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RESUMEN

En Guatemala existen agroindustrias que continuamente buscan la mejora de sus productos y
sobre todo la satisfaccion del mercado, en aspectos de cantidad, calidad e inocuidad, la cual es de
suma importancia en productos para consumo humano. Existen normas que regulan el cumplimiento
de los limites de contaminacion en los mismos, siendo un indicador los microorganismos presentes en
los alimentos, existen reglamentos, como el Reglamento Técnico Centroamericano, en donde se
estable los criterios microbiolégicos para cada tipo de alimento, segun proceso de manufacturacion;

entre ellos podemos mencionar, el proceso de productos congelados.

Tropilight S.A. es una de las empresas de la agroindustria que busca el crecimiento a nivel de
mercado y la satisfaccién al mismo, por ello, ha agregado una nueva linea de produccion. Esta se
utiliza para la congelacién de frutas tropicales, tales como mango, pifia, banano, entre otras, siendo el
banano la principal fruta de manufacturacion de Tropilight S.A., este se congela en forma de rodajas

en el equipo IQF.

Este equipo se llama tunel IQF Octofrost, el cual sirve para la congelacion rapida individualmente

de frutas, verduras, carnes y mariscos.

La incorporacion de esta nueva linea, trae implicita la experimentacién de las mejores maneras de
uso y los procedimientos correctos para el congelamiento del banano en rodajas, por ello, ha iniciado

con la aplicacion de congelacién en otros frutos.

Uno de los procesos no descritos, es la frecuencia de limpieza del equipo de IQF en el proceso de
congelamiento del banano en rodajas, no se ha encontrado literatura técnica en donde se indique la
frecuencia que mantenga la inocuidad respecto a la carga microbiana del banano congelado bajo los

limites permisibles, ni de experiencia de otros productores con este fruto en la congelacion.

Este punto en el proceso de manufacturaciéon del banano en rodajas es importante ya que la
inadecuada limpieza trae consigo la inconstante congelacion del banano en rodajas y pérdidas en

tiempo y de material.

Este trabajo obtuvo una frecuencia de limpieza adecuada al proceso, tomando como referencia los
pardmetros microbiolégicos, tales como, Recuento totales y Coliformes totales y evitar con este

procedimiento pérdidas por rechazo, por reproceso y gastos no deseados.

Xii



I. INTRODUCCION

En Guatemala existen diversos sectores de comercio, entre los cuales podemos mencionar

la industrializacion de productos agricolas, tales como, mango, maracuya, banano entre otros.

Tropilight S.A. es una de las empresas de la agroindustria tropical guatemalteca, esta se
encuentra ubicada en el departamento de Escuintla, Guatemala, el cual es un sector de
produccion de banano, es por ello que las mayores producciones de Tropilight S.A. es enfocada
a este fruto, transformandolo en purés, concentrados y debido a la demanda de clientes en

diferentes partes del mundo se ha incorporado una nueva linea de frutos congelados.

Tropilight S.A., exporta alrededor del 70% de sus productos a Europa, 13% Sudamérica, 9%
Estados Unidos, 8% a otros destinos (Manual de Produccion de Tropilight S.A. 2014, Version 1),

estos sectores tienen estandares de calidades e inocuidad que todo producto, para consumo

humano, debe cumplir y la industrializacion del banano no es la excepcion.

Con la incorporacion de una linea para congelamiento de frutos y la demanda de calidad e
inocuidad que los clientes exigen, es necesario implementar procesos que permitan estar dentro
de los rubros de las normas de calidad y dentro de los limites microbiolégicos permisibles para
alimentos de consumo humano. Uno de los procesos no descritos, es la frecuencia de limpieza

del equipo de IQF, el cual permite la congelacion rapida de los frutos.

En el proceso de congelamiento del banano en rodajas, no se ha encontrado literatura técnica
en donde se indique la frecuencia que mantenga la inocuidad respecto a la carga microbiana del
banano congelado bajo los limites permisibles, ni de experiencia de otros productores con este

fruto en la congelacion.

Es por ello que este trabajo se basa en la determinacidn de la frecuencia optima de limpieza
gue permita tener el producto terminado con una inocuidad comercial, es decir dentro de los
limites microbiolégicos permisibles, tomando como referencia de inocuidad, Coliformes totales y

Recuento aerdbico total expresados en unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g)



ll. DESCRIPCION GENERAL DEL TRABAJO

A. DESCRIPCION DE LA EMPRESA

Tropilight, S.A. es una empresa que exporta el 99% de sus frutas procesadas
especialmente banano, el 1% restante es vendido nacionalmente. Esta empresa cada dia
busca incrementar la cantidad de toneladas de frutas procesadas producidas, para tener
competitividad en este mercado y llegar al nivel de otras empresas de prestigio, como son,
por ejemplo: Dole, Chiquita y también de la empresa hermana de Tropilight, S.A., de nombre
Banalight, C.A.

Por ello la empresa objeto de estudio, recientemente implementd un equipo de congelado
rapido IQF OctoFrost. Un IQF por sus siglas en inglés, significa Individual Quick Freezing, en

espafiol congelamiento individual rapido.
B. DESCRIPCION DEL EQUIPO

El equipo es utilizado para congelar diferentes tipos de frutas en tiempos mas cortos,
comparados con modelos antiguos, teniendo la capacidad de mantener la separacion (no
bloques ni grumos) de productos muy pegajosos, como rodajas de banano y frutas tropicales
con alto contenido de azuUcar, conservando el color, forma y sabor natural de la fruta, este
equipo tiene la capacidad de tener un flujo de produccién de 8000 Kilos/horas a 5 grados
Celsius (Diaz, Y. H. 2014). Este equipo fue fabricado en Suecia distribuyéndolos bajo la
marca OctoFrost™ El sistema es nuevo en el territorio guatemalteco y a nivel mundial sélo

existen 145 sistemas instalados.

La mayor parte es conocida en México, y es utilizado para congelar frutas como las
siguientes; fresas, moras, mango entero, entre otros. Este sistema es el primero en
Guatemala para proceso de banano en sus diferentes cortes tales como: rodajas, cubos,
mitades y enteros (Diaz, Y. H. 2014).



