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RESUMEN

La citometria de flujo es una técnica bastante eficiente para la deteccién temprana de
contaminacion en productos lacteos y bebidas, por lo que actualmente estas industrias de
alimentos la vienen empleando para obtener la liberacion mas temprana de sus productos al
mercado, permitiéndose asegurar una ganancia de tiempo de vida Gtil de sus productos en el
mercado. El presente trabajo consistié en la implementacion de un método rapido de
deteccion microbiolégica basado en citometria de flujo aplicado a una empresa lactea para
su linea de yogurt con el objetivo de disminuir su tiempo de liberacién al mercado. En una
primera etapa se realiz6 un diagndstico de la empresa, demostrandose que tenia los
volumenes de produccidn y andlisis adecuados para la implementacion de esta tecnologia.
En una segunda etapa se prob6 la compatibilidad del método de citometria de flujo con la
matriz yogurt, realizdndose un analisis por triplicado para cada una de las 38 variedades
producidas por la empresa. En la tercera etapa se comprobd de la eficiencia en la deteccion
del método, inoculando una solucion contaminada a concentracion de 10 ufc/ml de 02 cepas
de levadura caracteristicas, para lo que se agrup6 en 08 familias a los yogures evaluados
segln sus caracteristicas similares. Finalmente, en la cuarta etapa, se realizaron cerca de mil
analisis en las lineas de produccion tanto para el método implementado como para el método
de recuento en placa, validando el método de citometria de flujo mediante una prueba de
correspondencia con el otro método. De esta manera con la implementacion del método de
citometria de flujo se logré disminuir el tiempo de liberacion del yogurt al mercado de cinco
dias a 30 horas.

Palabras clave: yogurt, citometria de flujo, liberacion al mercado, levaduras, chemunex,

recuento en placa.



ABSTRACT

Flow cytometry is an efficient technique for the early detection of contamination in dairy
products and beverages, this is the reason why these food industries are currently using flow
cytometry to obtain the earliest release of their products to the market, allowing them to
ensure time savings of shelf life for their products in the market. The present research is
about the implementation of a rapid microbiological detection method based on flow
cytometry applied to a dairy company in their yogurt production lines with the purpose of
reducing the release time to the market. In a first stage, a diagnosis of the company was
made, showing that they had the appropriate production and analysis volumes for the
implementation of this technology. In a second stage, the compatibility of the flow cytometry
method with the yogurt matrix was tested, performing an analysis in triplicate for each of
the 38 varieties produced by the company. In the third stage, the detection efficiency of the
method was verified by inoculating a contaminated solution at a concentration of 10 cfu/ml
of 02 characteristic yeast strains, for which the yogurts evaluated were grouped into 08
families according to their similar characteristics. Finally, in the fourth stage, about a
thousand analyzes were carried out on the production lines for both the implemented method
and the plate count method, validating the flow cytometry method through a correspondence
test with the other method. In this way, with the implementation of the flow cytometry
method, it was possible to reduce the time of release of yogurt to the market from five days
to 30 hours.

Keywords: yogurt, Flow cytometry, release to the market, yest, chemunex, plate count.



I. INTRODUCCION

La liberacion de alimentos procesados al mercado exige hoy en dia a las compafiias
fabricantes no solamente llevar a cabo un estricto control de calidad para asegurar la
inocuidad de sus productos, sino también asegurar su disponibilidad en el mercado en el
menor tiempo posible. Es asi como actualmente existen una gran variedad de anélisis

microbiol6gicos para comprobar la inocuidad de los lotes de produccion.

Las metodologias mas ampliamente utilizadas son las técnicas tradicionales de deteccion,
siendo las principales los recuentos en placa con agar. Estas técnicas se caracterizan en la
gran mayoria de los casos por el largo tiempo en la obtencion de los resultados, asi como por
la extensa cantidad de pasos manuales que emplean. Estas caracteristicas hacen disminuir su
confiabilidad debido al alto nimero de posibles fuentes de error, siendo poco recomendados
por su baja productividad para compafiias con altos volimenes de produccion. Por otro lado,
existen las metodologias alternativas o rapidas con una mayor sensibilidad y que permiten
detecciones en tiempos menores, otorgando a las empresas mayor confiabilidad en sus
resultados a la vez que ahorros en los costos de almacenamiento debido a cuarentenas mas

cortas y como consecuencia tiempos de vida mas largos para sus productos en el mercado.

El yogurt y los productos lacteos fermentados una vez envasados son almacenados entre 5y
7 dias hasta su liberacién al mercado, tiempo en que las metodologias tradicionales de
recuento en placa con agar permiten cuantificar una contaminacién de hongos y levaduras.
Los hongos y levaduras son buenos indicadores de la calidad sanitaria para este tipo de
alimentos, siendo éstos los parametros que toman mayor tiempo de deteccidn dentro de los
microorganismos propuestos por DIGESA en los criterios microbioldgicos establecidos por
su norma sanitaria. La empresa lactea ABC es una de las principales compafiias dedicadas a
la produccién lactea en el pais, procesan diariamente 120 toneladas de leche entre sus dos
plantas en Lima y Arequipa y con la cual elaboran diferentes productos derivados de ésta.

Uno de los principales derivados lacteos elaborados por la empresa son las leches



fermentadas, productos por lo que son ampliamente conocidos en el mercado tanto por su

calidad como variedad.

A través de la implementacion de la metodologia rapida de deteccion basada en la citometria
de flujo se espera disminuir los tiempos de liberacion de las variedades de yogurt fabricadas
en la empresa lactea ABC; con la finalidad de ganar tiempo de vida util, obtener ahorros en
el almacenamiento durante la cuarentenay obtener una respuesta temprana de contaminacion

0 NO en sus productos para tomar acciones correctivas.

El objetivo general del presente trabajo fue el de disminuir el tiempo de resultados
microbioldgicos y a su vez la liberacion de yogurt al mercado a través de la implementacion
del sistema de citometria de flujo Chemunex para laempresa ABC. Los objetivos especificos

fueron:

- Diagnosticar la situacion actual referente a la liberacion microbioldgica de las lineas de
produccion de yogurt en la empresa lactea ABC.

- Demostrar la compatibilidad de producto con la metodologia de citometria de flujo empleada
para los diferentes tipos de yogurt que produce la empresa lactea.

- Probar la eficacia de la metodologia de citometria de flujo mediante la deteccion de 02 cepas

de levadura previamente inoculadas.

- Validar el método de citometria de flujo en la linea de produccion de yogurt.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. YOGURT

2.1.1. Definicion

Segun el CODEX Alimentarius (2011) en su norma para las leches fermentadas, yogurt es
el producto lacteo obtenido por medio de la fermentacion de la leche, que puede haber sido
elaborado a partir de productos obtenidos de la leche con o sin modificaciones en la
composicion por medio de la accion de los microorganismos Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus bulgaricus y teniendo como resultado la reduccion del pH con o sin
coagulacién. Los cultivos de microorganismos presentes deberan ser viables, activos y

abundantes.

Romero y Mestres (2004) mencionan que una caracteristica intrinseca de todo yogurt es que
los microorganismos responsables de su fermentacion deben ser viables y estar presentes en

el producto terminado en cantidad minima de 1 por 107 colonias por gramo o mililitro.

2.1.2. Composicion del Yogurt

La tabla peruana de composicion de alimentos muestra la composicion de quimica del yogurt
para las variedades: yogurt de leche entera, yogurt frutado de leche semidescremada, yogurt
frutado de leche descremada y yogurt natural de leche descremada como se aprecia en la

tabla 1; las especificaciones técnicas se muestran en la tabla 2.



Tabla 1: Composicion de 100g de Yogurt

[%2] [%2) (@)
I > 2 g g° 2 «
e X @ © © B e o
s = s £ & sgss: £ 3
= 9 =} Ty = e o — -
s 2 & £ f 3883: ¢ &
oo = 6§ §5E g
Yogur de leche entera 61 225 879 35 33 47 47 0 0 07
Yogur frutado de leche 97 406 738 41 28 185 182 O 03 08
semidescremada
Yogur frutado leche 95 397 754 44 02 19 19 0 0 1
descremada
Yogur natural leche 56 234 852 57 0.2 7 7.7 0 0 1.2
descremada
FUENTE: MINSA (2009)
Tabla 2: Especificaciones técnicas de los tipos de yogurt
Caracteristica Unidad Yogurt Yogurt Yogurt
entero* parcialmente descremado**
descremado**
Materia grasa lactea 9/100g  Minimo 3.0 06-2.9 Méaximo 0.5
Solidos no grasos lacteos 9/100g  Minimo 8.2 Minimo 8.2 Minimo 8.2
Acidez valorable g/100g Minimo 0.6  Minimo 0.6 Minimo 0.6
expresada como % de Méaximo 1.5 Méaximo 1.5
acido lactico

Proteina lactea (N x 6.38) g/100g  Minimo 2.7 Minimo 2.7 Minimo 2.7

*Elaborado a base de leche entera. Codex Alimentarius
**Elaborado a base de leche parcialmente descremada y descremada. NTP

FUENTE: MINAGRI (2017)

Adicionalmente, Romero y Mestres (2004) proponen los siguientes tipos de yogurt en

funcién a sus componentes.

- Yogurt natural, no posee adicion de azucares u otros productos.

- Yogurt azucarado, es el yogurt natural al que se ha afiadido azlcar o azucares comestibles.

- Yogurt edulcorado, es el yogurt natural al que se ha afiadido edulcorantes autorizados.

- Yogurt con fruta, zumos y/u otros productos naturales, es el yogur natural al que se ha
afiadido frutas, zumos y/u otros productos naturales.

- Yogurt aromatizado, el yogurt natural al que se ha afiadido agentes aromaticos autorizados.



2.1.3. Microbiologia del Yogurt

La normativa peruana establece como criterios microbiolégicos para el yogurt y leches
fermentadas un limite microbiolégico “m” de 10 ufc/g y un “M” de 100 ufc/g tanto para
coliformes, hongos y levaduras segin se indica en la tabla 3, donde: valores iguales o
menores a “m” representa un producto aceptable y valores superiores a “m” indican lotes
aceptables o inaceptables; mientras que valores superiores a “M” son inaceptables, ya que

el alimento representa un riesgo para la salud (MINSA, 2008).

