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Resumen

Las esporas de Bacillus cereus son una preocupacion para la industria
alimentaria debido a su alta resistencia al procesamiento y a su capacidad para
sobrevivir en condiciones propias de los procesos productivos. Esta monografia tuvo
como objetivo realizar una revision bibliogréfica sistematica, sobre aspectos de su
biologia, taxonomia, alimentos que contamina y metodologias para detectar, prevenir y
controlar este microorganismo, aunado a ello, su incidencia en los procesos de
fabricacion de Harinas de trigo y arroz. Métodos utilizados para detectar y cuantificar
Bacillus cereus y enterotoxinas, asi como cereulidas se compilan en este documento y
ademas informacion relevante para poder dilucidar los mecanismos de inactivacion de
las esporas bajo ultrasonidos, combinado con tratamientos térmicos (termosonicacion,
TS), con tratamientos de presién (manosonicacién, MS), y con tratamientos térmicos y
de presion (manotermosonicacion, MTS). Las técnicas moleculares basadas en la PCR,
tienen como ventaja, una mayor rapidez y seguridad en la identificacion del
microorganismo, e incluso permiten su cuantificacion mediante PCR a tiempo real (Q-
PCR), sin embargo a pesar de que existen muchos estudios recientes sobre nuevas
alternativas de deteccion de patégenos transmitidos por alimentos, no se ha podido dejar
atrés aquellas que representan sobresfuerzo y sobrecosto, como lo es el caso del
precultivo. Por esa razon se debe aumentar los esfuerzos e investigar mas a fondo, todas

estas nuevas herramientas que ofrece la ciencia y la biotecnologia.

Palabras Clave: Cereulida, control microbioldgico, Enterotoxina, patdégeno,

PCR, superficies hidrofobas, técnicas moleculares.



Abstract

Bacillus cereus spores are a concern for the food industry due to their high
resistance to processing and their ability to survive in conditions typical of production
processes. The objective of this monograph was to carry out a systematic bibliographic
review on aspects of its biology, taxonomy, contaminating foods and methodologies to
detect, prevent and control this microorganism, in addition to its incidence in the
manufacturing processes of wheat and rice flour. Methods used to detect and quantify
B. cereus and enterotoxins, as well as cereulides are compiled in this document and also
relevant information to be able to elucidate the mechanisms of inactivation of spores
under ultrasound, combined with thermal treatments (thermosonication, TS), with
treatments of pressure (mannosonication, MS), and with heat and pressure treatments
(manothermosonication, MTS). Molecular techniques based on PCR have the
advantage of greater speed and security in the identification of the microorganism, and
even allow its quantification by means of real-time PCR (Q-PCR), however, despite the
fact that there are many recent studies on new alternatives for the detection of foodborne
pathogens, it has not been possible to leave behind those that represent overstrain and
cost, such as preculture. For this reason, efforts should be increased and further research

should be carried out on all these new tools offered by science and biotechnology.

Key Words: Cereulide, microbiological control, Enterotoxin, pathogen, PCR,

hydrophobic surfaces, molecular techniques.
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Introduccion

Las especies de Bacillus son formadores de esporas Gram-positivas frecuentemente
encontradas en el suelo. Se detectan con frecuencia en materias primas agricolas y
también en los procesos productivos de la industria alimentaria. La aparicién de dichas
bacterias, ha sido de particular interés en harinas y productos de panaderia, puesto que
poseen propiedades lipofilicas y forman endoesporas resistentes al calor, (Anderson,
1995). Bacillus cereus se relaciona con dos tipos diferentes de intoxicacion alimentaria:
el emético y el sindrome diarreico (Stenfors et al., 2008). EI sindrome emético es una
intoxicacién causada por ingerir una sustancia termoestable Ilamada Cereulida de toxina
emética, (Ehling et al., 2004). El diarreico es una infeccion causada principalmente por
enterotoxinas Nhe (enterotoxina no hemolitica), Hbl (hemolisina BL) y CytK
(citotoxina K) formada dentro del intestino humano al ingerir células vegetativas o

esporas de Bacillus cereus (Ceuppens et al., 2010).

Por otra parte, la contaminacién de las lineas de produccion es de suma
importancia debido a que este tipo de bacterias se adhieren a las superficies de los
equipos, que comunmente se conocen como biopeliculas, las cuales pueden
desarrollarse en diferentes tipos de superficies de acero inoxidable de equipos abiertos
y cerrados, pisos, estructuras en goma, etc., debido a que las células se encuentran
adheridas en sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y que ademas forman un gel
altamente hidratado capaz de crear una alta resistencia a tratamientos fisico-quimicos
utilizados en los procedimientos de limpieza y desinfeccion, (Faille et al., 2014).

Bacillus cereus forma biopeliculas bajo estatica y en condiciones de flujo,
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especialmente en la interfaz aire-liquido, ademas producen varias cantidades de EPS,

pero también de ADN, aspecto que tiene mucho que ver en la creacion de biopeliculas.