Figura No. 1 Tunel IQF Octofrost

Fuente: Imagen tomada del manual IQF Freezer OctoFrost 9/2 RH. Julio 04,2013. Editado en
Alemania.

C. MECANICA DE CONGELADO

A comparacién de modelos anteriores de IQF este presenta ventajas significativas, tales
como el uso de placas intercambiables. Los antiguos modelos usan bandas transportadores
circulares, lo cual dificultaba la limpieza en linea y el tiempo de esta era mas largo, mientras
que este nuevo modelo permite tener mayor limpieza en menos tiempo. Otras ventajas a
mencionar son el alto rendimiento y los bajos costos operacionales, todo ello representa

claramente todas las mejoras en comparacion con los congeladores IQF tradicionales.

El equipo esta compuesto por un tanel, un panel de control, un gabinete eléctrico, 9
ventiladores, 14 placas. Las placas estdn hechas de polietileno y estan perforadas para que
el aire frio pueda circular entre ellas, es por ello que necesitan una constante limpieza para
que el residual de materia organica no inhiba dicha circulacién y, por ende, no congele el

fruto en su totalidad.

Antes de que la materia prima llegue a este sistema, es sumergida en una tina de lavado,
esta contiene una solucion de cloro de 100 a 200 partes por millén (ppm). Luego que es
lavada en esta solucidon pasa por una banda en donde se encuentran 20 mujeres que

cumplen la funcion de descortezar el banano.

El banano es llevado por una banda transportadora y pasa por unas cuchillas especiales
de marca Urshell las cuales cumplen la funcion de cortar el banano en rodajas. Las rodajas
son transportadas por la banda, hasta una tina de acido citrico y ascérbico con un pH menor
a 4.5 durante 10 segundos, con el fin de mantener el fruto (banano) con un color claro.

Nuevamente es llevado por otra banda transportadora hasta el tanel del IQF donde es



congelado a temperaturas de -18° C. Se empaca y es pasado por un detector de

luego se almacena.

Figura No. 2 Flujograma del proceso del congelado de banano en rodajas

Etileno — >

Oxigeno
H20 + Hipoclorito de

Sodio

Agua — >

PCC # 1

PCC # 2

PCC# 3

DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO
BANANO CONGELADO SEGUN ESTILO 1QF

IRECEPCION DE MATERIA PRIMA

I fruta danad

!

| MADURACION |———> coz por5 dias
Min. 20°C
| LAVADO | —> INMERSION EN TINA

100-200 PPM

PELADO MANUAL

MAQUILLADO

as y otros defectos

CORTE SEGUN ESTILO

| — Rodajas de 10mm

de grosor

SELECCION E INSPECCION

INMERSION EN ACIDOS

| Ph<4.5

CONGELAMIENTO

| » -0°C

INSPECCION

I —_— Unidades fuera de especificacion

LLENADO Y PESADO

|

DETECTOR DE METALES

|2.5 mm Fe, 3.0 mm no Fe y4mm Acero Inoxidable

EMBALAJE

ALMACENAMIENTO

- -18°C

Fuente: Flujograma

metales,

de Proceso de Congelado de IQF, Manual de Produccion de

Tropilight S.A. 2014, Version 1.



D. FASE DE LIMPIEZA

La fase de limpieza, como parte del proceso del banano congelado, consiste en detener
el proceso de pelado y congelado del producto, para poder remover todos los residuos de
materia orgénica con la ayuda de cepillos certificados, con agua potable y con limpieza
mecanica y este proceso lleva alrededor de 30 minutos y se realiza con una frecuencia de 4
horas. Adicionalmente se prepara una solucién de cloro al 10% y agua a 100 ppm para la
sanitizacion de las bandas de pelado y todas las superficies en contacto con el producto

como lo son los guantes, equipo de corte entre otros.

Como se explic6, ademas del OctoFrost existen modelos anteriores de congelado rapido
los cuales se han tomado como base para empezar a usar la frecuencia mencionada

anteriormente.

Seguln la experiencia, los expertos Diaz, Y. y Larsson, R., (2014) recomiendan que los
equipos de congelamiento individual rapido como el IQF debe tener una constante y
cuidadosa limpieza, ya que una acumulacion de materia organica o residuos de la misma
provoca que el equipo no funcione adecuadamente. Es decir, las perforaciones son
obstruidas por la materia organica o residual del banano. Los inconvenientes pueden
consistir en que el equipo no pueda llevar la materia prima a temperatura de 0 grados
Celsius, que es lo ideal para mantener los parametros microbiolégicos por debajo del limite

establecido para el consumo humano.

La constante limpieza del equipo permite asegurar que las perforaciones de las placas

estaran libres para que pueda circular el aire frio y éste cumpla su objetivo.

En la limpieza de la linea afectan gravemente los pardmetros microbiolégicos en producto
terminado, ya que si la limpieza se hace en intervalos de tiempo muy lejano, la carga
microbiana aumenta debido a la cantidad de material vegetal que hay sobre las placas y
linea. Este inconveniente lleva consigo, pérdidas de material de empaque e insumos, asi

como la pérdida de tiempo y reproceso.

El presente trabajo determind una frecuencia en la que la carga microbiana se mantiene
bajo los limites microbioldgicos permisibles antes y durante el congelado; y se obtenga asi
un producto terminado conforme a las especificaciones establecidas, disminuyendo con ello

pérdidas y costos, por lo cual se considera un tema innovador y de relevancia en la industria



de alimentos procesados. Este proceso es el primero en implantarse en Guatemala, por lo

cual se estiman de interés los resultados de las mediciones realizadas en esta investigacion.