Tabla 3: Especificaciones de calidad sanitaria e inocuidad del yogurt

Agente Categoria  Clase n c Limite por g
Microbiano
m M
Coliformes 5 3 5 2 10 102
Mohos 2 3 5 2 10 102
Levaduras 2 3 5 2 10 102

Categoria: Grado de riesgo que representa los microorganismos en relacién con las condiciones
previsibles de manipulacion y consumo del alimento.

Clase: Es la clasificacion que se da a los planes de muestreo por atributos que pueden ser de dos o
tres.

FUENTE: MINAGRI (2017)

Laplace-Builhe et al. (1993) coinciden con Vallejo y Toro (2002), en que la contaminacién
de productos de leche fermentada con hongos y levaduras es la mayor preocupacion de las
industrias de transformacion de la leche, ya que la presencia de estos microorganismos aun
en una baja concentracién puede afectar severamente su calidad siendo capaces de producir
micotoxinas altamente patdgenas para el ser humano, por lo que se hace necesaria su

deteccion en planta.

2.2.  ANALISIS DE HONGOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS
Existen diferentes metodologias empleadas para la enumeracion de hongos y levaduras,
dentro de las mas usadas se encuentran las técnicas tradicionales de recuento en placa, las

cuales emplean diferentes medios de cultivo.

Las técnicas basadas en recuentos en placas de agar tienen como caracteristica la demora en

la obtencidn de resultados ya que el tiempo recomendado para realizar estos recuentos oscila



entre 3y 7 dias. Ademas, la preparacion de muestras y las siembras es bastante laboriosa,
siendo recomendable disponer de una zona de trabajo adecuada para ello. (Valdés, 2007)

23. CITOMETRIA DE FLUJO

2.3.1. Generalidades

En el mercado existen diferentes metodologias rapidas para deteccion de microrganismos en
alimentos. Las metodologias directas estan basadas en la enumeracién de las células
bacterianas; mientras que las indirectas se clasifican en tres grupos. El primero se basa en la
medicion del desarrollo de las células, es en este grupo que encontramos a la citometria de
flujo. EI segundo grupo mide concentraciones especificas en la célula como el ATP o
polisacaridasa y el tercer grupo determina la formacion de compuestos metabolizados a
través de la transformacion de sustratos durante su almacenamiento (Fernandez vy
Hernandez, 2006).

Los sistemas de citometria de flujo son sistemas capaces de detectar microorganismos
viables presentes en los productos, es decir que posean actividad enzimatica e integridad de
membrana realizando una tincién fluorescente que sera detectada por un laser a través de su
paso por una celda de flujo de cuarzo del citdbmetro formado por un pequefio flujo laminar
que permite el paso de los microorganismos uno por uno a través el haz de excitacion del
laser. Los sensores captan las sefiales fluorescentes de cada célula; el andlisis y
diferenciacion de las células se basa en su tamafio (Macey, 2007).

2.3.2. Ventajas de la citometria de flujo

Segun Laguado (2007), las ventajas de utilizar la citometria de flujo son: la velocidad con la
cual se obtienen y procesan los datos; 2) la capacidad de separacion (cell sorting) que permite
el aislamiento de poblaciones especificas e incluso células individuales para un posterior
estudio; 3) la adquisicion rapida de mdaltiples datos para su posterior analisis; 4) la

posibilidad de ser una técnica tanto cualitativa como cuantitativa.

Las principales ventajas que proporciona la citometria de flujo frente a otros métodos de

medicion son la objetividad en los resultados, su elevada sensibilidad, velocidad de analisis



y la posibilidad de realizar mediciones simultaneas. Contrariamente, las principales
desventajas son los costos de instrumentacion y la incapacidad de visualizar las células
analizadas (Moreno-Ortiz, 2008).

La citometria de flujo brinda un recuento rapido en productos terminados como el yogurt,
permitiendo su liberacion temprana al consumidor. EI manejo del tiempo de vida puede ser
incluso mejorado gracias a la relacion que se logra entre el nivel de contaminacion por
levaduras hallado y la calidad del producto en su fecha de expiracion (Laplace-Builhe et al.,
1993).

La citometria de flujo es una técnica muy util y poderosa para el anélisis rapido de
microorganismos en la industria de alimentos que cada vez posee mayor disponibilidad,
menores costos y equipos mas amigables para el usuario, por sus reactivos listos para usar y

equipos cada vez mas pequefios (Taitt & North, 2015).

24. CITOMETRO DE FLUJO: CHEMUNEX D-COUNT

El sistema Chemunex D Count es una tecnologia desarrollada por la empresa bioMerieux —
Francia, capaz de detectar microrganismos en una amplia variedad de lacteos, bebidas y
productos cosméticos. Las muestras se tratan con reactivos que marcan los microorganismos
viables que puedan estar presentes en los productos. Solo los microorganismos viables con
actividad enzimatica e integridad de membrana reaccionan con el sustrato en el interior de
la célula liberando fluorocromo. Posteriormente, la muestra es inyectada en la celda de flujo
de cuarzo del citometro formando un pequefio flujo laminar que permite el paso de los
microorganismos uno por uno a través del haz de excitacion del l&ser. Los sensores captan
las sefiales fluorescentes de cada célula (bioMerieux SA, 2016), tal como se muestra en la

figura 1.



Celda de
Flujo

-
J Detector

Lkier Detector

—

Deteccion por Marcaje Celular

Figura 1: Deteccion de una célula por marcaje
FUENTE: bioMerieux (2018)

El protocolo que se empled es un test cualitativo donde las muestras se incuban durante
varias horas antes de ser procesadas siguiendo el protocolo para productos lacteos

fermentados.

Laplace-Builhe et al. (1993) realizaron un estudio de deteccion rapida de hongos y levaduras
en productos lacteos fermentados en la empresa lactea alemana Nordbuther empleando el
sistema Chemunex de citometria de flujo. Los resultados indicaron que esta tecnologia
detecto niveles de contaminacion inicial menores a 5 esporas/g en hongos y menores a 0.5
levaduras/g dentro de las 24 horas. Resultados con valores iguales o mayores a 100 counts/g
en muestras analizadas en el sistema Chemunex para el protocolo de deteccion de leches

fermentadas son considerados como muestras contaminadas.

El sistema Chemunex D Count es un equipo automatizado disefiado para brindar resultados
rapidos y con gran sensibilidad en un amplio rango de productos, desde leche fermentada y

jugos hasta lociones y cremas (Diaz et al; 2009), tal como se aprecia en la figura 2.
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Figura 2: Sensibilidad de la Citometria de Flujo
FUENTE: bioMerieux (2018)



I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION
Las actividades del presente trabajo se realizaron en Laboratorio de Control de calidad de la
Empresa ABC S.A; ubicada en Ate, Lima-Perd.

3.2. MATERIA PRIMA
La materia prima analizada fueron productos terminados de las lineas de yogurt de la

empresa ABC. Se trabajo6 con los siguientes productos terminados:

- Yogurt biodefensa Fresa

- Yogurt biodefensa Vainilla/ Vainilla Light
- Yogurt biodefensa Pifia

- Yogurt biodefensa Fresa Frambuesa Light
- Yogurt biodefensa Kids Uva Mora

- Yogurt biodefensa Kids Tutti Frutti

- Yogurt Nifios Durazno B

- Yogurt Nifios Vainilla Francesa B

- Yogurt Durazno

- Yogurt Fresa

- Yogurt Vainilla Francesa

- Yogurt Lucuma

- Yogurt Guanabana

- Yogurt Mora

- Yogurt Guinddn

- Yogurt Granadilla Linaza

- Yogurt Ciruela Linaza

- Yogurt Platano



3.3.

3.3.1L

Yogurt Coco

Yogurt Pifia Colada

Yogurt Natural

Yogurt 0% Lactosa Pifia Familiar
Yogurt MD Vainilla Francesa
Yogurt Griego Durazno

Yogurt Griego Blueberry

Yogurt Griego Fresa 0% Grasa
Yogurt Griego 0% Grasa Natural
Yogurt Nifios Durazno

Yogurt Nifios Vainilla Francesa
Yogurt Nifios Fresa

Yogurt Mix Fresa

Yogurt Mix Vainilla Yopi

Yogurt Yopi Fresa

Leche Cultivada

Yogurt Biofrutado Cocktail Frutas Vaso
Yogurt Biofrutado Fresa

Yogurt Biofrutado Pifia Linaza Vaso

Yogurt Biofrutado Durazno Vaso

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales

Tubos de 20 mL para las muestras (20 mL tubes)

Tapon para tubos 20 mL (20mL Stoppers)

Filtro de porosidad 25um (ChemFilter 25)

Filtro de disco con una porosidad de 17um (ChemFilter D17)
Dispensadores de 10mL

Rack para tubos 20mL

Micropipetas regulables (rango 100 -1000 pl)
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3.3.2. Equipos

- Sistema Chemunex D Count 25 (unidad preparadora de muestras+ unidad
Analizador) marca Chemunex- bioMerieux.

- Céamara de Incubacion 25 — 30 °C Fabricacion Inhouse Planta ABC SA

- Centrifuga S16 TX400 marca Thermo Scientific

- Agitador tipo Vértex-Mezclador marca Boeco V1 Plus

- Bafio Maria 28L Marca Nickel Electro

- Balanza de precision marca Sartorius modelo Entris 822 1S

- Refrigeradora 2 — 8°C marca llumi

3.3.3. Reactivos
- Liquido de lavado de la Unidad de preparacion (ChemSol S)
- Liquido de lavado concentrado (ChemSol S 50x)
- Suplemento de solucion de lavado (ChemSol S/1 Supplement)
- Solucion tampén (ChemSol A24/1)
- Solucion tampdn de marcaje para bacterias levaduras y mohos (ChemSol B24)
- Sustrato de marcaje para levaduras (ChemChrome V24)
- Enmascarador de particulas fluorescentes (CSF)
- CSD (Lograr solubilidad de productos)
- CS24 kit (Elimina interferencia de bifidobacterium)
- Solucidn reductora de la fluorescencia libre (CSR12)
- Diluyente el polvo CSR (Diluent II)
- Solucion antioxidante (Isored)
- Solucion de limpieza para la celda de flujo (Cleaning 5)
- Antiespumante (Antifoam)

- Solucion de limpieza para unidad de preparacion y el analizador (Cleaning 3)

3.4. METODOS DE ANALISIS
Se emplearon dos metodologias de analisis; la metodologia tradicional de recuento en placa
con el Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) y la metodologa alternativa de Citometria de Flujo

Chemunex de bioMerieux.
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3.4.1. Andlisis Levaduras Sistema D Count 25
Se empled la prueba cualitativa para deteccion de levaduras en productos lacteos

fermentados (ver anexo 2).

