,
estos fueron los siguientes: Geotrichum candidum, Penicillium sp y Aspergillus

sp.

El crecimiento de G. candidum se redujé con el desinfectante Procide en las
diferentes concentraciones, a diferencia del microbiocida Logos que no logr6 una
inhibicion significatica en ningunos de los tratamiento evaluados. El desinfectante
Procide demostro ser eficiente para el control del hongo contaminante, siendo
mayor el efecto cuando se utilizan altas concentraciones (1,5 %), al igual se pudo
constatar que el uso de los mismos agentes quimicos puede tenerse en cuenta
como medida de control de contaminaciones fungicas, no obstante, la
concentracion sugerida (1 %) fue suficiente y aportd un beneficio significativo al

proceso de desinfeccion para mantener la inocuidad del producto final.

En las condiciones del ensayo los hallazgos indican que el uso de
desinfectantes, en particular Procide, puede ser una estrategia eficaz para
controlar la contaminacion fungica en la produccion de levadura, garantizando
asi la calidad y la inocuidad de los productos finales, y asi mismo la eficacia del

Procibe se debid a su naturaleza y concentracién quimica.

En este ensayo ninguno de los tratamientos evaluados con el desinfectante
logos presento resultados que garantizaran el control del agente contaminante y
se concluye que no existe interaccion entre las variables (tiempo y

concentracion), es decir que no influye sobre el porcentaje de inhibicion.
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6. RECOMENDACIONES

Es importante, evaluar y realizar seguimientos a la interaccion del uso de los
agentes desinfectantes seleccionados con otro tipo de factores, como fisicos
(humedad, temperatura) y quimicos, que puedan disminuir la concentracion de
Procide requerida del mismo (1 % por 15 miny 20 min, 1,5 % a 15 min y 20 min)
para minimizar costos de produccion y perdidas.

Antes de recurrir a implementar y usar nuevos agentes quimicos biocidas, se
deberia revisar su composicion quimica, CMI y eficacia, debido a que estos
pueden dejar elementos trazas y generar resistencia a los microorganismos, asi
mismo, exponer al producto final a contaminacién microbiana o quimica, cuando
se desconoce su cinética y manejo. De igual importancia se debe manejar una
rotacion de desinfectantes que no presenten la misma composicién quimica y
principio activo, que pueda generar una mayor resistencia al componente
presente.

Las industrias de alimentos deben realizar identificaciones de los
microorganismos que se encuentran presentes en cada area, puesto que el
porcentaje de inhibicion de los desinfectantes se limita normalmente por sus
caracteristicas quimicas a cierto grupo de microorganismos, lo que podria
conllevar a la resistencia microbiana de otras especies intrusas, ya que
posiblemente son los que contaminan el producto en las Ultimas etapas del
proceso de manufactura.

Se recomienda, la verificacion continua mediante la frecuencia establecida en
los POES de las BPM, y aquellos puntos criticos de control (PCC). Para esto se
deberia utilizar los métodos microbiolégicos y rapidos (deteccion de ATP), como
también la eficacia de los agentes quimicos a nivel in vitro por periodo de tiempo
y lotes nuevos de desinfectantes que ingresan a las plantas de alimentos, y con
apoyo de registros detallados de las concentraciones utilizadas, los tiempos de
exposicion y los resultados obtenidos en cada aplicacion. Asi mismo se debe
identificar a nivel molecular de los contaminantes que persisten y representan
riesgos asociados a la produccién y calidad del proceso y producto final, esto
con el fin de conocer a nivel exacto la especie intrusa y su comportamiento en

otros escenarios.
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8. ANEXOS

Anexo 1.
Resultados obtenidos de las muestras recolectadas de Ambientes, Personal
manipulador, Superficies utensilios/equipos y producto terminado, para

determinar la fuente de contaminaciéon por G. candidum.

Microorganismo H L H

Equipos UFC/20cm?
Mezclador 3 0 2 20 O 0 0 0
Ojal cortador 0 0 0 0 0 0 0 1
Moldeador 0 25 2 30 O 0 0 0
Utensilios Balde 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Balde 2 7 0 0 0 0 0 0 0
Balde 3 0 0 0 3 0 0 0 0
Balde 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Superficies | Superficie injet 0 0 0 0 0 0 0 0
Banda 0 0 0 0 1 3 0 1
transportadora
blanca

Bajante mezclador 0 120 0 16 1 1

o
[y

Personal Manipulador 1 0 0 0 0 0 0 0 0
manipulador  \;anisulador 2 O 0 0 0O 0 O 0 0O
Manipulador 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Manipulador 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Manipulador 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Manipulador 6 0 0 0 0 0 0 0 0

Ambiente UFC/15min
Ambiente A 2 0 3 0 5 0 3 0

(Mezclador)

Ambiente B (Injet) 3 0 4 0 0 0 1 0

Ambiente C 0 0 2 0 5 0 2 0
(Tanque oleina)

Producto UFC/25cm3

terminado  \yestra 1 O 0 0O 0O O 0 o0 O
Muestra 2 0 0 0 0 7 0 0 0
Muestra 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestra 4 0 0 0 0 0 0 0 0
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Muestra 5
Muestra 6

Anexo 2.