E. PARAMETROS DE CALIDAD DEL BANANO

Para que el banano pueda ser aceptado para el proceso de manufacturacion debe de

tener las caracteristicas que se muestran en el cuadro siguiente:

Cuadro No. 1 Parametros de calidad del banano

Grado de Madurez: 2

© Brix: Min 2 - Max 5
Color: Verde caracteristico
Didmetro: Min I mm
Longitud: Min 15 cm

Peso: Min 120 gr.
RESIDUOS DE PLAGUICIDAS:

Organoclorados : <10 ppb
Organofostorados : <10 ppb
Organonitrogenados : <10 ppb
METALES PESADOQOS:

Plomo Max 0.05 mg/ kg.
Cadmio Max 0.05 mg/kg.
Cobre Max 5.0 mg/kg.
Zinc Max 5.0 mg/kg.
Mercurio Max 0.0I mg/kg.
DEFECTOS:

Dario mecinico: 3%

Daios por insectos: Menor 1%
Bajo peso Max 30%
Dadio por sol (Post-cosecha) Menor 1%
Hongos Menor 1%

Fuente: Especificaciones de Materia Prima, Manual de Produccion de Tropilight S.A. 2014,
Version 1.



lll. DEFINICION DEL PROBLEMA

La limpieza en el proceso de banano congelado en rodajas, asi como el lavado de
instrumentos de corte, actualmente basa sus parametros de medicion en la frecuencia
establecida para fresas congeladas en el equipo OctoFrost, ya que manuales emitidos por los
fabricantes del OctoFrost no se reporta que se haya congelado banano en el sistema y modelo

de equipo actual.

Segun Diaz, Y.y Larssen, R. (op. Cit.) el cambio de placas perforadas tampoco ha sido
establecido como procedimiento para banano. De los145 OctoFrost, Modelo 9.2 instalados en
el mundo ni uno solo ha sido utilizado para congelado de banano en rodajas, por ello no se tiene
conocimiento alguno del tiempo en que se deben cambiar las placas para evitar la obstruccion

del aire frio, sobre las rodajas de banano.

Tropilight, S.A. es la empresa que ha iniciado con este proceso de congelamiento
individual rapido y lo ha hecho con referencias de frecuencia. Esto revela el desconocimiento de
la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) que pueden haber en la bandas de
pelado, entre cada frecuencia, ya que no se tiene establecido el recuento de ellas ni el porcentaje
de material vegetal en las bandas perforadas que pueden representar inconvenientes en el

congelado.

Aplicar las frecuencias con otra materia prima no es lo mas conveniente para este
proceso, ya que el residual de materia organica, latex, desecho vegetal, actividad de agua o
contenido de agua, contenido de solutos, tamafo, capacidad de absorcién de calor, todo es

totalmente diferente. Por ello se puede tener pérdidas al usar esas frecuencias.

Actualmente se hace necesario estandarizar una frecuencia que disminuya o elimine las
cargas microbianas y los residuos de materia organica antes del congelado, como la metodologia
gue permitira obtener un producto terminado (banano congelado) conforme a las
especificaciones establecidas de inocuidad alimentaria basica o al minimo aceptable, segin
normas de alimentos como la FDA y el Manual Técnico Centroamericano para productos crudos

congelados.



IV. JUSTIFICACION

Como ya se ha mencionado el tamafio, el residual de material vegetal, el desecho
vegetal, la cantidad de solutos y la actividad del agua son diferentes y las frecuencias varian con
base en la cantidad de suciedad que éstas puedan dejar sobre las bandas y las placas, porque

eso les provee a las bacterias un ambiente adecuado para su proliferacion.

El desconocimiento del protocolo de limpieza en el proceso del banano congelado trae

consigo consecuencias en el crecimiento exponencial de UFC/g de diferentes bacterias.

Si la frecuencia del cambio de placas no se hace como es debido, el equipo no logra su
cometido, que es llevar la materia prima a temperaturas bajo cero grados Celsius, para que el

agua disponible en la fruta disminuya o no sea disponible para el crecimiento de patdgenos.

El no tener una frecuencia establecida y definida con los parametros microbiolégicos trae
consigo pérdidas de insumos como cloro, agua, materia prima; ingredientes como acido citrico y
ascoérbico, mano de obra, tiempos. También existen riesgos en el producto terminado fuera de
especificacion, tanto en términos microbiolégicos, como fisicoquimicos, en material de empaque

(bolsas y cajas de cartén).

El establecimiento de las frecuencias de limpieza y cambio de placas, contribuira a un
ahorro en los costos de produccién incluyendo los costos de agua, sanitizantes, mano de obra,
energia eléctrica, materia prima.

También contribuird a la disminucién de pérdidas y del riesgo de reproceso y desecho del
producto terminado por altas cargas microbianas y con ello lograr la inocuidad que los clientes y

normas alimentarias como FDA y Manual Técnico Centroamericano requieren.



V. DELIMITACION

Investigacion que se realiz6 en la empresa Tropilight, S.A. en la linea de proceso 3,
OctoFrost IQF (individual Quick Frozen), para la manufacturacién del banano en rodajas
congeladas. El estudio tuvo el alcance de determinar la frecuencia de limpieza en el proceso de
congelacion de banano en rodajas, teniendo como referencia los limites microbiolégicos
aprobados para consumo humano, expresado en unidades formadoras de colonia por gramo,
con métodos legales de la Association of Oficial Analytical Chemists (AOA)

La Association of Oficial Analytical Chemists (AOA) es una asociacién cientifica privada
sin fines de lucro fundada en 1884. Su principal objetivo es promover la calidad de las
mediciones y la validacién de métodos analiticos para alcanzar la visiébn de “confianza

internacional en resultados analiticos”?
A. ALCANCES:

Las é&reas que abarcé son las referentes a la linea de procesos congelados
especificamente en la limpieza tomando de referencia paramentos microbiolégicos. Esta
investigacién fue importante para la empresa, para establecer un procedimiento con
fundamento cientifico y cuantitativo y poder aplicarlo actualmente en Tropilight S.A. y

posteriormente ser aplicado a las empresas hermanas cuando implementen este equipo.
B. LIMITES DE LA INVESTIGACION:

Esta investigacion no abarco la limpieza de otros procesos de congelado Unicamente

para el congelado de banano en rodajas.

1 Official Methods of Analysis 18th Edition, Revisién 4 - 2011



VI. OBJETIVOS

. GENERAL:

Encontrar la frecuencia 6ptima de limpieza del equipo en el proceso de congelamiento de
banano en rodajas para mantener el producto terminado bajo los limites microbioldgicos

maéaximos permisibles.