El procedimiento consiste en una incubacion previa de la muestra a analizar un minimo
veinticuatro horas a temperaturas de entre veinticinco y treinta grados centigrados.
Posteriormente se realiza el tratamiento de la muestra que comprende una dilucion, un
homogenizado en mixer, un calentamiento en bafio maria y una centrifugacion, con la
finalidad de separar y eliminar la pulpa y particulas propios del producto y que no son
requeridos. Finalmente se realiza al analisis de la muestra en el equipo donde sera leido a su
paso por la celda de flujo y a través de un laser con una fluorescencia de 488nm por
detectores que realizan un conteo de las células de los microorganismos (ver figura 3).
'MERIEUX Deteccion de levaduras en productos lacteos fermentados - 711

6ml de Chemsol A24/1
1g de muestra (Solubiliza caseina y extraccién del MO)

Incubar al menos por l v Ta . ol Incub 8 mi o
o par y mezclar . cubar por 8 minutos a 37°C
24 horas de 25- 30°C ©O— > U [ S— Ij > 60 seg. —> en baio marfa

B
20ml tube '.l Insertar un CF25
en un tubo de 20ml
Para productes grasos — mezclar el p /'7 h =N
CSD con Chemsol A24/1 Hﬁ. H

Transferir el contenido
del tubo en el CF25

5

vy

Cargar los tubos de Remover el CF25 ) Centrifugar durante 5
“—n P — gar durante 5
20ml en el sistema \“ descartar el ~

in a 15
sobrenadante min a 1500g

Figura 3: Diagrama del procedimiento para detecciébn de levaduras en

productos lacteos fermentados
FUENTE:  bioMerieux (2016)

El resultado final entregado por el software del equipo consiste en un cuadro donde se puede
apreciar la siguiente informacion para cada columna: nimero de muestra (donde la muestra
namero uno corresponde siempre al control negativo y la ultima al control positivo);
identificacion de la muestra, hora en que fue ejecutada la prueba y finalmente el resultado.

Este puede ser positivo o0 negativo y se visualiza como un circulo de color rojo o un cuadrado
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de color verde respectivamente para cada muestra analizada (ver ANEXO 1), siendo una
muestra positiva aquella que al término de la incubacién posea una lectura interna del equipo
mayor de 100 counts/ml equivalente a una contaminacién por encima del valor exigido en
la norma; y una muestra negativa, aquella que posea una lectura interna menor a 100

counts/ml (ver figura 4).

Al tratarse de un test cualitativo, solamente se apreciard un resultado de color, donde el
resultado puede ser contaminado o no. Como se tiene un paso de pre-enriquecimiento, no se
puede saber el nivel inicial de microorganismos, solo se puede concluir que el producto fue

contaminado con un minimo de 1MO por volumen de muestra.

) ¢ 1 x °
BlIoMERIEUX
Alerts Clean Control Analyse Mew Product Manage Data Sertings Quit
E—

Data Management

Batch  Test Case 3 - Day 3 Date 2015-04-17 Operator Customer Service
Session 2015-04-17 Application DC25-A537-AA System  FCI1420004FP
o i)
# Sample ID Time Lot Number  Sampling Manut. Comments Counts/ml =)
1 Neg Ctrl 09:44:01 Cpen
2 L 09:46:14 p
3L 09:48:27 B
4 L 09:50:40
5 L 09:52:53 Rj.m
6 L 09:55:06
7L 09:57:19
3 M 09:58:32 o -
s M 10:0145 o
0 M 10:03:58 (V] Lo
11 M 10:06:11 o @
2 M 10:08:24 o prit
13 M 10:10:37 o
User ‘ Ready AonEmunex ‘ 16:58

D-Coumt 25

Figura 4: imagen de resultados en el software del sistema Chemunex D Count
FUENTE: bioMerieux (2018)

3.4.2. Analisis de hongos y levaduras recuento en placa con agar SDA

Se empleo la metodologia de recuento en placa con el agar Sabouraud Dextrose, para lo cual
se preparo el agar segun lo indicado por la empresa Becton Dickinson en su ficha técnica
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BBL Sabouraud Dextrose Agar para la preparacion de este medio que incluye los pasos de
ebullicion en bafio Maria, enfriamiento a 45- 50°C y vertido en placas Petri para su

solidificacion luego de 30 minutos (ver anexo 3).

Con una micropipeta calibrada, se tom6 1.0 mL de la muestra homogenizada y se agregé
asépticamente 0,1 mL de cada dilucion en placas de agar Sabouraud solidificado y se
difundi6 el in6culo con una varilla de vidrio estéril. Se incub6 las placas por 5 dias a una
temperatura de 22.5°C +2.5.

Finalmente realizé el recuento sobre placas; se reporto los resultados en unidades formadoras
de colonias ufc/mL y para las placas que no tuvieron colonias, se reporté el conteo de mohos

y levaduras como menor de diez.

3.5, METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo comprende 4 etapas: diagnostico de la situacion de la empresa,
demostracion de la compatibilidad de la metodologia basada en citometria de flujo,
comprobacion de la eficiencia en la deteccion del método y prueba final en la linea de
produccidén. Todas estas etapas son necesarias para lograr la implementacion del sistema de
deteccidn de citometria de flujo Chemunex y asimismo obtener una disminucion del tiempo

de resultados y consecuente liberacion de los productos.

3.5.1. Diagnoéstico de la situacién actual de liberacion de yogurt

Se llevd a cabo la evaluacion a través de visitas y reuniones con personal del area de
aseguramiento de la calidad de la empresa lactea ABC, para verificar que tipo de analisis
realizaban para la liberacion de yogurt, los flujos de trabajo y personal de trabajo asignado
al proceso de analisis de muestras en el laboratorio de calidad, el nimero, frecuencia de
analisis y las variedades de yogurt con la finalidad de evaluar la factibilidad de la empresa
para la implementacion del sistema de citometria de flujo y lograr las beneficios de

reduccion de tiempo y costos esperados.
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3.5.2. Compatibilidad de los diferentes tipos de yogures con la metodologia de
citometria de flujo

En esta etapa consistio en verificar en tres lotes de produccion la compatibilidad del producto
analizado a través del protocolo para deteccion de levaduras en productos lacteos
fermentados de Chemunex. Esta prueba se realiz6 para todos los productos identificados y

que son analizados rutinariamente con el método alternativo.

Se colectaron tres lotes diferentes de cada producto para cada variedad de yogurt y se
analizaron segun el protocolo establecido, se prepararon los controles positivos y negativos

y se incubaron las muestras siguiendo las recomendaciones.

Los controles positivo y negativo deben dar los resultados esperados, asimismo para
considerar un producto compatible con el protocolo D Count empleado, los tres lotes
diferentes deben dar un resultado verde o resultado negativo (™), equivalente en un valor

menor a 100 ufc/g al quinto dia de incubacién en la técnica de recuento SDA.

3.5.3. Desempefio de la metodologia de citometria de flujo en la deteccidn de dos

cepas de levaduras propias del yogurt

Esta etapa consistio en inocular dos cepas de levadura contaminantes en los yogures con el
fin de evaluar la eficacia de deteccion de la metodologia implementada. Ademas, los 38
diferentes yogures identificados fueron agrupados en “familias”, tomando en cuenta su

variedad y caracteristicas similares.

La eficacia de la metodologia fue comprobada con el analisis de dos cepas de levaduras
caracteristicas contaminantes de yogurt: Rhodotorula mucilaginosa y Torulospora
delbreueckii. Se prepararon suspensiones de cada microrganismo a una concentracion final
de 10ufc/ml de agua peptonada tamponada. Posteriormente, se inoculd 1ml de la suspension
en a) un tubo de caldo estéril y b) tres envases de producto de cada “familia” por cada
microorganismo, realizando un control de nivel de contaminacion por el método de

referencia en SDA por triplicado, tanto para el tubo como para cada uno de los envases. Se
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incubéd cada producto a 27.5°C £2 por 30 horas para el método de citometria de flujo y por
5 dias a 22.5°C £2.5 para el SDA y finalmente se analizaron los resultados.

3.5.4. Validacion del método

En esta etapa se validd la funcionalidad del método de citometria de flujo aplicado
directamente en las diferentes lineas de produccion. El objetivo de esta prueba es verificar
que el método alternativo de resultados similares cuando lo comparamos con el método de
referencia en presencia del producto. Esta prueba fue realizada para todos los productos que
son analizados rutinariamente con el método alternativo. Se realizo el analisis a un total de
mil muestras de las diferentes lineas de produccidn de yogurt, asimismo se realizaron los

analisis en paralelo con la metodologia de referencia SDA.

3.6. ANALISIS DE RESULTADOS

Los controles positivos y negativos deben dar los resultados esperados.

Para considerar que ambos métodos son equivalentes, el porcentaje de concordancia:
(TN+TP) /(TN+TP+ND+PD) entre los dos métodos debe ser minimo 90%

Donde:

TN: True Negative (Cuando coincide el resultado negativo para ambos métodos)

TP: True Positive (Cuando coincide el resultado positivo para ambos métodos)

ND: Negative Deviation (Cuando D Count indica negativo y en la tradicional positivo)

PD: Positive Deviation (Cuando D Count indica positivo y en la tradicional negativo)
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de las cuatro etapas propuestas para la

implementacion de la metodologia de citometria de flujo Chemunex con el sistema D Count

25 en la linea de yogurt de la empresa lactea ABC.