Resultados del recuento microbiano en (UFC/m?) del ensayo in vitro con Procide

(Acido peracético 18% + Peréxido de hidrogeno 12%).

10 min 0,5% ri
r2
r3

1% rl
r2
r3

1,5% rl
r2
r3

15 min 0,5% rl
r2
r3

1% rl
r2
r3

1,5% ri
r2
r3

20 min 0,5% ri
r2
r3

1% rl
r2
r3

1,5% ri
r2
r3

3400000

2900000

4600000
0

o O O o

0
4500000
2700000
3600000

0

o O o o

0
2900000
2700000
1800000

0

o O o o o

92%
93%
89%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
89%
94%
92%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
93%
94%
96%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

92%

100%

100%

92%

100%

100%

94%

100%

100%

2%

0%

0%

2%

0%

0%

1%

0%

0%
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ANOVA PROCIDE FACTORIAL 3

Regresion factorial general: %lnhibicion vs. Tiempo, Concentracion
Informacién del factor

Factor Niveles Valores
Tiempo 3 1,23
Concentracion 3 1,2,3

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 358.741 44.843 31.04 0.000
Lined 4 347.926 86.981 60.22 0.000
Tiempo 2 5.407 2.704 187 0.183
Concentracién 2 342.519 171.259 118.56 0.000
Interaccionesde 2 términos 4 10.815 2.704 1.87 0.159
Tiempo* Concentracién 4 10.815 2704 1.87 0.159

Error 18 26.000 1.444

Total 26 384.741
Resumen del modelo

R-cuadrado
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred)

120185 93.24%
Coeficientes

90.24% 84.79%

Término Coef EE del coef. ValorT Valorp FIV
Constante 97481 0.231 421.46 0.000

Tiempo

1 -0.370 0.327 -1.13 0.272 133
2 -0.259  0.327 -0.79 0.438 133
Concentracién

1 -5.037  0.327 -15.40 0.000 1.33
2 2.519 0.327 7.70 0.000 133
Tiempo* Concentracién

11 -0.741 0.463 -1.60 0.127 1.78
12 0.370 0.463 0.80 0.434 1.78
21 -0.519 0.463 -1.12 0.277 1.78
22 0.259 0.463 0.56 0.582 1.78

Ecuacion de regresion
%Ilnhibicion = 97.481-0.370 Tiempo_1 - 0.259 Tiempo_2 + 0.630 Tiempo_3
- 5.037 Concentracion_1 + 2.519 Concentracion_2 + 2.519 Concentracion_3
- 0.741 Tiempo* Concentracién_1 1 + 0.370 Tiempo* Concentracion_1 2
+ 0.370 Tiempo* Concentracion_1 3 - 0.519 Tiempo* Concentracion 2 1
+ 0.259 Tiempo* Concentracion_2 2 + 0.259 Tiempo* Concentracion 2 3
+ 1.259 Tiempo* Concentracion_3 1 - 0.630 Tiempo* Concentracion_3 2
- 0.630 Tiempo* Concentracion_3 3

Ajustes y diagnosticos para observaciones poco comunes
Obs %lInhibicion Ajuste Resid Resid est.
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Anexo 3.
Resultados del recuento microbiano en (UFC/ml) del ensayo in vitro con Logos

(Acido peracético 5% + Peroxido de hidrégeno 15% + Acido acético 5%)

10 min 0,5% rl 3000000 93% 92% 2%
r2 4800000 89%
r3 2900000 93%
1% rl 3100000 93% 94% 2%
r2 3000000 93%
r3 1800000 96%
1,5% rl 3900000 91% 92% 2%
r2 2600000 94%
r3 3400000 92%
15 min 0,5% rl 3200000 93% 92% 1%
r2 3100000 93%
r3 3700000 91%
1% rl 2900000 93% 93% 3%
r2 4300000 90%
r3 2100000 95%
1,5% rl 3400000 92% 93% 1%
r2 2900000 93%
r3 3300000 92%
20 min 0,5% rl 3600000 92% 92% 1%
r2 3500000 92%
r3 3000000 93%
1% rl 1800000 96% 94% 1%
r2 2400000 94%
r3 2900000 93%
1,5% rl 2100000 95% 94% 1%
r2 2700000 94%
r3 2900000 93%
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;Al pLEar el Cesay