Ho: Todos los tratamientos producen el mismo efecto

Ha:Para al menos uno de los tratamientos produce efectos distintos

. ESPECIFICOS:

Determinar los intervalos de frecuencia de limpieza de linea durante el proceso para

mantener los limites microbiolégicos permisibles para el consumo humano.

Determinar los intervalos de frecuencia de cambio de placas perforadas del OctoFrost como

parte del proceso de limpieza para evitar la obstruccion del aire frio sobre la materia prima.

Analizar los criterios microbioldgicos que se deberan mantener en producto terminado para la

aceptacion de calidad en base la frecuencia de limpieza optima.
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VII. MARCO TEORICO

A. CONCEPTOS

1. ¢Quéesinocuidad alimentaria?: La inocuidad alimentaria es un proceso que asegura
la calidad en la produccién y elaboracion de los productos alimentarios. Garantiza la obtencién de
alimentos sanos, nutritivos y libres de peligros para el consumo de la poblacién. La preservacion
de alimentos inocuos implica la adopcién de metodologias que permitan identificar y evaluar los
potenciales peligros de contaminacién de los alimentos en el lugar que se producen o se
consumen, asi como la posibilidad de medir el impacto que una enfermedad transmitida por un

alimento contaminado puede causar a la salud humana (Codex Alimentarius. Rev.4, 2003)

Segun lo establece el Codex Alimentarius -el cédigo que reglamenta la calidad e inocuidad de
los alimentos- un alimento se considera contaminado cuando contiene: agentes vivos (virus o
parasitos riesgosos para la salud); sustancias quimicas téxicas u organicas extrafias a su

composicidn normal y componentes naturales téxicos en concentracién mayor a las permitidas.

2. Criterio microbiolégico de inocuidad: Define la aceptabilidad de un producto o un lote
de un alimento basado en la ausencia o presencia, de microorganismos, por unidad o unidades
de masa, volumen, superficie o lote y es aplicable a productos comercializados. (Manual Técnico

Centroamericano 2009).

Cuadro No.2 Criterios microbiol6gicos para congelados, IQF

Parametros Limites congelado e IQF
Recuento Aerdbico Total <100,000UFC/g
Mohos y Levaduras <5,000UFC/g
Coliformes Totales <100UFC/g
Escherichi Coli <10 UFC/g
Salmonella spp Negativo
Estaphilococcus Aureus <10 UFC/g (Negativo)
Listeria Monocytogenes Negativo
E.Coli0157:H7 Negativo

Fuente: Manual de procedimientos de analisis laboratorio de microbiologia. 2010
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Existen técnicas y métodos para mantener un producto dentro de los parametros
microbiolégicos permisibles y de conservacion, entre los cuales se puede mencionar algunos de

ellos:

e Métodos de esterilizacion —temperaturas entre 121° C a 180° C, teniendo en cuenta los
tiempos de esterilizacion para cada caso.
e Pasteurizacion

e Congelamiento Rapido (IQF)

El método de congelamiento rapido (IQF) es la congelacion rapida de manera individual, por
debajo de los 0°C. En este tipo de congelamiento los cristales de hielo que se forman dentro de
las células de los tejidos son de tamafio muy pequefio, lo que evita que las paredes celulares que
conforman los tejidos vegetales se rompan y que al descongelar el producto no haya derrame de

fluidos celulares segun Diaz, Y.y Larsson, R., (2014)

B. DESCRIPCION DEL PROCESO DE CONGELAMIENTO DEL BANANO EN
SUS DIFERENTES CORTES.

El banano puede congelarse entero y en diferentes tamafios y estilos de cortes, en este
trabajo se usard, para fines de estudio el proceso del banano congelado en rodajas que

tienen un grosor aproximadamente 10mm, dicho grosor es comercial.

Segun el Manual de Produccién de Tropilight (2013) el proceso para productos IQF
consiste en descortezar el banano, para lo cual éste pasa por unas bandas transportadoras
hasta llegar al equipo Octofrost, en el cual el producto es depositado en las placas
perforadas oscilantes del Octofrost la cual esta dentro de una estructura en forma de un
tunel. Dependiendo del grado de maduracién de la fruta el producto permanece entre 9 a

12 minutos antes de salir completamente congelado,(menor a 0°C).

Segun el manual de IQF Freezer OctoFrost 9/2 (2013), el producto pasa por las placas

en diferentes etapas, las cuales consisten en:

Etapa 1, sellado;
Etapa 2, pre congelamiento y;

Etapa 3, congelamiento final.
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Luego, el producto es empacado en cajas de carton desde 20 hasta 50 libras, las cuales
pasan por un detector de metales, y se colocan en tarimas con esquineros de carton. Asi
son llevadas a las camaras de mantenimiento llamadas Holding.

. DESCRIPCION DEL FUNCIONAMIENTO DEL EQUIPO OCTOFROST
MODELO 9.2

El tinel de congelacion del Octofrost se basa en la recirculacién de aire frio que pasa por

unas placas perforadas donde se deposita el producto.

La recirculacion de aire frio se lleva a cabo por medio de turbinas de alta velocidad que
inyectan el aire por debajo de las placas, estas mismas turbinas succionan el aire y lo hacen

circular por unos intercambiadores de calor para poder disminuir su temperatura.

Estos intercambiadores de calor (evaporadores) enfrian el aire hasta -40 grados Celsius,
después de esto el aire es succionado por las turbinas e inyectado a las placas de
congelamiento. Estas placas se mantienen en constante movimiento oscilante (hacia atras
y hacia adelante) para mantener el producto en suspension y ayudar al congelamiento
individual del producto (banano).

Los intercambiadores de calor trabajan con amoniaco enfriado hasta -42 grados Celsius, el
cual es inyectado por medio de bombas. El amoniaco entra en forma liquida por el
evaporador, por medio de una valvula de expansién, se inyecta al evaporador -el cual realiza
el cambio de calor-. En este caso el amoniaco cede temperatura al producto y sale del
evaporador en forma de gas, el cual es comprimido nuevamente por unos equipos llamados

compresores, con lo cual regresa de vuelta a su forma liquida.

El tanel del Octofrost en controlado por un panel de control principal donde se regulan las

velocidades delas turbinas, placas y golpeadores.