4.1. DIAGNOSTICO DE LA SITUACION ACTUAL: LIBERACION DE YOGURT

En esta etapa se llevaron a cabo reuniones con la superintendencia y jefatura de calidad,

donde se recopil6 informacion sobre el laboratorio, el personal, los horarios, flujo de trabajo,

namero de muestras, variedades de yogurt elaborados y metodologia de analisis empleada

para la deteccion de hongos y levaduras. La informacidn se puede observar en la tabla 4.

Tabla 4: Informaciéon Laboratorio de Calidad

Laboratorio de Control de Calidad Empresa ABC

Superintendente de calidad C.M
Jefe de calidad I.S.
Analistas 3 analistas

Horarios de trabajo

6 am a 6pm de lunes a sabado

Turnos de trabajo

2 turnos de trabajo de 6am a 2pmy de 10 am a 6pm. 2
analistas en el primer turno y 1 en el segundo.

Variedades de yogurt

38 tipos de yogurt

Numero de muestras analizadas

60 analisis por dia

Metodologia de analisis de
hongos y levaduras

Recuento en placa sabouraud dextrosa agar (SDA)

Tiempo de resultados para 5 dias
liberacién

Cuentan con camara de No
incubacion

Cuentan con sala de siembra Si
Cuentan campana de siembra Si




Se puede evidenciar que la empresa lactea ABC contaba con infraestructura, personal y
controles de aseguramiento de la calidad adecuados, asimismo se realizaban altos volumenes
de produccidn, asi como gran nimero de variedades y presentaciones de yogurt, lo que exigia
de un alto nimero de analisis microbioldgicos diarios. Todo lo mencionado anteriormente
hacian de la empresa en estudio una excelente candidata para la implementaciéon de la

metodologia automatizada Chemunex de citometria de flujo.

Cabe resaltar que paralelamente se realiz6 un estudio financiero del retorno de la inversion
(ROI) sobre el equipamiento del sistema de citometria de flujo Chemunex, para lo cual se
solicitd informacion adicional como volimenes de produccion, costos de almacenamiento,
costos y nimero de analisis entre otros. Con esta informacidon se obtiene la gréafica donde se
aprecia en color rojo el costo total de la inversidn en el equipamiento y en color azul se ven
los ahorros a obtener si es correctamente implementado. Podemos observar que a partir del
tercer mes de operacion del sistema se logra la recuperacion de la inversion y en los meses
sucesivos se obtienen ahorros acumulados (color verde) principalmente debido a la

disminucion de los costos de almacenamiento (Ver figura 4).

Retorno de Inversion (ROI) - simulacion 3 afios

1600000
+T.T
1400000 . - I J'_ T1
1200000 -1 I I 11
T1
1000000 —1F I 11
T T ol 1 1

800000 + T41
) T
3 1 14 Em TOTAL COST
- 600000 sl |
5 7.1 T 11 tt mmmm TOTAL PROFITS
5 400000 T4 N
(_5 T I 1 L AHORRO ACUMULADO
= 200000 = B

0| m
_200008@ -18_may.-18 sep.-18 ene.-19 may.-19 s-19 ene.-20 may.-20 s-20 ene.-21
1
-400000
-600000

Meses

Figura 5: Analisis de retorno de la inversion D Count 25
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4.2. DEMOSTRAR LA COMPATIBILIDAD DE LA METODOLOGIA APLICADA
EN LOS DIFERENTES TIPOS DE YOGURT

Esta etapa sirvio para demostrar que la metodologia de citometria de flujo Chemunex- D
Count es compatible con las matrices evaluadas, para nuestro caso fueron los diferentes
yogures evaluados (38 en total) de la empresa lactea ABC. Se obtuvo como resultado que
todos los yogures analizados evaluados en tres lotes diferentes de produccion dieron
resultados de ausencia (color verde) de contaminacién del microorganismo evaluado,
indicativo de que el producto se encontro dentro de los limites microbiolégicos permitidos
y es apto para su consumo. Estos resultados fueron contrastados con los analisis obtenidos
previamente de las mismas muestras y lotes empleando la metodologia de recuento de placas
con agar SDA, cuyos resultados fueron menores a 100 ufc/g para todos los analisis; valores
dentro de los rangos establecidos en la norma. La tabla 5 muestra los resultados obtenidos
en promedio para ambas metodologias mientras que en el anexo 4 se observa el resultado de
todas las repeticiones realizadas. Con los resultados observados en la tabla 5 se comprueba
que la metodologia de citometria de flujo Chemunex logré un excelente desempefio para la
matriz yogurt con las muestras evaluadas; Estos resultados concuerdan con los obtenidos por

Laplace-Builhe et al. (1993) en su investigacion quien trabajo con la misma matriz.

4.3. PROBAR EL DESEMPENO DE LA METODOLOGIA EMPLEADA EN LA
DETECCION DE DOS CEPAS DE LEVADURAS PROPIAS DE YOGURT

Durante esta etapa se realiz6 la agrupacién de los yogures elaborados por la empresa ABC
tomando en cuenta su variedad y caracteristicas similares con la finalidad de reducir el
namero de analisis. Se redujo asi de 38 tipos de yogurt iniciales a 8 diferentes grupos o
familias, agrupandolos a cada uno segun su variedad, no se tomé en cuenta para esta
agrupacion; su presentacion, su sabor o si contaban con adicion de frutas. Esta agrupacion

se puede apreciar en la tabla 6.
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Tabla 5: Promedio de Resultados de la prueba de Compatibilidad de Producto

Prueba de Compatibilidad de Producto

Muestra DCount SDA /5dias
/30horas

Resultado ¥ Promedio  Desviacion
ufc/g por Standard

Lote @

Yogurt biodefensa Fresa Negativo m 11.67 3.51
Yogurt biodefensa Vanilla/ Vanilla Negativo m 6.00 2.00
Light

Yogurt biodefensa Pifia Negativo m 11.67 5.77
Yogurt biodefensa Fresa Frambuesa Negativo m 12.00 2.00
Light

Yogurt biodefensa Kids Uva Mora Negativo m 16.33 5.86
Yogurt biodefensa Kids Tutti Frutti Negativo m 10.33 4.93
Yogurt Nifios Durazno B Negativo m 11.00 2.00
Yogurt Nifios Vainilla Francesa B Negativo m 15.00 3.61
Yogurt Durazno Negativo m 15.33 3.06
Yogurt Fresa Negativo m 16.67 6.43
Yogurt Vainilla Francesa Negativo m 11.33 6.03
Yogurt Lucuma Negativo m 14.00 8.72
Yogurt Guanabana Negativo m 22.00 6.93
Yogurt Mora Negativo m 18.00 5.00
Yogurt Guindén Negativo m 20.67 6.11
Yogurt Granadilla Linaza Negativo m 16.33 5.86
Yogurt Ciruela Linaza Negativo m 13.67 5.69
Yogurt Platano Negativo m 14.67 3.06
Yogurt Coco Negativo m 11.33 5.03
Yogurt Pifia Colada Negativo m 10.67 1.53
Yogurt Natural Negativo m 8.67 3.06
Yogurt 0% Lactosa Pifia Familiar Negativo @ 10.00 5.29
Yogurt MD Vainilla Francesa Negativo m 12.00 1.00
Yogurt Griego Durazno Negativo m 25.00 4.36
Yogurt Griego Blueberry Negativo m 16.67 4.16
Yogurt Griego Fresa 0% Grasa Negativo m 23.67 7.64
Yogurt Griego 0% Grasa Natural Negativo m 17.00 5.57
Yogurt Nifios Durazno Negativo m 16.67 6.43
Yogurt Nifios Vainilla Francesa Negativo m 15.00 4.58
Yogurt Nifios Fresa Negativo m 9.67 3.21
Yogurt Mix Fresa Negativo m 14.00 6.08
Yogurt Mix Vainilla Yopi Negativo m 12.00 3.61
Yogurt Yopi Fresa Negativo m 18.33 5.69
Leche Cultivada Negativo m 18.33 5.69
Yogurt Biofrutado Cocktail Frutas Vaso Negativo m  16.33 5.51
Yogurt Biofrutado Fresa Negativo m 14.67 4.73
Yogurt Biofrutado Pifia Linaza Vaso Negativo m 20.67 7.02
Yogurt Biofrutado Durazno Vaso Negativo m 14.33 4.93

(€D)] Resultado de tres repeticiones.
2 Promedio de tres repeticiones.
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Tabla 6: Agrupacién de las variedades de yogurt en la empresa ABC para la

prueba de desempefio analitico

Producto Presentacion Observaciones  Variedades Familias
Yogurt biodefensa 100 mL 1 1
Fresa Misma linea de
Yogurt biodefensa 100 mL produccion/sabores 2
Vainilla/ Vainilla diferentes
Light
Yogurt biodefensa 100 mL 3
Pifa
Yogurt biodefensa 100 mL 4
Fresa Frambuesa
Light
Yogurt biodefensa 100 ml 5
Kids Uva Mora
Yogurt biodefensa 100 ml 6
Kids Tutti Frutti
Yogurt Nifios 100 ml 7
Durazno B
Yogurt Nifios 100 ml 8
Vainilla Francesa B
Yogurt Durazno 946 ml/ 1.8L/180 ml/340g 9 2
Yogurt Fresa 946 mi/ 1.8L/180 ml/340g 10
Yogurt Vainilla 946 ml/ 1.8L/180 ml/340g 11
Francesa
Yogurt Licuma 946 ml/ 1.8L Texturas similares/ 12
Yogurt Guanabana 946 ml/ 1.8L Diferentes sabores 13
Yogurt Mora 946 ml 14
Yogurt Guindoén 946 ml 15
Yogurt Granadilla 946 ml 16
Linaza
Yogurt Ciruela 946 ml 17
Linaza
Yogurt Platano 946 ml 18
Yogurt Coco 946 ml 19
Yogurt Pifia Colada 946 ml 20
Yogurt Natural 946 ml 21
Yogurt 0% Lactosa 946 mL 22
Pifia Familiar
Yogurt MD Vainilla 946 ml Producto diferente 23 3
Francesa
Yogurt Griego 120 g 24 4
Durazno Textura
Yogurt Griego 1209 densa/Sabores 25
Blueberry diferentes
Yogurt Griego 120 g/500 g 26
Fresa 0% Grasa
Yogurt Griego 0% 500¢g 27