Generalmente la deteccion y cuantificacion de este patdgeno de alimentos se
realiza por técnicas convencionales de precultivo y cultivo, dichas técnicas consumen
mucho tiempo y, en ocasiones, llevan a identificaciones erroneas. En este documento se
ha desarrollado diferentes métodos para la deteccién y control, basados en la técnica de
la PCR, ademas se plantea nuevas alternativas que van de la mano con la biotecnologia,

llevadas a cabo por estudios cientificos recientes referentes a este tema.
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Planteamiento Del Problema

La harina es un producto muy importante en la industria alimentaria, el mundo esta
experimentando un aumento significativo en la industria global de las harinas, tanto en
capacidad de produccién, como en al aumento de la demanda, convirtiéndose en un
producto necesario para la elaboracion de alimentos. El uso de esta materia prima en
diversos procesos productivos hace que la calidad sea un factor primordial en la cadena
productiva. Uno de los problemas més sensibles, y que se presenta al interior de las
empresas molineras, es la contaminacion bioldgica por Bacillus Cereus, (Sanchez y
Correa, 2016) afirman “esta es una bacteria genéticamente diversa que se encuentra en
el ambiente y contamina los alimentos, afectando la salud humana al ingerir el
microorganismo”. Posee la habilidad de sobrevivir en diferentes ambientes y en
condiciones de estrés, lo que hace muy dificil para la industria molinera, exceptuarla de

sus alimentos (Anderson y Rénner, 1995, p.145-155).

La alteracién puede ocurrir rapidamente, si la calidad del agua y la limpieza de
los utensilios empleados en la reconstitucion, no son los adecuados, aunque la cantidad
puede controlarse y reducirse en cierta medida, su eliminacion total resulta imposible

(Stenfors, 2008).

Entre los alimentos més susceptibles de ser contaminados, se encuentra las
harinas, las carnes, leches, quesos y verduras (Sanchez y Correa, 2016). Los procesos de
elaboracion de harinas son muy susceptibles a esta contaminacion, ya que esta es una
bacteria ubicua, encontrandose en suelo, polvo, ambiente y es de facil propagacion

(OPS/OMS, 2016).
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Los principales factores que contribuyen a la contaminacién son; temperatura de
coccidn inadecuada, equipos contaminados y condiciones higiénicas deficientes, en
lugares de procesamiento de alimentos (Bhunia, 2008). Las esporas resisten altas
temperaturas y condiciones ambientales extremas como; congelacion, calentamiento,

secado y radiacion (Bottone y Sarrias, 2010).

Este microorganismo puede adherirse a superficies (especialmente las
superficies hidrofobas), (Klavenes, 2002), incluido el acero inoxidable, material
ampliamente utilizado en las plantas de alimentos, lo que facilita mas su permanencia.
(Jullien, 2002). Todos los alimentos, ingredientes o materias primas estan contaminados
con esta bacteria, la dosis infectiva es de aproximadamente 105 UFC/g (OPS/OMS,
2016). Un alimento que contenga mas de 104 UFC/g de Bacillus cereus no es apto para
su consumo (Alimentaria AS, 2010). Los contaminantes existentes no cambian el
aspecto ni caracteristicas de los alimentos, es por esto que en ocasiones pasa

inadvertida.

La cereulida, producida por Bacillus cereus, es una pequefia toxina depsipéptida
altamente resistente, a la cual se enfrenta la industria alimentaria. Este patdgeno puede
ingresar a las areas de produccion en cualquier etapa de la cadena productiva. (Katia R,

Katharina S, Ute Messelh&usser, Monika E, 2020).

Como sintesis de esta problematica surge este interrogante; ¢Cual es la
incidencia de la contaminacion por Bacillus Cereus, en los procesos industriales de

fabricacion de harinas de arroz (oryza sativa) y trigo (Triticum spp) a nivel global?
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Justificacién

Uno de los principales retos para las empresas productoras de alimentos es garantizar la
inocuidad de sus productos, de tal manera que no se excedan los niveles establecidos de
microorganismos patdgenos y que no se afecte la salud de los consumidores (Logan

NA, 2011).

La deteccion de este microorganismo es de caracter obligatorio en alimentos
pulverizados, ya que causa intoxicaciones alimentarias. Es necesario contar con
herramientas adecuadas de deteccion y rapido diagndstico. Gracias a estudios cientificos
de los ultimos afios en materia de biologia molecular, la PCR mdltiple es una alternativa
especifica, rapida y segura la deteccion (Sanchez J, Correa M, Castafieda-Sandoval LM,

2016).

Se han obtenido avances considerables en la comprension de la biosintesis de
toxina de cereulida, pero falta una vision general del conocimiento actual sobre esta,
con respecto a la perspectiva de la industria alimentaria (Katia R, Katharina S, Ute

Messelhdusser, Monika E, 2020).

La produccién, asi como datos precisos sobre fuentes de contaminacion y
factores que promueven la formacion de toxinas, se necesitan con urgencia para

prevenir la contaminacion (Katia R, Katharina S, Ute Messelhédusser, Monika E, 2020).