Figura No. 3Tunel de IQF del Octofrost

Muestra la recirculacion de del aire y los cambios de calor, siendo las flechas azules el
aire frio.

Fuente: Imagen tomada del manual IQF Freezer OctoFrost 9/2 RH. Julio 04,2013. Editado en
Alemania

D. METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA EL ANALISIS O DETECCION DE
MICROORGANISMOS EN BANANO CONGELADO PARA CONSUMO
HUMANO.

A continuaciébn se presentan los procedimientos indicados segun el Manual de
Procedimientos para el control microbioldgico (Agricola e Industrial Equaplantation, 2007)
para la identificacibn de bacterias y otros agentes patdgenos en el producto terminado
(banano congelado en rodajas).

Para productos IQF se analizan las siguientes bacterias y patégenos:

e Coliformes totales

e Escherichia coli

e Staphilococcus aureus

¢ Recuento Aerdbico Total
e Salmonella spp

e Mohos y Levaduras

e Listeria monocytogenes

Estos microorganismos son analizados como referencia de validacion de inocuidad,
segun Manual de procedimientos para el control microbiol6gico (Agricola e Industrial
Equaplantation, 2007) son analizados una vez al afio, los microorganismos analizados
diariamente y como indicador de calidad/inocuidad y liberacion para exportar son los

siguientes:



e Recuento Aerdbico Total

e Coliformes totales

1. Recuento aer@bico total: Este andlisis se efectia mediante la técnica convencional de
inoculacién en Caja Petri con Agar de Recuento Estandar cuya preparacién se describe a

continuacion:

e Pesar con la ayuda de una espatula, 23.5 gramos de Agar Estandar en un Erlenmeyer
de un 1 litro.

e Disolver en agua destilada y completar el volumen deseado con agua destilada hasta
la marca de graduacion del Erlenmeyer.

e Agitar constantemente la mezcla y calentar a punto de ebullicibn hasta obtener la
disolucién completa del Agar. Retirar el Agar del calor justo antes de que empiece a
hervir, ya que este se puede derramar.

e Verter en 4 botellas ambar de 250 ml debidamente identificadas y esterilizar en la
autoclave a 121°C durante 20 minutos. Si el Agar no se va a utilizar de inmediato,
puede mantenerse en una incubadora, tipo bafio Maria a 48°C aproximadamente para
evitar que gelifiquen. Si se guardan en refrigeracion para uso posterior, este gelificara,
por lo cual deberan colocarse en bafio Maria a una temperatura de 60°C para fundirlo
antes de usar.

e Tomar con una pipeta estéril 1 ml de la dilucion respectiva, y verter en una placa de
Petri estéril.

e Agregar una capa de aproximadamente 0,5 cm de grosor de Agar de Recuento
Estandar y homogenizar sobre la mesa con movimientos circulares en forma de ocho.

e Las placas se incuban de forma invertida por 48 + 2 h a una temperatura de 36 + 1°C.

e Realizar el recuento en un contador de colonias con fuente de luz y aumento.
Contabilizar todas las colonias presentes en la placa.

e Multiplicar el nimero de colonias contabilizado en la placa por el factor de dilucion
indicado, es decir, se debe multiplicar por 10, 100 o 1000, segln corresponda y anotar
el resultado en notacién cientifica, en la casilla correspondiente de la hoja de trabajo.
(Manual de Procedimientos para el Control Microbiologico Agricola e Industrial

Equaplantation, 2007).

2. Recuento de Coliformes Totales y E. coli. Procedimiento: Este andlisis se efectla
mediante la técnica convencional de inoculacion en tubos de ensayo usando el caldo Bilis Verde
Brillante (BVB) e inoculacion en Caja Petri, del Agar Eosina Levine Azul de metileno-lactosa

(EMBA) cuya preparacion se describe a continuacién:
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Etapa presuntiva: Procedimiento

e Pesar con la ayuda de una espatula, 35.6 gramos de Lauril Sulfato.

e Agitar bien hasta tener completamente disuelta la solucion

e Verter en tubos tipo rosca 10 ml de lauril sulfato y esterilizar en la autoclave a 121°C
durante 20 minutos.

e Enfriar hasta temperatura ambiente para proceder a la siembra en el area respectiva
(area de siembra).

e Pipetear de cada una de las diluciones 1 ml y distribuir en tubos de lauril sulfato,
provistos de campanas Durhan, utilizando 3 tubos por cada dilucién (técnica NMP);
incubar a 35 - 37 °C durante 24 horas; anotar los tubos gas positivo que resultaren
pasado este tiempo. Los tubos gas positivos se anotan y se pasan por medio de

asadas (con asas de platino) a otros medios de cultivo de confirmacion de Coliformes.

Etapa confirmativa: Procedimiento

e Pesar con la ayuda de una espétula, 40 gramos de caldo Bilis Verde Brillante (BVB,
Coliformes totales) y 37 gramos de Medio EC (medio pre- enriquecimiento, Coliformes
fecales)

e Agitar bien hasta tener completamente disuelta la solucion.

e Verter en tubos tipo roscas y esterilizar en la autoclave a 121°C durante 20 minutos.

e Enfriar hasta temperatura ambiente para proceder a la siembra en el &rea respectiva
(area de siembra).

e Con un asa de platino, los tubos de lauril sulfato de gas positivo distribuirlos en tubos de
BVB y Medio EC provistos de campanas Durhan, utilizando 3 tubos por cada dilucion
(técnica NMP);incubar a 35 - 37 °C durante 24 horas, anotar los tubos gas positivo que
resultaren pasado éste tiempo.

e Los tubos gas positivos BVB se anotan y se comparan con la tabla de la técnica de

namero mas probable (NMP). Ejemplo:

Cuadro No.3 Tabla de la técnica de nimero més probable

ler. tubo 2do. tubo |3er. Tubo
Resultado
Dilucién -1 [+ + - 2
Dilucion -2 [+ - - 1
Dilucion -3 |- - - 0

Total de la lectura 2 1 0, comparado con la tabla de NMP equivalen a 15 NMP / g de muestra.