Grasa Natural
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<<Continuaciéon>>

Yogurt Nifios 100 ml Misma linea de 28 5
Durazno produccion/sabores

Yogurt Nifios 100 ml 29

Vainilla Francesa

Yogurt Nifios Fresa 120 g 30

Yogurt Mix Fresa 125¢g Textura similar 31 6
Yogurt Mix Vainilla 125¢/ 1009 32

Yopi

Yogurt Yopi Fresa 125¢g 33

Leche Cultivada 800 ¢g Producto diferente 34 7
Yogurt Biofrutado 140 ml Misma linea de 35 8
Cocktail Frutas produccién/sabores

Vaso diferentes

Yogurt Biofrutado 140 ml 36

Fresa

Yogurt Biofrutado 140 ml 37

Pifia Linaza Vaso

Yogurt Biofrutado 140 ml 38

Durazno Vaso

Ademas, se demostro la eficiencia de la metodologia de citometria de flujo en la deteccion
de dos cepas de levadura caracteristicas: Rhodotorula mucilaginosa y Torulospora
delbreueckii. El resultado de deteccion obtenido en el sistema D Count fue positivo (color
rojo) detectando la contaminacion para el nivel de concentracion de levaduras inoculadas
para las muestras analizadas por triplicado segln se aprecia en detalle en el anexo 5. Estos
resultados estan en concordancia con los obtenidos aplicando la metodologia de referencia
SDA, con los mismos volimenes de suspension y concentracion del contaminante y una
incubacidn de hasta 5 dias segun se puede ver en el anexo 6 y el promedio de resultados en
la tabla 7.

Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Laplace et al. (1993) quienes
reportan la deteccion de contaminacion de yogurt inoculado con levadura Sacharomyces
cerevisciae dando tiempos de deteccion similares a los encontrados en este estudio
empleando citometria de flujo. Los resultados hallados demuestran que la citometria de flujo
puede ser empleada como una herramienta predictiva para el control de calidad, ya que

brindan resultados en tiempos menores que los métodos convencionales.
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Tabla 7: Promedio de resultados de la Prueba de Desempefio metodologia SDA

Prueba de Desempefio Analitico

Muestr SDA 72h SDA5to  Muestra SDA 72h SDA 5to
a dia dia
Promedi Desviacié6 Promedi Promedi Desviacié Promedi
o Lotes n 0 o Lotes n 0
(ufc/ml)  Standard  (ufc/ml) (ufc/ml)  Standard  (ufc/ml)

YBDF1C1  266.67 56.86 >1000 YNF1C1 180.00 10.00 >1000

YBDF2C1  306.67 51.32 >1000 YNF2C1 146.67 23.09 >1000

YBDF3C1  260.00 52.92 >1000 YNF3C1 146.67 23.09 >1000

YBDF1C2  190.00 55.68 >1000 YNF1C2 140.00 52.92 >1000

YBDF2C2  210.00 26.46 >1000 YNF2C2 116.67 11.55 >1000

YBDF3C2  203.33 49.33 >1000 YNF3C2 213.33 15.28 >1000

YF1C1 136.67 37.86 >1000 YMF1C1 143.33 32.15 >1000
YF2C1 163.33 25.17 >1000 YMF2C1 136.67 30.55 >1000
YF3C1 273.33 58.59 >1000 YMF3C1 166.67 15.28 >1000
YF1C2 166.67 64.29 >1000 YMF1C2 136.67 37.86 >1000
YF2C2 180.00 60.00 >1000 YMF2C2 150.00 10.00 >1000
YF3C2 156.67 58.59 >1000 YMF3C2 106.67 11.55 >1000

YSLV1IC1  190.00 55.68 >1000 LCi1C1 190.00 10.00 >1000

YSLV2C1  140.00 36.06 >1000 LC2C1 153.33 20.82 >1000

YSLV3C1  263.33 35.12 >1000 LC3C1 156.67 55.08 >1000

YSLV1C2  210.00 26.46 >1000 LC1C2 160.00 36.06 >1000

YSLV2C2  240.00 52.92 >1000 LC2C2 163.33 37.86 >1000

YSLV3C2  146.67 30.55 >1000 LCi1C1 176.67 5.77 >1000
YGNI1C1 113.33 50.33 >1000 YBFVIC 233.33 51.32 >1000
YGN2C1 226.67 30.55 >1000 #BFVZC 216.67 56.86 >1000
YGN3C1 163.33 37.86 >1000 iBFV3C 220.00 10.00 >1000
YGN1C2 163.33 70.95 >1000 #BFVlC 190.00 10.00 >1000
YGN2C2 136.67 37.86 >1000 iBFVZC 186.67 23.09 >1000
YGN3C2 213.33 11.55 >1000 SBFV3C 190.00 10.00 >1000

Donde; YBDFC1y YBDFC2 corresponden a la familia 1 YFC1y YFC2 a la familia 2, YSLVCly
YSLVC2 a la familia 3, YGNC1 y YGNC2 a la familia 4, YNFC1y YNFC1 a la familia 5, YMFC1ly
YMFC1 a la familia 6, LCC1y LCC1 a la familia 7y YBFVC1y YBFVCL1 a la familia 8.



4.4. VALIDACION DEL METODO

La etapa de validacion del método consistio en realizar un total de mil analisis con muestras
de yogurt tanto con la metodologia de citometria de flujo como con la metodologia
tradicional SDA.

En los resultados de los andlisis mostrados en la tabla 8 se obtuvo un porcentaje de
concordancia de 99.68 por ciento entre la metodologia alternativa de citometria de flujo y la
de referencia SDA. Al obtener resultados con valores de concordancia mayores al noventa
por ciento, se puede considerar que ambos métodos son equivalentes. Por lo tanto, la
metodologia de citometria de flujo puede ser empleada como metodologia predictiva, ya que

se obtienen resultados validos en tiempos menores.

Los resultados indican que, del total de analisis, dos valores tuvieron desviacion negativa y
un valor tuvo desviacion positiva. EI primero indica que el resultado negativo con el método

de citometria difiere del de la metodologia.

4.5. APLICACION DE LAS COMPETENCIAS PROFESIONALES

El presente Trabajo de Suficiencia Profesional describe las actividades realizadas por el
Bachiller en Ciencias — Industrias Alimentarias en las empresas Quimica Suiza S.A. y QSI
Per S.A., desempefiando los cargos sucesivos de coordinador de linea, jefe de linea y key
account manager de unidad de negocios, a cargo de la representacion de los productos y
equipamientos de la marca bioMerieux- Industry, empresa transnacional de origen francés
dedicada al desarrollo de nuevas tecnologias para microbiologia industrial. La carrera de
Industrias Alimentarias permite el correcto desenvolvimiento dentro de la empresa tanto en

conocimientos como en competencias adquiridas.
Durante el desempefio profesional, se realizd la implementacion de distintos equipos de

microbiologia en empresas de alimentos de diferentes categorias. Para ello, se

implementaron analisis continuos de las industrias existentes, asi como de los productos
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Tabla 8: Resumen de resultados Etapa de Equivalencia

Resumen de Pruebas de Equivalencia de Producto

Muestra N°de D Count 30h Andlisis de Resultados
Anélisis Resultado Prom (- Valor (+)
() <100 >100 TN TP ND PD
Yogurt biodefensa Vanilla/ 24 22 2 22 2 22 2
Vanilla Light
Yogurt biodefensa Pifia 24 23 1 23 1 23 1
Yogurt biodefensa Fresa 6 6 0 6 0 6 0
Frambuesa Light
Yogurt biodefensa Kids 12 12 0 12 0 12 0
Uva Mora
Yogurt biodefensa Kids 18 18 0 18 0 18 0
Tutti Frutti
Yogurt Nifios Durazno B 30 29 1 29 1 29 1
Yogurt Nifios Vainilla 15 15 0 15 0 15 0
Francesa B
Yogurt Durazno 45 30 15 30 15 30 15
Yogurt Fresa 45 42 3 43 2 42 3 1
Yogurt Vainilla Francesa 18 17 1 17 1 17 1
Yogurt Lucuma 45 44 1 44 1 44 1
Yogurt Guanabana 30 28 2 28 2 28 2
Yogurt Mora 30 28 2 28 2 28 1 1
Yogurt Guindén 10 6 4 6 4 6 4
Yogurt Granadilla Linaza 30 30 0 30 0 30 0
Yogurt Ciruela Linaza 18 18 0 18 0 18 0
Yogurt Platano 30 29 1 29 1 29 1
Yogurt Coco 12 12 0 12 0 12 0
Yogurt Pifia Colada 6 6 0 6 0 6 0
Yogurt Natural 30 30 0 30 0 30 0
Yogurt 0% Lactosa Pifia 30 28 2 28 2 28 2
Familiar
Yogurt MD Vainilla 24 22 2 22 2 22 2
Francesa
Yogurt Griego Durazno 30 29 1 29 1 29 1
Yogurt Griego Blueberry 24 24 0 24 0 24 0
Yogurt Griego Fresa 0% 18 18 0 18 0 18 0
Grasa
Yogurt Griego 0% Grasa 24 24 0 24 0 24 0
Natural
Yogurt Nifios Durazno 30 29 1 29 1 28 1 1
Yogurt Nifios Vainilla 30 30 0 30 0 30 0
Francesa
Yogurt Nifios Fresa 30 30 0 30 0 30 0
Yogurt Mix Fresa 30 30 0 30 0 30 0
Yogurt Mix Vainilla Yopi 30 30 0 30 0 30 0
Yogurt Yopi Fresa 30 29 1 29 1 29 1
Leche Cultivada 30 29 1 29 1 29 1
Yogurt Biofrutado 36 35 1 35 1 35 1
Cocktail Frutas Vaso
Yogurt Biofrutado Fresa 36 36 0 36 0 36 0
Yogurt Biofrutado Pifia 30 30 0 30 0 30 0
Linaza Vaso
Yogurt Biofrutado 30 30 0 30 0 30 0
Durazno Vaso
N° de Analisis Total 970 927 41 2 1




elaborados y de los procesos que conllevan a la fabricacion de estos. Esto con el fin de
identificar los puntos criticos de control y los analisis microbiol6gicos que se requiere para
su liberacion al mercado. Para la realizacidn de estas funciones se pusieron en préactica los

conocimientos adquiridos durante los afios de estudio, tal como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Cursos y conocimientos adquiridos y aplicados en el desempefio laboral

Cursos Conocimientos adquiridos puestos en practica
Microbiologia de los alimentos Métodos de control microbioldgico
Analisis de Alimentos Metodologias de analisis de alimentos
Industrias carnicas Elaboracion de productos carnicos
Industrias lacteas Elaboracion de productos lacteos
Control de calidad Identificacidn de puntos criticos de control

Asimismo, para el presente Trabajo de Suficiencia Profesional se realizo la aplicacién de
una metodologia de identificacion microbiana en una empresa lactea, aplicando
conocimientos especificos de identificacion y deteccion de microorganismos, elaboracion y
control de calidad de derivados lacteos, que guardan relacion con las asignaturas mostradas
en la Tabla 10.