Teniendo en cuenta que la informacion sobre la prevalencia de este

microrganismo en el procesamiento de harinas es muy limitada ( Dosea R, Marcellini
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P, Santos A, Dantas A, Silva L, 2010), se requiere de iniciativas de investigacion, que
generen documentos con informacion clara y actualizada, sobre esta problematica, ya
que es de vital importancia para la optimizacién de los procesos y serviré de referente
para personas relacionadas con los sectores de la industria alimentaria, la salud y los
organismos de salud publica, que puedan implementar acciones de mejora en el control

microbioldgico de los alimentos (Sanchez J, Correa M, Castafieda-Sandoval LM, 2016)
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Objetivos

Objetivo General:

Realizar una revision bibliogréfica critica de informacidn relacionada con la
contaminacion por Bacillus Cereus y su potencial impacto en los procesos industriales

de elaboracion de harinas de arroz (oryza sativa) y trigo (Triticum spp).

Objetivos Especificos:

Sintetizar informacion actualizada sobre este microorganismo (Bacillus Cereus),
aspectos relevantes, su biologia, genética, toxinas y sus efectos en el humano, y los

alimentos susceptibles de contaminacion por esta bacteria.

Analizar el comportamiento del Bacillus cereus, en los procesos industriales de
fabricacion de harinas de arroz (oryza sativa) y trigo (Triticum spp), aunado a ello,

comprender cada una de las fases que intervienen en el proceso de elaboracion de

Determinar que métodos o técnicas existen para detectar, prevenir y controlar

este microorganismo Yy sus toxinas en los alimentos.
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Metodologia.

Para poder llevar a cabo la presente monografia que tiene como principal objetivo
realizar una revision bibliogréafica sistematica, se planted una serie de pasos y
actividades que contribuyeron a la obtencion de la informacion y la profundizacion
sobre el estudio a desarrollar en relacion con la contaminacién microbiana de los
alimentos por Bacillus Cereus, aunado a ello se utilizaron tecnicas y herramientas que

permitieron alcanzar los objetivos propuestos.

Planteamiento del problema de investigacion.

Luego de plantear un tema en general demasiado amplio, en este caso la contaminacion
bioldgica de los alimentos, se quiso elegir un subtema del cual surgen muchos
interrogantes y que ademas conlleva a una problemética muy sensible que causa
afectacion directamente en los procesos de alimentos. A pesar de que existen muchos
antecedentes y varios estudios cientificos sobre este tema, hace falta obtener enfoques
mas recientes y profundos sobre dicho tema, que conlleve a tener una vision mas amplia

de como contrarrestar sus efectos.

Preguntas de investigacion.

Luego de definir cuél problematica seria el enfoque de este trabajo y cuéles serian los

lineamientos se procede a plantear los siguientes interrogantes:

e ;Cual es el objetivo principal de esta investigacion?
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e ;Cual es la importancia de llevar a cabo esta propuesta?

e ;Cudl es alcance de esta propuesta?

e ;Qué recursos se tienen disponibles para el desarrollo de esta propuesta?

e (Qué bases de datos son pertinentes para realizar una revision bibliogréfica
sistematica?

e ;Cual es la situacion actual de esta problematica, en este caso la contaminacion
por Bacillus Cereus en los procesos productivos, a nivel mundial?

e Cuales son los antecedentes sobre este tema, en los Gltimos 10 afios?

e ;Qué estudios cientificos se han llevado a cobo sobre esta problematica?

e Cuales son las caracteristicas de la bacteria Bacillus Cereus?

e Cuales son los entornos empresariales donde se evidencia la presencia de dicha
bacteria?

e ;Cuales son los factores que favorecen el crecimiento de esta bacteria?

e (Qué afectacion produce la contaminacion por esta bacteria en la industria
harinera de trigo y arroz?

e ;Cuales son las etapas que intervienen en el proceso de fabricacion de harinas de
trigo y arroz?

e (Qué tecnicas o procedimientos existen para la deteccion y cuantificacion de este

microrganismo?

Fuentes de datos.

Por medio de palabras clave como; contaminacion microbiana, Bacillus cereus

contaminacion, Bacillus cereus en la industria, Bacillus cereus industria harinera,

Bacillus cereus en el arroz, Bacillus cereus en el trigo, Cereulida en la industria,



proceso de fabricacion de harinas, deteccion de patdgenos, biotecnologia alimentaria

etc., se realizd una extensa revision bibliogréafica en las bases de datos:

e Scielo
e \Web of Science
e Science Direct

e Google Académico

19
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Bacillus Cereus.

Figura 1. Morfologia Bacillus Cereus. (Fotografia) Alamy.es

Caracteristicas Generales

Bacillus (B.) cereus sensu lato (s.l.) es un grupo de Grampositivo, facultativo
anaerobico, catalasa positiva, formadora de esporas y bacterias en forma de varilla.
Actualmente incluye una variedad genéticamente estrecha de especies filogenéticas, con
caracteristicas fenotipicas y patogénicas distintas (Ehling-Schulz et al., 2011a, 2019;

Okinaka y Keim, 2016).