Los tubos gas positivo Medio EC se pasan por estria al Agar EMBA (EosinMelitone Agar).

El Agar EMBA, previamente con ayuda de una espatula, pesar 37 gramos en un Erlenmeyer de
un 1 litro.

Disolver en agua destilada y completar el volumen deseado con agua destilada hasta la marca de
graduacion del Erlenmeyer.

Agitar constantemente la mezcla y calentar a punto de ebullicion hasta obtener la disolucién
completa del Agar. Retirar el Agar del calor justo antes de que empiece a hervir, ya que este se
puede derramar.

Verter en 4 botellas ambar de 250 ml debidamente identificadas y esterilizar en la autoclave a
121°C durante 20 minutos. Si el Agar no se va a utilizar de inmediato, puede mantenerse en una
incubadora, tipo bafio Maria a 48°C aproximadamente para evitar que gelifiquen. Si se guardan
en refrigeracion para uso posterior, este gelificara, por lo cual deberan colocarse en bafio Maria a
una temperatura de 60°C para que fundan antes de usar.

Con asa de platina transferir asadas de los tubos positivos del medio EC, previamente incubadas
en bafio Maria a 44 + 1°C por 24 + 2 horas en forma de zigzag (técnica por estrias).

Si en las placas crecen colonias de 2 - 3 mm de didmetro con brillo metélico verdoso a la luz
reflejada, con centro oscuro hasta negro en luz transmitida, el resultado de la muestra son
colonias tipicas de Escherichia coli y se reporta igual como se da el resultado en Coliformes
fecales y se comparan con tabla de la técnica del nimero més probable, como se muestra
en el cuadro 1. (Manual de Procedimientos para el Control Microbiol6gico Agricola e
Industrial Equaplantation, 2007).
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VIIl. METODOLOGIA

A. METODOLOGIAS MICROBIOLOGICAS A USAR

La metodologia se basa en pretrifilm teniendo como referencia para limpieza el analisis

de RCT o recuento total también llamados aerobios y Determinacién de E. coli estas

técnicas se basa en laAOAC (método oficial 990.12), antes conocida como la Association of

Oficial Analytical Chemists, se conoce actualmente como la AOAC Internacional.

B. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE RAT EN PRODUCTO

El RAT es el Recuento Aerobico Total siendo el procedimiento siguiente.

1. Material y equipo

Placas Petrifilm 3M, especifica para Recuento aerébico total
Erlenmeyer de 250 ml

Pipeta seroldgica de 5 mi

Balanza analitica

Incubadora con termémetro

Estufa con agitador magnético

Cabina de flujo laminar

Contador de colonias

Marcador permanente

Equipo de uso personal (botas de hule, bata, mascarilla, redecilla, guantes).
Reactivos a utilizar

Agua peptonada

Agua desmineralizada

2. Procedimiento

Pesar 10 gramos de producto en un Erlenmeyer que contenga 90 ml de agua
peptonada (dilucion 1:10).

Si es necesario de la dilucion 1:10 tomar 1 ml y transferirlo a un tubo con 9 ml de
agua peptonada (dilucién 1:100), asi sucesivamente hasta llegar a la dilucién
requerida.

Homogenizar la muestra por dos minutos.
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Mezclar bien la dilucidn por un periodo de tiempo no mayor de 5 segundos

De la muestra ya homogenizada (dilucién 1:10) transferir 1ml a una Placa Petrifilm.
Colocar la Placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada (cabina de flujo laminar)
y levantar la lamina semitransparente superior

Con la pipeta perpendicular a la Placa Petrifilm, colocar 1 ml de muestra, de la
dilucién ya requerida en el centro de la pelicula cuadricula inferior.

Liberar la pelicula superior dejando que se caiga sobre la dilucion. No deslizarla
hacia abajo.

Con el lado rugoso hacia abajo, colocar el dispersor sobre la pelicula superior,
cubriendo totalmente la muestra.

Presionar suavemente el dispersor para distribuir la muestra sobre el area circular.
No girar ni deslizar el dispersor. Recuerde distribuir la muestra antes de inocular una
siguiente placa.

Levantar el dispersor. Esperar por lo menos 1 minuto a que solidifique el gel, y
proceder a la incubacion. Incubar las placas cara arriba en grupos de no mas de 20
piezas, incubar 48 + 2 horas, a 35 + 1 grados Celsius. Puede ser necesario
humectar el ambiente de la incubadora con un pequefio recipiente con agua estéril,
para minimizar la pérdida de humedad.

Las Placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias estandar u
otro tipo de lupa con luz. Consultar la guia de interpretacion para leer los resultados
(Guia de interpretacion de 3M. AOAC).

Contar todas las unidades formadoras de colonias (UFC), multiplique el recuento de
colonias obtenido por la dilucion utilizada, y reportar en UFC/gr. Placas Petrifilm sin
crecimiento: cuando las Placas Petrifilm de las diluciones no tienen colonias o
crecimiento, se reportan como menor de la dilucion utilizada.(Manual de

procedimientos de analisis laboratorio de microbiologia, Tropilight, 2010)

C. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE E. COLI

Metodologia utilizada para determinar E. coli contenidas en las muestras

analizadas, por medio del recuento en placas petrifilm.

1. Material y equipo

Petrifilm 3M, especifica para E.coli
Erlenmeyer de 250 ml
Erelenmeyer de 125 ml

Pipeta serolégica de 5 ml
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Balanza analitica

Incubadora con termémetro
Estufa con agitador magnético
Cabina de flujo laminar
Contador de colonias
Marcador permanente

Equipo de uso personal (bata, mascarilla, redecilla, guantes)

Reactivos a utilizar

Agua peptonada

Agua desmineralizada

Procedimiento

Pesar 10 gramos de producto en un erlenmeyer que contenga 90 ml de agua
peptonada (dilucion 1:10).

Homogenizar la muestra por dos minutos.

Mezclar bien la dilucién por un periodo de tiempo no mayor de 5 segundos

De la muestra ya homogenizada (dilucién 1:10) transferir 1ml a una placa petrifilm.
Colocar la placa petrifilm en una superficie plana y nivelada (cabina de flujo laminar)
y levantar la lamina semitransparente superior.