Tabla 10. Cursos y conocimientos adquiridos y aplicados en el control de calidad de los
yogurts analizados en la empresa lactea ABC.

Cursos Conocimientos adquiridos puestos en practica
Tecnologia de Alimentos | Conservacion y procesamiento de alimentos
Analisis de Alimentos Metodologias de analisis de alimentos
Microbiologia de los alimentos Métodos de control microbiolégico
Tecnologia de leche Caracteristicas fisicoquimicas de la leche
Industrias lacteas Elaboracion de productos lacteos

Finalmente, el desarrollo de capacidades y competencias durante la carrera, tales como
trabajo en equipo, busqueda y redaccion apropiada de informacion técnico-cientifica,
comunicacion, empatia y responsabilidad en el trabajo, entre otros, permitié un correcto
desenvolvimiento del bachiller en el centro laboral, asi como en la ejecucion exitosa de las

labores y actividades encomendadas
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V. CONCLUSIONES

La implementacion de la metodologia de citometria de flujo logré una reduccion del
tiempo de liberacion del yogurt al mercado desde 5 dias iniciales a 30 horas para

todas las variedades evaluadas.

Se comprob6 que la empresa contaba con instalaciones y personal calificado,
asimismo con un volumen de produccién y metodologias de analisis adecuadas para
realizar la implementacion de la metodologia automatizada de citometria de flujo

Chemunex D Count.

Los 38 diferentes tipos de yogures evaluados en la empresa lactea ABC fueron
compatibles con la metodologia de citometria de flujo D Count, para su

procedimiento de deteccion de levaduras en productos lacteos fermentados.

Se comprobd la eficacia de la metodologia de citometria de flujo en la deteccién de
02 cepas caracteristicas inoculadas con un tiempo de incubacion de 30 horas en los

8 grupos representativos de yogurt evaluados.

Se valid6 que el método alternativo de citometria de flujo es equivalente al método
tradicional Sabouraud Dextrosa Agar para el protocolo de deteccién de levaduras en
productos lacteos fermentados obteniéndose un porcentaje de concordancia de 99.68

por ciento en los resultados de ambas metodologias.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar estudios posteriores para probar reducir los tiempos de liberacion de yogurt
hasta 24 horas como se reporta algunos usuarios de esta metodologia para sus

productos de leches fermentadas.

Se recomienda realizar un estudio para buscar ahorro de tiempos de liberacion
implementando la metodologia de citometria de flujo Chemunex para otros

productos que maneja la empresa ABC tales como leche UHT y jugos en Tetrapack.

Realizar un estudio para relacionar el nimero de ufc hallado con el método
tradicional y los counts que reporta el equipo de tal forma de personalizarlo a los
productos en estudio.
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VIIl.  ANEXOS

ANEXO 1

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL SISTEMA D COUNT 25

D-Count® results

Sample results

Analysis not performed.

Negative result.

Positive result:

The sample contained at least 1 targeted microorganism before incubation.

An error occurred during the sample analysis.

D;j Refer to the D-Count”™ User manual (ref. 161150-630-A or later
version ) for more information.




PROCEDIMIENTO BIOMERIEUX 403 D711-02 DETECCION DE

ANEXO

2

LEVADURAS EN PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS

/;IEHIIHEX

—_— O-Count 25

Yeast detection in fermented milk product

Incubate yoghurt pot Reagents:
_ for minimum 24 h et 27.5°C £ 25°C | ChemSal S 418426 Sheath fluid
W Or ChemSol 5 50x 418521 Sheath fluid
ChemSal 81 Supplement 421277 Sheath fluid
Handshake well the yoghurt pot, ChesnSal A24/1 H0E-R2088-01 Salubilizafon buffer
open it and homogenize ChemSal B24 418429 Labefing bulfer
vigorously with a pipet ChemChrome V24 408-R1001-01 Labefing subsirate
C&F 406-Ra082-01 Auto-fuarescence reducer
1gof — - &mlof Cs0 S0G-R4TIZ01  Make products soluble
yoghurt (’Emnﬂnl A% CS24 kit (gticnal) H3R411101  Elimination of Bifidohacterium
interference
¥ CERIZ FI2R400501  Reducing powdes
Diilwent 11 506-RI085-01 Diluent for TSR
b |sored 501-R3079-01 PreEvent oxidation
Cleaning 5 S06-RIOTOZ  Inler andlyss ceaning
Artifoam H01-R3101-01 Prresvend fodim in wiatle boliles
Cleaning 3 418427 Cleaning selutian
Cap & Vortex
a Consumables:
k. A | 20 mb bubes H00-C1013-02 Sarmgling tube
T Stoppers 20 mL 00-C1012:01 Caps for 20 mlb lubes
ChemFilter 25 B00-C2004-01 25pmm Filtes
ChemFiler D17 H00-CH03-02 Filter for sheath battle
Sample must nof wait more than 20 minutes in the rack
Clean and pra Watar bath incubation before launching the batch.
warm the for & min. at
water bath 3rC: 2°C
"u_ -
, v
Drg.- the fubes \l Transfer the
befone sample in a e
transieming ChemFilter 25
the sample
- '
A C? O o o
No waiting time " 5 min. e e oyt
sfterthe end of | o at1500g I—-I w2 I—I
the centrifuge ﬁ,
A ' .
g For Bifidobactenium 1|'_‘.5le:rimll
product: 200p1 of
CS24A + CS24B 3[ | =
the pellet
e ‘on the pelle j_
{_H_ﬂ,,.r"‘*.l Ty +15 umpannmmd
¥ ¥ Discard
[ ChemFilter &
] supernatant




ANEXO 3
FICHA TECNICA AGAR SABOURAUD DEXTROXA BD

Q BD EEL Sabouraud Dextrose Agar c E

EEL Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol
LOOT452 = Rev. 12 = Octubre 2015

PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD [Opcionales)

INTRODUCCION
Sabouraud Dexrose Agar (agar dexirosa Sabouraud ) es un medio no selecivo para & cultivo y manienimientn de hongos
paldgenas y no pabigenos, en especial dermaiofics. Se logra selectividad mediante |la adicitn de coranfenical.

REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

1. Liouar Sabouraud Dexirose Agar Desps &n bubos A mediante sbulicdn en bafo Maria.” Enfriar a 48 = 80 “C y verter en
placas de Petn y dejar sobidificar durante como mimima 30 min.

“NOTA: Mo se recomienda uslizar un homo de microondas.
2. Inoccular muesiras representativas con los cultivos snumerados & coniinuacion.
a. Exiender en la superficie de agar 0,01 mL de asa calbrada uilizando cultivos de caldo fingioos (hasta 7 dias de
anigledad). Para Eschenchia ca¥, inocular un asa lena utilzando un culivo de caldo de sofa Trypéicase d= 18 a 24 h
diluido en propaorcidn 107
b.  Incubar los recipientes de pnesba a 25 = 30 °C en una aimdsfera asrobia. Las tapas deben estar fiojas en los medios
e los hubos y frasoos.
c. Induir agares incinados de Sabourawd Dextrose A&gar en cabdad de conteoles no selectivos cuando s= analios
Sabouraud Dextrose Agar con medios con doranfenioal.
MOTA: Trabajar con A. bastensis (ATCC 16304) en una cabina de seguridad bickogica.
3. Examinar los neopientes duranie un mdoimo de 7 dias para ver si presentan oecimienio y pigmeniaodn y en busca de
selectividad en &l medio oon cloranfenionl.
4. Resutados previsios
Para Sabourawd Dextrose Agar
Organismos de controd CLS [copas ATGC)

"Candice atbicams (S019...c.ooeen Crecimi=nio alas T2 h
*Trchophyion mentagrophydes (S533) .. Crecimienio a las 72 h
Para Sabowrawd Dextrose Agar con cloranfendool

“Asparpilus brasienos ATCC 16404 . Crecimismo

*Candica atbvicarns ATCC 10231 Crecimienio
*Trchophyion meniagmophpdes ATCC 5833 Crecimiznic

"Eschenchis ool ATOD 28822 Inkibician (parcial 3 completa)
“Cipa O GENESMD recomendads para contnod e calkiad del wuans.

CONTROL DE CALIDAD ADCIOMAL
1. Examinar los hubos o frasces como se describe en la secofn "Detenoro del producio”.
2. Examinar visualmente lps hibos o frascos representatioos para asegurarss de gue los defecios fisioos existenies no
an con e s
A EE:TI‘IIW el pH polenciométricamenie a ismperalura ambiente para verficar el cumplimienio de la espeoficandn de 5.6 =

4. Incubar tubcs o frascos representafivos. sin inooular a una temperata de 20 = 25 0y 30 = 35 °C y examinar después de
T dias en busca de contaminacicn microbiana.

INFORMACION DEL PRODUCTO
US0 PREVISTO

Sabouraud Dertrose Agar se uhliza en procedimientos cualia®eos para culeo de dermatofiios. Se incrementa la selectividad
del medio para hongos medi antes [ adician de doranfenicol.