En la tabla 1 se encuentra informacion méas detallada de este grupo, esta clasificacion
tiene como principal caracteristica el “termotipo”, ademas diferencias entre la habilidad

de crecer a altas o bajas temperaturas (Carlin et al., 2010).
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Tabla 1. Los siete grupos genéticos de Bacillus cereus y sus principales caracteristicas.

Grup  Especies Asociado a Temperatur Resistencia Observaciones
0 incluidas intoxicacione a de las
s esporas
alimentarias
| B. NO 10-40° Desconocid  Mesofila
pseudomycoides a
I B. Cereus 11 B Si 7-40° Mediana Muchas cepas
Thuringiensis son
Psicrotolerante
S
i Cepas eméticas Sl 15-45° Alta Mesofila
De Bacillus.
Cereus 111 B
Thuringiensis 111
B anthracis
v Bacillus Cereus IV SI 10-45° Mediana Mesofila
B
Thuringiensis IV
\ Bacillus cereus Sl 8-40° Mediana Mesofila
V,B
Thuringiensis V
Vi B. NO 5-37° Baja Todas las
weihenstephanensi Cepas
S Son
B. mycoides psicrotolerante
S
Vil B cytotoxicus Si 20-50° Alta Termotolerante

S

(Guinebretiere et al, 2008; Carlin et al 2006 (5, 6) (como se citd en el Instituto Nacional

de Salud [INS], 2011).
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Bacillus Cereus es un microorganismo resistente a los procesos de coccion o
pasteurizacion de los alimentos (Carlin et al., 2010). Generalmente se encuentra en el
ambiente y contamina facilmente los alimentos por malas practicas de manufactura, lo
cual puede propiciar su proliferacion y desencadenar enfermedades transmitidas por

alimentos (ETA) al hombre, (INS, 2010).

Forma esporas resistentes a altas temperaturas, deshidratacion y radiacion, y produce
toxinas que contaminan gran variedad de alimentos (Granum y Lund, 1998). Tiene la
habilidad de crecer en un amplio rango de temperaturas, desde los 4 °C a 48 °C, a PH de
4,9 a 9,3 y soporta concentraciones de NaCl hasta del 7 %, De Vos et al. (2012). Las
esporas resisten bajas condiciones de humedad y a tratamientos térmicos. (INS, 2011).
Segun la cepa a la cual pertenece, presenta diferentes grados de toxicidad (Okstad y
Kolsto, 2011). Los alimentos mas susceptibles de ser contaminados son, harinas, leches,
verduras, carnes, pescados, arroz y sus derivados (Gibbs P, 2002). Se ha comprobado
que los alimentos con alto contenido de almidén son més vulnerables, debido a que esta
bacteria produce enzimas de tipo amilasas, que le permite hidrolizar dicho carbohidrato

y utilizarlo como fuente para su crecimiento (INS, 2011).

Crecimiento y Supervivencia

La temperatura optima de crecimiento de Bacillus cereus es de 30°C a 40°C, algunas
cepas pueden crecer a temperaturas de 55°C. El rango para produccion de la toxina va
de 15°C a 40°C (NZFSA, 2010), dado que las cepas productoras no germinan a

temperaturas menores a 15°C (Finlay W, Logan N, 2002). El rango de pH para el
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crecimiento es de 4,5 a 9,5 con un pH 6ptimo de 6 a 7 (Finlay W, Logan N, 2002). Es
mas resistente a condiciones de estrés como pH &cido y sales biliares (Lake et al., 2009).
Requiere de oxigeno para la produccion de la toxina emética, seguridad alimentaria de
Nueva Zelanda (NZFSA, 2010), crece en condiciones de aerobiosis. En ausencia de
oxigeno y en condiciones de microaerofilia el porcentaje de crecimiento se ve reducido

(Lake et al., 2009).

Sobrevive principalmente en alimentos secos, las cepas mas termoresistentes se
encuentran en procesos industriales donde se utilizan procesos térmicos (deshidratacion
y pasteurizacion) y las cepas psicrotrofilas en ambientes frios. Estudios realizados en
cultivos de arroz, identificaron una prevalencia de 9.52%, la cual varia cada etapa del
cultivo, la mayor presencia se evidencia en la cosecha (Fritz et al., 2010). Como se
muestra en la figura 2, se han encontrado cepas psicréfilas en suelos polares y cepas

termdfilas en climas tropicales (Stetten et al., 1998).
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Contaminacion Leche en polvo,

de la leche — > puede contener
esporas.
Espora

—

Suelo
Cultivos Cereales
i 5 Coccién —> Enfriamientos
lentos
Molienda trilla l
Germinacion
de la espora
Sobrevivencia de —— l
sspores Crecimiento y

produccion de

foxinas

Figura 2. Ecologia de Bacillus cereus (INSA, 2011).