Con la pipeta perpendicular a la Placa Petrifilm, colocar 1 ml de muestra, de la
dilucién ya requerida en el centro de la pelicula cuadricula inferior.

Liberar la pelicula superior dejando que se caiga sobre la dilucion. No deslizarla
hacia abajo.

Con el lado rugoso hacia abajo, colocar el dispersor sobre la pelicula superior,
cubriendo totalmente la muestra.

Presionar suavemente el dispersor para distribuir la muestra sobre el &rea circular.
No gire ni deslice el dispersor.

Levantar el dispersor o esparcidor. Espere por lo menos 1 minuto a que solidifique
el gel, y proceder a la incubacién.

Incubar las placas cara arriba en grupos de no mas de 20 piezas, incubar 48 +/- 2
horas a una temperatura de 35 + 1 oC. Puede ser necesario humectar el ambiente
de la incubadora con un pequefio recipiente con agua estéril, para minimizar la

perdida de humedad.
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Las placas petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias estandar u otro

tipo de lupa con luz.

Contar todas las unidades formadoras de colonias (UFC), multiplique el recuento de

colonias obtenido por la dilucion utilizada, y reporte en UFC/gr.

v' Placas petrifilm sin crecimiento: cuando las placas petrifilm de las diluciones

no tienen colonias o crecimiento, se reportan como menor de la dilucién
utilizada.

Cuando las placas petriflm de la muestra se conoce que estan
contaminadas o son insatisfactorias, se registra el resultado como accidente
del laboratorio, y se procede a analizar la muestra nuevamente.

Las colonias pueden ser aisladas para su identificacion posterior. Levantar
la pelicula superior y recoja la colonia del gel con un asa nicromo en punta,
argolla, o la que sea de su eleccion. (Manual de procedimientos de andlisis
laboratorio de microbiologia, Tropilight, 2010)

D. DISENO EXPERIMENTAL Y DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS

Se realizé un disefio completamente al azar, en donde se usaron frecuencias de limpieza

en un intervalo de tiempo diferente para cada una. En el Cuadro 4 se describe las

frecuencias y los tratamientos realizados, tomando en cuenta el cambio de placa en cada

tratamiento como parte del proceso de limpieza, en donde también se incluye el testigo el

cual es la frecuencia de referencia.

Modelo Estadistico: Yij=p+Ti+ €j i=12,...tj=1,2,...r

Siendo:

Yi
vl
Ti

gij = error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental (Lopez. 2008).

j

variable de respuesta de la ij-ésima unidad experimental
media general de la variable de respuesta

efecto del i - ésimo tratamiento (nivel del factor) en la variable dependiente.
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Cuadro No.4 Descripcion de tratamientos y numero de repeticiones

No. de tratamiento Descripcion Repeticiones
. Despues de haber iniciado Produccidn detener linea
Testigo 0 N 5
cada 4 horas para limpieza
Tratamiento 1 Despues de haber II’I.ICIaTjO Produccién detener linea 5
cada 3.5 horas para limpieza
Tratamiento 2 Despues de haber.mlc!ado Produccién detener linea 5
cada 3 horas para limpieza
. Despues de haber iniciado Produccidn detener linea
Tratamiento 3 o 5
cada 2.0 horas para limpieza
Tratamiento 4 Despues de haber IITIICIa'dO Produccién detener linea 5
cada 1.0 hora para limpieza

Fuente: Elaboracién propia

Para obtener los resultados aleatorizados fueron conformados tal como se muestra en el

cuadro 5.
Cuadro No.5 Aleatorizacion de frecuencias por fechas
04/08/2014 05/08/2014 06/08/2014 07/08/2014 08/08/2014
TOR1 T4R5 T3R1 TiR1 T2R1
TOR2 T4R5 T3R2 TiR2 T2R2
TOR3 T4R5 T3R3 T1R3 T2R3
11/08/2014 12/08/2014 13/08/2014 14/08/2014 15/08/2014
TOR4 T4R5 T3R4 T1R4 T2R4
TOR5 T4R5 T3R5 T1R5 T2R5

Fuente: Elaboracién propia
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E. METODOLOGIA DE TOMA DE MUESTRAS PARA ANALIZAR

Para la realizacién de los andlisis microbiolégicos, se tomaron los Gltimos 10 gramos de

banano congelado en rodajas después de detener produccién para realizar la limpieza

F. VARIABLES

Variable independiente:

Frecuencia de limpieza es decir los intervalos de tiempo en que la limpieza
se realiza.

Cantidad de cloro

Cantidad de agua

Duracién de la limpieza

Variable dependiente:

Carga microbiana

G. ANALISIS DE LA INFORMACION

Para el analisis de la informacién recopilada se realiz6 un andlisis de varianza

(ANDEVA), utilizando el paquete estadistico de Excel 2007 en la opcion de estadistica el

cual nos permiti6 crear cuadros de ANDEVA y posteriormente realizar una prueba de

medias utilizando la prueba de Tukey (0.05)



IX. RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

La limpieza en el proceso de banano en rodajas se estandarizd las variables
independientes de manera que el proceso fuera homologo y solo cambiara la frecuencia para

obtener datos microbioldgicos con menor incertidumbre, quedando de la siguiente manera.