RESLUMEN Y EXPLICACION

Sabouraud Dextrose Agar es un medio de propdsito general disefiada por Sabowraud pars o cultive de dermatoftos . Un bajo
pH ide B aproxi madamente) favorece el orecimienio de hongos, en especal los dermatofitos, con efedo

inkibidor para las bacienas contarmnanies en muesins clinkcas™. La adicdn de doranfenicol s una moddicacion dissfaca
para aumentar la inhibiocn bacienana ¥ posbilcar el aslamemio de muesins contamnadas e hongos cporfunisias que
CAUsan r::u::\:ru'hudlmm similares a la dermatofitosis pemo sensibies a la cidoheximida incluida en algunos medios fingicos
sEecinas .

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Sabouraud Dexrose Agar es un medio de peplona suplementado con dextrosa para favoecer el oecimisnio de hongos. Las
pepionas son fuentes de faciores de crecimienio nitrogenados. La dextrosa proporciona una fuente de enemgla para &

Loofasz 1 Espafial
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crecimento de microomganismos. El cloranfenicol es un antibidtion de amplio espectno oon efectn inhibidor para una amplia
wariedad de bacieras gram negativas y positivas cuando se agrega a b formula.

¥l REACTIVOS
Sabouraud Dextross Agar
Formula aprowimada™ par o te agua purificada
Digendo pancredion te CEsEina ... S0pg
Digendo peplico de ejido animal ... S0pg
Dextrosa ... afpg
fgar .. 150

“Ajuslada W aplemeniad o salisfacer ik crilerios O rendimeente.

Eabouraud Dexrose Agar with Chiormampheniool contiene 0,05 g de doranfenicol ademds de los demenios ensmerdos
aniencemente.

Advertencias y precaucionos

Para uso diagndsticn i wim.

Los tubos con tapas ajsiadas deben abrirse con cuidado para evitar iesiones por b rotura del widno.

En las muesiras dinicas puede haber microonganismas paligenas, coma los vins de la hepattis y el vines de
inrmunodesdciencia humana. Para la manipulacian de todos los elemenios confaminadas con sangre u otros ligucas corporales
deben seguirss ks “Precaucionss estandar™ " y las drectrices del cento. Después. de sy utiizanon, los lubos preparadas, os
recipienies de muesias y oims materiales contaminados deben esienlizarse en autodase anies de ser desechados.
Instrucciones para ol almaconamisnbo

i) pecioir los fubos, almacenarios en un lugar oscuro a 2 = B %5, Mo congelar ni sobrecalentar. Mo abnr hasta gue s= vayan a
utilizar. Reducir al minima @ exposicion a la luz. Los medios &n tubos almacenados como se indica en sus eiquetss hasta
momenios anles de su wilizacion pueden ser moculados hasta la fecha de caducidad e incubados durante los pericdos de
inculacion recomendados. (un maxima de § s=manas para los medics micologicos ). Dejar gue = medio se calens a
temperaiura aminente antes o 3 Inooulcn.

Doterioro del producto

Mo usilizar los tubos i muesiran evidenca de confaminacion microbiana, decoloracon, deshidrataciin o cualquier oiro signo
de detemarn.

Wil RECOGIDA ¥ MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Laz muesiras adecuadas para aﬂnn‘?uetn manipularse mediante diverses técnicas. Para obtener informacion detallada,
consultar los fextos comespondientes™ ', Las muesiras. deben obtenerse antes de administrar los agentes antimicrobianos.
Deben adoptarse las medicas necesarias para un fransporte inmedialo al laboralono.

X PROCEDIMIENTO
Material suministrado
Eabouraud Dexrose Agar o
Sabouraud Dexrose Agar with Chioramphenicol
Materiales necesarios poro no suministrados
Medios de cultvo aunliar, reactios, organismos para el control de calidad y el equipo de laboratonio gue se reguiesa.
Procedimiento de andlisis
Empilear tonicas. asépticas.
Liouar el agar contenido en los tubos A mediante ebullicitn &n bafo Maria®, degar enfriar a 48 = 50 “C y verier &n placas de
Pein. Dejar sobdificar durane & mencs 30 min.
Gon placas y frascoos, extender la muestra tan pronio como s=a posible después de recibiria en ef laboraiono, mediante un asa
de inoculacion esiéril para oblensr colonias asladas. Consultar las refenencias comespondientes para oblener informacidn
acerca del procesamients & inooulacien de muestras™,
Los agares inclinados en tubo preparados estan dsefiados para uso con culttvos puros con fines. de mantenimienta y otros
propdsitos.
Los medios pueden inocularse hasta la fecha de caducidad & incubarse duranke un maximo de § semanas.

Fara & aislamiento de hongos de muesiras polenciaimente comtaminadas, se debe inooular Ln medio selectiv junda con unG
no selecivo. Incubar los recipientes 3 25 = 30 “C con mayor wmedad. Todos los culives deben examinarss al menos una vez
pOf SEMAana para ver s presentan crecimisnio fingioo y deben mantenerse durante 4 = § ssmanas antes de ser inbepretados:
MO NEgANDS.

*HOTA: Mo se recomisnda ublizar un homo de microondas.

Conkrol de calidad del wsuaric

Véazs “Procedimientos de confrol de calidad”.

Cata iote de medios se ha probado con los microorganismos de confrol de calidad adecuados mediante una prueba que
cumple s especificacones del producio y los onterios apkcables del CLEL Como sempre, las pruebas de oontrol die calidad
sz deben llevar a cabo conforme a la nommatva local, estatal, federal o nacional aplicable, a los requisiios de los organismos
de acredtacion Yo a ks procedimienios estindar de conirol de caboad del laboratong.

Rilurgle rd 2 Espahal
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S deberia ullizar un sectrodo suficieniemente pegueio como para entrar en los ubos pam delerminar = pH
poienciométricamente de los medios &n ubos, frascos y medios Mycoflask. En los medios sdlidos o s=misdidos, la punta del
elecirodo deberia estar colocaca en la parie central de la masa de agar.

RESULTADOS
Después de una incubacion sufidente, los recipisnies deben mosirar colonias aisladas en dreas extendidas y crecmiento
confluenie en dreas de inooulacin tensa.
Puede ser necesano transfenr el orecimienio de ios agares incinadas a medios en placa par oblener culivos puros de
hongos.
Examinar los recipientes para ver s presentan colonias de hongos con morfologla tipica micosodpica y de colonias ™. Las
pneshas bioquimicas y procedimientos: seroldgicos deben nealzarss para confrmar os hallegos.
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Ex posible gue alguncs Wiwwmmmrnnstmmn BN Enie medio cefcio al ako
comenido de carbohidraios™.
Para su idenSficacidn, los omganismos deben encontrarss en un cultivo puro. Deben llevarse a caba psshas mordokgicas,
bioguimicas o serolbgicas para lograr m%mﬁlfﬂi Consultar los teiios comespondienies para cbbener infarmacian
detaliada y proosdimientos recomendados
CARACTERISTICAS DE REMDIMIENTO
Sabouraud Dextrose Agar
dgries de su lanzamiento al mencada, iodos los loles de recpientes de Sabourawd Dexirose Agar se somelen a preeba para
delerminar sus caracienslicas de rendimismio. Medianie un asa calibrada ce 0,01 mil, == inooulan muestras representativas
del lofe con culives de caldo fingicos recienies de Trchopinpion mentagrophytes (ATCC 9533 y Candida albicans (ATCC
E01503). Se edectin la bsctura de ks recipientes para ver 5| FESentan crecimiento ¥ pigmentacidn de colonias despuss de 2, 5
y 7T dias de incubacitn a 25 = 30 “C. & alhicans presenta credmiendo entne medic y tensa, 0an colanias de calor blanco a
blanoo gnsaceo. T. meniagrophydes presenta un credmiendo de promedio a denso, con colonias de oolor blanoo a blanco
grisacens/marmon dar.
Sabouraud Dextross Agar with Chioramphenicol
imies de su lanzamiento al mencada, iodos los loles de Sabouraud Dextrose Agar with Chiorampheniool se someten a prueha
para delerminar sus caracienshoas de rendmisnio. Medanie un asa calibrada de 3,01 mil, s=2 moculan muestras

tatvas del lole con cultivos en caldo fingicos recientes de Trchophyion mendagophydes (ATCC 9533), Canoda
albicans (ATCC E0193), Aspapilus basiensis (ATCC 16404) y oultive de caldo de sofa Trypticase de Eschenchia ool

(ATCC 28822). Se edectin la lsctura de los recipientes para wer 5i presentan crecimiento y pigmentacidn de colonias después
de 2 By T dias de incubacion & 28 = 30 “C. & albicans presenta credmienio entne medio y ternsa, oon ocolonias de oolar

blanoo a blanco grisdcen. T. manfagropiyfes presenta cregmienta de promedic 3 denso, oon colonias de color blanoa a
blanoo gnsaceoimarmdn daro. A. hrasilenss presenta orecimienio de medio a densa, on colonias de colar maman a negro. El

crecimisnio de E. ool es leve 0 es5th completamente inhibido.