Formacién de la Espora

La espora es una forma dormante de las bacterias derivada de la forma vegetativa. Se
forman cuando las condiciones de crecimiento le favorecen y por restricciones en los
nutrientes, para su germinacion se necesita la presencia de L-alanina, la cual es afectada
por cambios en la temperatura (Collado et al., 2006) y puede adherirse facilmente a las

superficies (Anderson et al., 1995).
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Toxinas

La mas conocida es la toxina emética cereulida, (Figura 3), la cual produce
enterotoxinas como; la hemolisina (HBL), la enterotoxina no hemolitica (NHE) y la
citotoxina K (CytK) (Rosenquist et al., 2005). La deteccion y cuantificacion de
cereulida, se vio obstaculizada en el pasado por la falta de métodos adecuados. El
método I1SO (EN-1SO, 18465), que se basa en un isétopo estable el ensayo de dilucion
(espectrometria de masas con SIDA) (Bauer et al., 2010), permite la cuantificacion

precisa de cereulida en los alimentos (In’t Veld et al., 2018).

Figura 3. Estructura quimica de la cereulida.
La cereulida, que consiste en un patron repetido de tres unidades de tetrapéptidos.

Fuente: (Agata et al., 1994).
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Toxinas Diarreicas. (Hemolisina o Toxina HBL)

Tabla 2. Caracteristicas genéticas de las toxinas diarreicas.

Nombre de la toxina

Hemolisina (HBL)

Genes/proteinas hb/C/L2 hbD/L1 hblA/B

Toxina formada por tres proteinas, organizadas en un

operon

Enterotoxina no hemolitica

Genes/proteinas nhe A/A nheB/B nheC/C

Toxina formada por tres proteinas, organizadas en un

operon

Citotoxina K (Cyt K)

(EFSA, 2005)

Gen/proteina cytk/CytK

Una Unica proteina

Alimentos Susceptibles de Contaminacion

De acuerdo con la cepa, se puede presentar diferentes grados de toxicidad (Okstad y

Kolsto, 2011) Los alimentos mas susceptibles de ser contaminados son; harinas, leches,

verduras, pescados, arroz y sus derivados (Gibbs P, 2002). Alimentos con alto

contenido de almiddn con frecuencia se ven contaminados, debido produce enzimas del

tipo amilasas que le permiten hidrolizar dicho carbohidrato (INS, 2011).
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Esta bacteria se encuentra suelo y el polvo (Guinebretiere y Nguyen, 2003), pero los
nichos son en gran parte desconocidos. El habitat primario podria encontrarse en
algunas plantas, como el arroz (Kim et al., 2014; Ehling et al., 2015), lo que podria
explicar su prevalencia en alimentos ricos en almidon. Se ha investigado sobre la
presencia de este microrganismo en una variedad de alimentos como pasta, leche cruda,
arroz, miel, harina de trigo, perejil, y detectd 3.5% de cepas eméticas. En otro estudio,
que comprende 202 muestras de alimentos, el 7,7% de las muestras contenian emético

Bacillus cereus (Batchoun et al., 2011).

Bacillus Cereus en el Arroz (oryza sativa).

El arroz por su contenido de proteinas, grasas y su alto contenido de carbohidratos, es
un excelente habitad para las bacterias, sin embargo, por el bajo contenido de agua no
permite su multiplicacion, las esporas de Bacillus cereus pueden contaminar el arroz
desde el cultivo y germinar cuando el arroz ha sido procesado (Gilbert y Stringer, 1974),
ademas pueden mantenerse viables en el arroz seco, hasta por 48 semanas, pero si el aw

aumenta a 0,78 la viabilidad puede reducirse a 16 semanas (Jaquette y Beuchat, 1998).

El arroz blanco, puede contener desde 46 a 100% de contaminacion con este
microorganismo. Es imposible que las formas vegetativas de Bacillus cereus se
multipliquen en el arroz, que usualmente es almacenado con un porcentaje de humedad

de 12-14%, aunque sus esporas pueden sobrevivir (Haque y Russell, 2005).
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Casos reportados internacionalmente sobre la prevalencia de Bacillus Cereus en arroz.

En estudios realizados en arroz crudo, no se evidencia la presencia de este
microrganismo debido a su ubicuidad en la naturaleza. Un estudio realizado en la India
logré el aislamiento de esta bacteria en dos variedades de arroz (BR5 y BRRI Dhan 28)

que son cultivados en Bangladesh.

Tabla 3. Casos de presencia de Bacillus cereus en arroz reportados internacionalmente.

PAIS ANO TIPO PREVALENCIA OTROS
DE ARROZ DATOS
DE INTERES
Argentina 2010 Arroz Crudo  100% Concentraciones
Variaron entre
2-7 Ul/g
Espafia 2002 Arrozcono  100% Las cepas
sin cascarilla aisladas
produjeron
toxina diarreica
Estados 1981 Arroz 100-% Concentraciones
Unidos trillado entre 1-2 UL
Holanda 1998 Arroz crudo  40-100% Concentraciones
entre 2-4 UL
Hong Kong 1995 Arroz crudo  68,9% Concentraciones

variaron entre
5*10"2-2*10
UFC/g

Korea 2009 Arroz 37% Las cepas

integral dieron positivo

para los genes
de la toxina
diarreica

Se presentan datos de diferentes estudios realizados en arroz. (Fangio et al., 2010; Sarrias
et al., 2003; Bryan et al., 1981, Notermans et al., 1998; Lee et al., 1995;

Park et al., 2009; Lake et al., 2009).
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Bacillus cereus en el Trigo (Triticum spp).