¢ Tina Lavado de fruta, agua con 200 ppm de cloro, en 5 minutos

¢ Desinfeccién de guante, agua con 100 ppm de cloro, en 5 minutos

¢ Desinfeccién de bandas, agua con 100 ppm de cloro , en 10 minutos
¢ Desinfeccién de utensilios, agua con 100 ppm de cloro, en 5 minutos

e Cambio de placa a la misma frecuencia de limpieza correspondiente cada tratamiento

A. RESULTADOS

Los resultados de los diferentes tratamientos con sus respectivas repeticiones se

muestran en el Cuadro 6,y 7

Cuadro No.6 Resultados de los tratamientos en cada repeticion de Coliformes totales

Repeticiones
Tratamientos |R1 R2 R3 R4 R5
TO 820 800 740 800 790
T1 560 490 550 580 500
T2 200 150 220 200 180
T3 40 70 60 50 80
T4 20 30 10 20 10

Resutados de las repeticiones dadas en UFC/g de Coliformes totales

Fuente: Elaboracién propia

Cuadro No.7 Resultados de los tratamientos en cada repeticion de RAT

Repeticiones
Tratamientos |R1 R2 R3 R4 R5
T0 18000 17500 18600 17400 16900
T1 17900 17450 18000 16000 17700
T2 16000 17800 15400 16900 15400
T3 12000 14000 15900 16700 15000
T4 9000 8200 9100 9010 10400

Resutados de las repeticiones dadas en UFC/g de Recuento total
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Tal como se muestra en el Cuadro 6, se puede observar que la mayor cantidad de
unidades formadoras de colonias se refleja en el Testigo (TO) y la menor cantidad de
unidades formadoras de colonias en el tratamiento 4 (T4), comparado con el criterio
microbiolégico del Cuadro 2, se nota que el tratamiento O, tratamiento 1, tratamiento 2 los
resultados son mayores o estan fueran de especificacion, por lo que se realizara un analisis

para concluir cual es el mejor tratamiento para controlar Coliformes totales

En el Cuadro 7 se puede observar que todos los resultados de los tratamientos tienen
una disminucion de aerobios, pero todas las repeticiones estan por debajo del criterio
microbiolégicos del Recuento Aerébico Total, tal como lo muestra el Cuadro 2, por lo tanto

no se realizara la prueba de Tukey para este patégeno.

B. ANALISIS DE LOS RESULTADOS
Con los resultados del Cuadro No.6 se procedié a realizar un cuadro de ANDEVA, el
cual se resume en el Cuadro No. 8. De acuerdo al resultado donde F calculado es mayor al
valor critico de F se procedi6 a realizar la prueba de medias Tukey y se muestra en el
Cuadro 9.
Cuadro No. 8 Resumen de ANDEVA y Coeficiente de variacion
Resumen de andlisis
Fuentes de Grados de Suma de Cuadrados Valor critico
L . . F
variacion libertad cuadrados medios F
Tratamientos 4 2,216,264 554,066 802.99 2.87
Error
. 20 13,800 690
experimental
Total 24 2,230,064

[cv= | 165% |

Rechazar Ho. Si Valor de F = F critico (gl trat; gl error; a)
No Rechazar Ho. Si Valor de F < F critico (gl trat; gl error; a)

R2

Aproximadamente igual el 80%
= 0.796 de los resultatados es debido al
efecto de los tratamientos

Fuente: Elaboracién propia
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Cuadro No. 9 Resultados Prueba de Tukey

Tratamientos 0 1 2 3 4
Medias 790 536 190 60 18
4 18 772 518 172 42 -
3 60 730 476 130 -
2 190 600 346 -
1 536 254 -
0 790 -

Observaciones: en Gris tratamientos mayores a W
W = 49.66

Presentacién de resultados
Grupo
Trat Medias |Tukey
790|a
536|ab
190|ab
60|b
18|b

srlwlnv]|r o

Fuente: Elaboracion propia

En este Ultimo andlisis se nota que los tratamientos mayores a W son los que tuvieron
mas unidades formadoras de colonias de Coliformes totales, por lo tanto el tratamiento 3 y
tratamiento 4 son los que mantiene el producto terminado (banano congelado en rodajas)
dentro de especificacion o bajo los limites microbioldgicos permisibles.

Como se puede observar el grupo “a” excede significativamente el criterio establecido

a comparacion del grupo “b” el cual es aceptable.



X. CONCLUSIONES

Las frecuencias 6ptimas que permiten obtener resultados microbiolégicos bajo los limites
permitidos son los tratamientos 3 y 4, siendo una frecuencia de limpieza de cada 2 horas
para el tratamiento 3 y cada 1 hora para el tratamiento 4, estos tratamientos nos

permiten tener los Coliformes totales menores a 70 ufc/gr.

El cambio de placa como parte del proceso de limpieza en conjunto corresponde al
tratamiento 3 y 4, ya que con ello el producto terminado (banano en rodajas congelado)
se mantiene bajo los criterios microbiolégicos permitidos para productos congelados e

IQF.

Los tratamientos evaluados no influyen en el Recuento Aerébico Total (RAT) por lo tanto
no se establece un parametro interno para aprobacion de calidad. Para Coliformes
totales si hubo influencia de los tratamientos en el control por o que se estable que para
el tratamiento 3 los parametros de aceptaciéon de calidad sean mayores a 40 ufc/gr y
menores a 70 ufc/gr, mientras que para el tratamiento 4 se estable la aceptacion de
menores o igual a 30 ufc/gr.
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Xl. RECOMENDACIONES

Utilizar la frecuencia de limpieza de cada 2 horas (T3) para evitar consumo de agua, y

otras pérdidas por detener el proceso cada hora.

Solo utilizar la frecuencia de limpieza de cada hora (T4) para aquellos clientes que
exigen menos unidades formadoras de colonias de Coliformes totales y que estén

dispuestos a valorar el producto por un costo adicional.

Realizar evaluaciones para los diferentes cortes distintos a rodajas de banano para
establecer la frecuencia 6ptima de limpieza entre los intervalos de tiempos de 1 hora a 2

hora (1.15 horas, 1.30 horas, 1.45 horas, hasta encontrar el 6ptimo).

Evaluar por separado el cambio de placas para observar si existe un crecimiento

microbiolégico significativo a diferentes intervalos de limpieza.
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XIIl. ANEXOS

Cuadro No. 9 Planeacion de actividades

Mes Agosto Septiembre

No. semana

— Frpmpivirpntm
Actividades

Corrida con frecuencia de referenciay
analisis microbilégicos

Corrida con frecuencia de referenciay
analisis microbilégicos

Corridas de frecuencias tedricas
establecidas y toma de muestras de X
analisis microbiolégicos

Corridas de frecuencias tedricas
establecidas y toma de muestras de X
analisis microbiolégicos

Registrar los datos y tabularlos, para
establecer la mejor frecuencia.

Recopilar lainformaciéony dejar un
procedimiento estandarizado parala X
limpieza de lineay cambio de placas.

Presentar informacion (Informe final) X
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