DISPONIBILIDAD

N* de cat.  Descripoién

2z BD BBL Sabouraud Dexrose Agar Slants, pot. de 10 ubos de @mafo A

2310m3 BD BEL Sabouraud Dexirose Agar Slants, ca@ de 100 tubos e tamaiio A

286182 BD BEL Sabouraud Dexrose Agar Desps (Fowr Tubes), 20 mlL, caja de 100 tubos de @mafo &
Z2135 BD BEL Sabouraud Dexrose Agar, frasoos Mycoflask, pgt oe 10

LB BD BBEL Sabouraud Dexrose Agar with Chiommphenicol Slants, caja de 100 fubos de amafio A
24 BD BEL Sabourawd Dedrose Agar with Chioramphenicol, frascos Myocoflask, pgt. de 10
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ANEXO 4

RESULTADOS DE LA ETAPA DE COMPATIBILIDAD DE PRODUCTO

Prueha de Compatihilidad de Producto

D Count 30h DA 5d
Muestsa Promedio | Deswiacion
Late 001 Late 002 Lote 003 Lote 001 | Lote 002 | Lote 003 Lotes Standard
Yogut biodefensa Fresa Megtivo Hegtivo Megtivo 12 ] 15 11.67 3.51
T ogurt hiodefensa Vainillk/ Vaindla Lisht  |Negativo M egativo MNegtivn i fi 4 f.00 2.00
Yogut hiodefensa Pifia Negtivo Negativo Negativo 5 15 15 11.67 5.77
Yomut biodefensa Fresa Frambuesa Light  |[Negtivo N egativo Negtivo 12 1a 14 1200 2.00
Yoot bindefenes Fids Uva Mom MNemtivn N egativo Negtivo 12 14 ] 16.33 5868
Yoot biodefensa Kids Tutti Frutti Megtivo HMegtivo Megtivo ] 16 7 10.33 4.03
Y ogurt Nifios Durazoo B MNegtivo N egativo MNemtiv 11 9 13 11.00 2.00
¥ ogurt Nifios Wainilla Francesa B MNegativo MNegatiw MNegativo 12 10 14 1500 3.6l
Y oqut Durama MNegmativa N egativo MNegtivo ] 12 15 1533 3.06
Yoot Fresa MNegtivo Megtivo MNegtivo 14 M 12 16.67 6.43
Yoot Vainila Francesa Megativo Megativo Megativo 12 5 17 11.33 6.03
Yot Licurs Megmtivo Negtivo Negtivo 4 20 18 14.00 372
Yomut Guandbana MNegativo MNegatiwo MNegativo 14 26 26 22.00 6.93
Y omut Wora MNegmtiva N egativo Negtivo 15 a5 18 15.00 5.00
Yogut Guindon MNegtivo Megtivo MNegtivo 26 14 2 20067 6.11
Yogut Granadilla Litaza MNegtivo M egativo MNegativo 23 12 14 16.33 5.86
Yomut Cimel Linaza MNemtivn Negtivo Negtivo 20 12 9 1367 5.6
Yomut PHtann Negtivo Negtivo MNegativo 14 12 18 14.67 3.06
Yoot Coco MNegtivo N egativo MNemtiv fi 12 1a 11.33 5.03
Yogut Piia Colada MNegtivo Megtivo MNegtivo 11 12 9 10.67 1.53
Yogut Matuml Megmtivo N egativo MNegtivo il 12 8 867 3.06
Yomut 0% Lactosa Pifia Farrdliar MNegmtivn N egativo Negtivo 3 i 16 10.00 5.28
Yogut MO Vainila Francesa Megativo Megativo Megativo 11 12 153 12.00 1.00
Yogut Giiego Durazno MNegtivn N egativo MNemtiv 22 30 23 2500 4 3f
Yogut Griego Blucherry MNegativo MNegatiw MNegativo 13 20 12 16.67 4.16
Yomut Griego Fresa 0% Grass MNegmtiva N egativo Negtivo a2 3 17 2367 764
YVogut Grego 0% Grasa Natural Negtivo Negativo Negtivo 23 16 12 17.00 5.57
Y ogurt Nifios Duraznn MNegtivo M egativo MNegativo 12 M 14 1667 f.43
¥ ogut MNifing Vainilla Frahcesa MNegtivo N egativo MNemtivo 14 20 11 15.00 4.58
¥ omut Nifios Fresa Negtivo I egativn MNemtivo 11 12 il 067 3.21
Yoot Il Fresa MNegativa I egativo Negtivo 1& 7 17 14.00 .08
Yoot IMix Vainila ¥opl MNegtivo Megtivo MNegtivo ] 11 16 12.00 3.61
Yogut ¥opi Fresa MNegtivo M egativo MNegtivn 23 20 12 18.33 5.69
Leche Cultivada MNemtivn Negtivo Negtivo 20 23 12 1833 5.6
Yot Biofntado Cocktail Fntas YVasa MNegativa N egativo Negativo 11 16 Y 16.33 5.51
Yomout Biofntado Fresa MNegativa I egativo Negtivo 13 11 20 14.67 4.73
Yogut Biofirutado Pifa Linaza Vaso Megtivo Hegtivo Megtivo 20 28 14 20,67 7.02
Yogurt Biofrtado Duraznn Vaso Memtiw MNegativo Memtiwm 20 12 11 14.33 493
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ANEXO 5

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE DESEMPENO ANALITICO EN EL
SISTEMA CHEMUNEX

Batch Pruebas Desempefio Analitico Date 2018-08-25 Manager
Session 2018-08-25 Aplication DC25-A711-02 FCI1840004FP
# SamplelD Time Lot Numboer Sampling Manuf Comrents Countsfml
1 TNeg Ol 09:30:05 1
2 YEDF 1C1 0932:19 L J
3 YBOF2CL 093433 -
4 YBOF3CL 09:36:47 L
= YBOF 12 093903 L4
[S] YEDF2C2 09:471:19 L
7 YBOF3C2 09:43:34 L
a YF1C1 09:45:49 @
=1 YF2C1 09:48:03 o)
10 YF2C1 095020 L J
11 YF1C2 095244 L J
12 YRE2CZ 095450 L
13 YF3C2 0957:13 L 4
14 YELWVICL 095928 *
15 YEWV2CL 10:01:43 L]
16 YEVECL 10:03:58 L J
17 YLVIC2 10:06:13 L J
18 Y22 10:08:29 ®
1 YRR 10 1044 L J
20 YAN1C1 10:12:58 ®
21 YaEcl 10:15:12 L]
22 YQUECL 10:17:27 -
23 hietuler 1O 12 L J
24 Y22 10:21:56 L]
25 PosCal 10:24:11 D
User | Ready ’;ueﬂg.!!::")x 16:58
— EEEs . S ®
e o - onyee o ETEnon Manos Daxa Quie Sromslmisux
Batch PruebasDesempefio Analitico Date 2018-08-25 Manager
Session 2018-08-25 Aplication  DC25-A711-02 FCI1840004FF
Data Management
# SampleID Time Lot Nurnber Sampling Manuf Coments Counts/ml
1 Neg Qi 10:55.09 ]
2 YaNEC2 10:57:24 @
3 YKF1CL 10:59.40 -
4 YRF2CL 11:01:55 L]
5 YIKFICL 11:04:11 ®
& YKF1C2 11:06:26 L]
7 YRF2C2 11:08:41 L
= YRF3C2 111055 L]
=) NYF2CL 11:13.09 ®
10 YFEC1 11:1523 L]
11 YFLCZ 11:17:38 L4
1z NFRC2 11:19:52 L4
13 piac e 11:22:06 L ]
14 YMF1CL 11:24:21 ®
15 NMF2CL 112637 L J
16 YMF3ICL 11:2852 L
17 YMF1C2 11:31.07 L]
18 YMF2(2 11:33:22 L]
19 YMF3C2 11:3537 L
20 LC1C) 11:37:53 -
21 LC2C1 11:40:08 ®
22 LC2C 11:42:23 L]
23 L2 11:4439 L
24 Terler] 11:46:54 L
25 PosOm 11:49:09 L
User Ready Ig;llm L"L‘!Ef 16:58
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O Coune 28

ME e Ux

Batch Prucbas Desempefio Analitico Date 2018-08-25 NManager
Session 2018-08-25 splicatian DC25-A711-02 FCI1240004FF
Data Management

# SamplelD Time Lot Nurnnber Sampling Manuf Coments Counts/ml
1 Neg Ol 12:02:24 O
2 L1 12:04:39 L4
3 YEFVLCL 12:065:54 [ )
4 YEFWV2CL 12:02:08 L4
5 YEFVECL 121123 L
& YEFV1C2 12,1338 L]
K YERV22 121552 L4
a YERVIR 121807 L4
=] Pos Ol 122022 L4

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

User Ready™ SenEmunNEX 15:58



ANEXO 6

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE DESEMPENO ANALITICO PARA LA
METODOLOGIA SDA

Prueba de Desempefio Analitico
SDA 5d
Muestra
Lote 001 Lote 002 Lote 003 Promedio Lotes
YBODFLCL 220 250 330 266.67
YBDRF2CL 250 350 320 306.67
YBDF3CL 280 200 300 260.00
YBODFLZ2 180 250 140 190.00
YBDF22 220 180 230 210.00
YBDF3Z2 180 260 170 203.33
YF1CL 120 110 180 136.67
YF2CL 160 190 140 163.33
YF3CL 230 340 250 273.33
YF1Z2 140 240 120 166.67
Y222 120 180 240 180.00
Y32 90 200 180 156.67
YsSLWICL 130 200 240 190.00
szl 110 130 180 140.00
YSLW3CL 260 230 300 263.33
Yol 230 220 180 210.00
sz 200 300 220 240.00
Y32 140 120 180 146.67
YON1CL 60 120 160 113.33
YON2CL 220 200 260 226.67
YGN3CL 190 120 180 163.33
YEN1C2 100 240 150 163.33
YoN2C2 110 120 180 126.67
YoN3C2 220 220 200 213.22
YKFLCL 120 130 200 150.00
YKFR2C1 130 120 170 140.00
YKF3CL 200 190 100 163.33
YKFLZ2 190 180 190 186.b7
YKR2Q2 140 120 120 126.67
YKF32 100 120 130 116.67
YF2CL 180 170 190 180.00
YF3CL 160 120 160 146.67
YF1Z2 200 120 100 140.00
Y22 130 110 110 116.67
YF32 200 230 210 213.33
YMF1CL 130 120 180 143.33
YMPF2CL 110 170 130 136.67
YMF3CL 180 170 150 166.67
YMF12 120 110 180 13b6.67
YMF22 150 160 140 150.00
YMPF3Z2 100 120 100 106.67
LC1CL 200 180 190 190.00
L=2Ccl 170 160 130 153.33
L3CL 120 130 220 156.67
L1c2 190 170 120 160.00
=22 180 120 190 163.33
L1 180 180 170 176.67
YBRVICL 220 190 290 233.22
YBRV2CL 200 170 280 216.67
YBRV3CL 230 220 210 220.00
YBRVLCZ2 190 180 200 190.00
YBRV2(2 160 200 200 186.67
YBRWV3Z2 200 180 190 190.00
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