(Sofroni, E. 2010), realizé una investigacion referente a la calidad microbioldgica del
grano y la harina de trigo en Queensland, Australia, con el fin de evaluar criterios
microbioldgicos. Trecientos cincuenta muestras de harina fueron analizadas para
Bacillus cereus, 300 para Escherichia coli, 150 para salmonella, 100 para aerébicos y 50
muestras de granos para detectar Bacillus cereus, salmonella, E. coli, moho y levadura.
Las prevalencias de levadura, moho, E. coli y Bacillus cereus fueron 56, 40, 2.0 y 4.0%
para granos, 71, 17, 0,7 y 0,3% para la harina. Cifras interesantes, que ayudan a evaluar
la capacidad de cumplimiento de estandares microbioldgicos y ademas tener una vision

clara del grado de seguridad y calidad microbiolégica de este producto.

Dicha bacteria, formadora de esporas de intoxicacién alimentaria, es omnipresente por
naturaleza y su nicho ecoldgico principal es el suelo, debido a esto las esporas se
introducen en el trigo y otros cereales y su alta resistencia a procesos de calentamiento,
secado, desinfeccion e irradiacidn, contribuyen a la supervivencia y resistencia durante
toda la cadena alimentaria. Bacillus cereus no se aislé en cualquiera de las 300
muestras de harina, pero si en 2 de 50 muestras de granos de trigo, a una media de 2.1
log UFC / g. Lo que se pudo evidenciar es que la presencia de este microrganismo es

mas alta en los granos de trigo, que en la harina de trigo como tal (Sofroni, E. 2010).

La harina de trigo es uno de los cereales mas consumidos en Lesotho. Otro estudio
realizado en Roma se llevo a cabo para investigar la calidad fisicoquimica y

microbioldgica de tortas, trigo blanco, trigo integral y harina de trigo, producidas por
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una empresa de molienda en Maseru, Lesotho. En total se recolectaron 90 muestras de
las cuales se realiz6 un analisis fisicoquimico y un recuento en placa de coliformes

totales, Bacillus cereus, Salmonella spp, E. coli, levaduras y mohos.

En una evaluacion mas cualitativa, se identificaron en las harinas microbios de los
géneros Escherichia, Salmonella, Bacillus, Aspergillus y Penicillium. Los patdgenos
(Bacillus cereus y Salmonella spp) y los organismos (coliformes y E. coli) estaban por
encima de los limites recomendados por el Programa Mundial de Alimentos (PMA).
Gracias a esto se vio la necesidad de implantar procesos estrictos de limpieza 'y
saneamiento en dichas empresas para la seguridad del consumidor y la proteccion de la

salud publica, (Ntuli et al., 2013).

El contenido de humedad de la harina oscila entre el 11 y el 14%, pero el limite
estipulado es del 15%, por encima del limite, la harina es susceptible al ataque
microbiano. En consecuencia, las condiciones de almacenamiento después de la
molienda y el envasado son muy importantes para la calidad de la harina, ya que afectan

la vida util y la seguridad de la harina, (Ntuli et al., 2013).

La calidad del cereal y las buenas practicas poscosecha, son aspectos relevantes para
garantizar la calidad del producto, la contaminacion puede presentarse durante el
crecimiento del cultivo, pre-cosecha, post-cosecha, secado, transporte y
almacenamiento, por lo tanto, afecta negativamente el rendimiento, la calidad y el valor

nutricional de la harina producida , (Ntuli et al., 2013).
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Los informes mostraron que los hongos productores de micotoxinas (Aspergillus spp,
Penicillium spp, Fusarium spp) y las bacterias patégenas (Salmonella spp, Bacillus
cereus) pueden contaminar la harina de trigo, incluidos sus productos, y los niveles de
contaminacion estan influenciados por las condiciones climéticas durante la maduracion
y recoleccion de los cereales. Los datos sobre la presencia de Bacillus cereus en la
harina son extremadamente limitados. Un estudio de la microbiologia de la molienda de
trigo y harina en Australia demostro que el 81% de las muestras de trigo entrantes y El

93% de las muestras de harina dieron positivo a Bacillus cereus (Ntuli et al., 2013).

Otro estudio australiano que investiga la calidad de grano de trigo y harina de trigo
procedente de dos molinos encontraron Bacillus cereus en el 4% de las muestras de
granos, pero en ninguna de las 300 analizadas muestras de harina. Como la técnica
utilizada tenia un limite de deteccion de 2.0 log UFC / g las muestras de grano
exhibieron una media 2.1 log UFC / g, es concebible que multiples casos de la
contaminacion del grano y la harina con Bacillus cereus puede haber desaparecido sin
ser detectado. En el estudio de (Kindle et al., 2019), la ocurrencia de Bacillus cereus
sensu lato fue muy comun, con 75 de 89 productos (84%) dando un resultado positivo
de la prueba. El porcentaje de muestras positivas fue en gran parte similar entre las
diferentes categorias de productos, que van desde el 75% al 90% en todas las categorias
de productos, en las que cinco 0 méas productos estaban disponibles para la prueba. Esto
incluia harina de trigo, castafo, escanda, avena y alforfon, como se muestra en la (Tabla

4).
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Tabla 4. Resumen de las categorias de productos y los resultados del cribado para
Bacillus Cereus.