ANOVA DISENO FACTORIAL 3 LOGOS

Regresion factoria general: %l nhibicion vs. Tiempo, Concentracion

Informacion

Factor

del factor

Niveles Valores

Tiempo
Concentracion

31,23
31,23

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F
Modelo 8 25.333 3.167 1.38 0.270
Linea 4 13.556 3.389 1.48 0.251
Tiempo 2 2.667 1.333 0.58 0.570
Concentracion 2 10.889 5.444 2.37 0.122
Interaccionesde 2 términos 4 11.778 2.944 1.28 0.314
Tiempo* Concentracion 4 11.778 2.944 1.28 0.314
Error 18 41.333 2.296
Total 26 66.667
Resumen del modelo
R-cuadrado

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred)

151535 38.00% 10.44% 0.00%
Coeficientes
Término Coef EE del coef. ValorT Valorp FIV
Constante 92.889 0.292 318.52 0.000
Tiempo
1 0.222 0412 054 0.597 1.33
2 -0.444 0412 -1.08 0.295 1.33
Concentracion
1 -0.778 0412 -1.89 0.076 1.33
2 0.778 0412 1.89 0.076 1.33
Tiempo* Concentracién
11 0.333 0.583 0.57 0.575 1.78
12 0.111 0.583 0.19 0.851 1.78
21 -0.333 0.583 -057 0.575 1.78
22 -0.889 0583 -152 0.145 1.78

Ecuacion de regresion
92.889 + 0.222 Tiempo_1 - 0.444 Tiempo_2 + 0.222 Tiempo_3

%Ilnhibicion =

- 0.778 Concentracion_1 + 0.778 Concentracion_2 + 0.000 Concentracion 3
+ 0.333 Tiempo* Concentracion_1 1 + 0.111 Tiempo* Concentracion_1 2

- 0.444 Tiempo* Concentracion_1 3 - 0.333 Tiempo* Concentracion 2 1

- 0.889 Tiempo* Concentracion_2 2 + 1.222 Tiempo* Concentracion 2 3

+ 0.0 Tiempo* Concentracion_3 1 + 0.778 Tiempo* Concentracion_3 2

- 0.778 Tiempo* Concentracion_3 3
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Anexo 4.

Descripcibn macroscépica y microscopica de Hongos y Levaduras (HyL)
presentes en el area de corte y empaque de levadura, aislados mediante
muestreo de ambiente, hisopados y siembrea en profundidad en etapas de

monitoreo.

Muestra La morfologia observada
tomada  del son celulas
punto de . .
Al Es A levaduriforme e hifas
(Mezclador), hialinas tabicadas
en al semana gruesas fragmentadas y
1 de -
. artroconidios. Las
monitoreo.
colonias con de color
blanco, vellosas, secas,
40x — azul de Lactofenol con crecimiento  Crecimiento de G. candidum
abundante a las I (ALY [Pl
48horas, Atlas of Clinica
Fungi (2023)
(https://www.atlasclinical f
ungi.org/geotrichumcandid
um/). Ruiz (2022).Ruiz
(2022).
Muestra Celulas parecidas a
recolectadas levaduras en
de crecimiento  temprano.
Superficies Colonias aisladas de G.

Balde 2, alas candium, segun sus

segunda caracteristicas tipicas.

semana de

monitoreo

40x — azul de Lactofenol
Recuento de colonias de G.

candidum en agar PDA

97


https://www.atlasclinicalfungi.org/geotrichumcandidum/
https://www.atlasclinicalfungi.org/geotrichumcandidum/
https://www.atlasclinicalfungi.org/geotrichumcandidum/

UNIVERSIDAD
Poputar del Cesar

Muestra de
Barra de
levadura de
500gr en
control de

calidad
pasado 10
dias de
incubacion.
Muestra

recolectada
de ambiente
A
(Mezclador)
segunda
semana de
monitoreo

ambiental

40x — azul de Lactofenol

La barra de levadura
presenta un crecimiento
de colonias algodonosas
de color blanco. La
incubacion de estas

barras fueron de 28 C.

Las colonias
encontradas en las
casas fueron
relacioadas para el
genero Penicillium ps.,
segun Pitt JI. (1979)., las
colonias del hongo en
medio PDA mostraron
un color verde azulado
con superficie plana, con
Surcos. A nivel
microscopico de
observaron conidias y
estructuras ramificadas

en forma de pincel.

Disponible en linea:

https://masam./. (2023).

Cultivo de Penicillum sp., en
agar PDA
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Anexo 5.
Crecimiento en Agar PDA de G. candidum a las 48 horas de incubacion a 28 +

2°C, en el ensayo con los desinfectantes y grupo control.

Anexo 6.

Certificado de identificacion de la cepa G. candidum por el laboratorio SYNLAB
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