Producto/ N/Probado Positivo para B. Porcentaje de  muestras

Categoria Cereus positivas por categoria
Trigo 41 37 90%
Castano 2 2 100%
Escanda 12 9 75%
Avena 5 4 80%
Alforfon 1 1 100%

(Kindle et al., 2019)

Proceso de fabricacion de harina de arroz (oryza sativa) y trigo (Triticum spp).

Con el fin de comprender la incidencia de la contaminacion por Bacillus Cereus en las
etapas productivas de fabricacién de harinas, se lleva a cabo una descripcion clara de
cada uno de los procesos inmersos en la elaboracién de dicho producto. Esto con el fin
de identificar la vulnerabilidad en cuanto a contaminacion microbiana se refiere, en

cada una de las fases del proceso.
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Descripcion del Proceso de fabricacidn de harina de arroz (oryza sativa) y trigo

(Triticum spp).

El propdsito es la elaboracion de harinas siguiendo cada una de las etapas del proceso
productivo, cumpliendo con las especificaciones de calidad, mediante el uso racional de
los recursos, con la finalidad de cumplir con planes de produccion y asegurando la

satisfaccion del cliente.

El alcance del proceso productivo da harinas comprende desde la recepcion,
acondicionamiento, almacenamiento, conservacion y transferencia fisica de la materia
prima al proceso de limpieza, hasta la entrega del producto terminado al almacén. En la

figura 4 se podré visualizar cada una de las fases del proceso, mediante un diagrama de

flujo
Entradas Proceso Salidas
Materia prima Materia prima
aceptada Recepcion en Silos recibida
Materia prima l Materia prima
recibida y o ) acondicionada
aprobada Acondicionamiento
l Materia prima
Materia prima almacenada
acondicionada Conservacion y
Almacenamiento Plan de acciones
Analisis de | de control

autocontrol 1
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Entradas Proceso Salidas
Orden de Harina con orden
fabricacion l de produccion
Harina Molienda Decision de
l empleo
Harina Seguimiento y Desperdicio de
medicion producto harina
Harina en proceso

Preparacion de
mezclas

Producto
para
reproceso

Desperdicio

Producto
conforme

Almacenamiento
de harina

Empaque

Seguimiento y
medicién
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Ordenes de
fabricacién

Harina
empaquetada

Harina
empaquetada

Producto
terminado
empaquetado

Apto para
reproceso

Reproceso de
harina
empaquetada

Producto
conforme

Desperdicio

A

Traslado a
almacén de
producto
terminado

Orden de
produccion

Decision de
empleo

Desperdicio de
harina

Producto
terminado para
almacenar.

Figura 4. Diagrama de Proceso de Produccién de Harina de Arroz (oryza sativa) y Trigo

(Triticum spp). Fuente: Elaboracién propia.

Recepcidn del grano.

Este es el proceso donde se recibe el grano directamente del transportador, la recepcion

del grano puede realizarse en bolsas, tolvas o silos, (Figura 5). Cuando se recibe

producto en altas cantidades, es recomendable utilizar silos, ya que estos no ocupan

mucho espacio, son de facil limpieza y requiere de menor cantidad de mano de obra,

(Elizabeth Hernandez, 2012)
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Figura 5. Silo metélico de almacenamiento. Fuente: Autor.

Limpieza.

En este proceso lo que se busca es limpiar parcialmente el grano antes de realizar la
molienda, lo que se busca en esta etapa es eliminar impurezas grandes o pequefias de
otros cereales, ademas piedras, palos, vidrio, madera etc., utilizando cualquier tipo de
separador, ya sea vibrante o magnético. Para la limpia se utiliza tres principios donde se
separa las particulas indeseables: tamafio de particula, peso y forma. El proceso de

limpia involucra los siguientes equipos para la eliminacion de impurezas.

Separador de Cereales.

El principio de funcionamiento es separar las particulas por diferencia de tamafios,
ejecutada por una accion mecanica. El equipo posee dos imanes a la entrada para
eliminar particulas metalicas presentes. El separador cuenta con 4 mallas de 12mm

(lamina metalica perforada principal) y 4 mallas de 3mm (criba de arena).
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Figura 6. Separador-clasificador MTRA. Fuente: Autor.

El separador de cereales empieza a funcionar directamente debajo de las bocas de
entrada donde se encuentra un piso distribuidor, el cual reparte el grano en todo el ancho
del tamiz, esto garantiza ademas el pleno aprovechamiento de la superficie de tamizado.
Con los dos pisos de tamices, principal y de arena, se consigue una buena separacion de
las impurezas gruesas y finas. Las salidas de los residuos, es decir las colas del tamiz

superior y el paso del grano inferior, pueden disponerse de derecha a izquierda.

El grano limpio llega a la salida del tamiz donde se dispone un canal de aspiracion de
oscilacién sintonizada y pueden ser facilmente aspiradas algunas particulas mas livianas
que el grano. El grado de limpieza depende del flujo y distribucion de carga, la
regulacion de la inclinacidn del tamiz en sentido longitudinal y transversal, la abertura
del tamiz, el flujo de salida de carga del separador, volumen y velocidad de aire
(aspiracion). En la tabla 5 se describe cada una de las variables con sus respectivos

efectos sobre el procesamiento de la maquina.
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Tabla 5. Variables y efectos del procesamiento del separador de cereales.

Flujo de carga de

entrada

Inclinacion de la
mesa o inclinacién

del equipo

Malla del tamiz

Flujo de salida de
carga del

separador

La capacidad maxima se alcanza cuando el flujo de producto es
lo méas uniforme posible. Si hay demasiada fluctuacion del
grano hacia arriba indica que la limpiadora esta sobrecargada,
cuando la carga es demasiado alta, habra una inadecuada
separacion de partes ferrosas en el paso por los imanes.

Si el tamiz se encuentra demasiado elevado en la parte superior
y demasiado bajo en la parte inferior (inclinacion mayor a 559),
se podra encontrar grano en la salida de impurezas. Si el tamiz
se encuentra sin ninguna inclinacion, se impedira el flujo del
grano sobre las cribas y se acumulara creando sobrecarga.

Si la abertura de la criba superior es muy pequefia, gran
cantidad de grano saldra con impurezas gruesas y si es
demasiado grande también se encontrara impurezas gruesas en
el grano.

Si el flujo de salida del grano no es uniforme se forzara el
motor del canal de aspiracion, dado que aspirara aire y no

particulas.

Fuente: Elaboracién propia.
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Deschinadora en Seco.

El principio de funcionamiento es separar las particulas por diferencia de densidad de
estas mediante una accién neumatica y mecanica, se debe tener en cuenta la
homogenizacion del grano sobre la mesa, de forma que no haya espacios entre granos.
Se utiliza aspiracion para eliminar el polvillo. Debe tenerse en cuenta que el &ngulo de

inclinacion de la mesa debe ser aproximadamente entre 30° y 40° (Hernandez, 2012).

El producto llega sobre la valvula de cierre del aire y pasa hasta la esquina inferior de la
mesa. La mesa esta provista de una tela perforada, a través de la cual fluye el aire
proporcionalmente de abajo hacia arriba. Mantenido sobre cojines de aire, fluye el
grano, después de pasar la zona de separacion llega el grano limpio a la salida. Las
piedras las cuales no son mantenidas por la fuerza del aire llegan por medio del
movimiento de oscilacion a la parte final (parte de la mesa més elevada), donde por

medio de aire a contracorriente son separadas completamente del grano y llegan a la

salida de piedras (Hernandez, 2012).
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Figura 7. Deschinadora en seco industrial. Fuente: Autor

Silos de Consumo.

Estos silos estan disefiados para almacenar el grano limpio que entrara al siguiente
proceso. Deben permanecer libres de cualquier tipo de infestacion, por lo cual debe
realizarse una limpieza exhaustiva para que no haya ninguna proliferacion de bacterias u
hongos, manteniendo asi la inocuidad del producto. Cuentan con sensores de nivel para
controlar la cantidad de grano y asi no habra sobrecarga que pueda ocasionar problemas

de atascamiento y desbordamiento del producto (Hernandez, 2012).

Figura 8. Silos de Consumo. Fuente: Autor

Acondicionamiento del grano.

Este proceso consiste en ajustar la humedad del grano para facilitar la separacion de la
cascara y el salvado del endospermo y asi mejorar la eficiencia y calidad de la molienda,
el salvado se endurece y se acondiciona el almidon del endospermo. El grano se somete

a la adicion de agua con un posterior reposo alcanzando una humedad del 15-15.5 %
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para trigos blandos y de 16.5% para trigos duros a una temperatura inferior de 45°,
el reposo depende del tipo de trigo, (Herndndez, 2012), a continuacién se describiré

los equipos que intervienen en este proceso.

Tanque de Recepcion.

Figura 9. Tangue de almacenamiento. (Fotografia) grupolassen.com

El tanque de recepcion esta disefiado para recibir el grano proveniente de los silos de
consumo por medio de un elevador de canjilones y un juego de sinfines. El tanque debe

tener un sensor sonda de nivel para controlar la entrada de grano al proceso (Hernandez,

2012).

Figura 10. Disefio mecanico de elevador de cangilones. Fuente: Autor.
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Figura 11. Sinfines de transporte. Fuente: Autor.

Pulidor del grano.

El principio de funcionamiento del pulidor es separar los componentes del grano por
medio de la friccidn entre el grano, la malla y el rotor, el cual permite pulir el grano de
forma que el germen y el pericarpio (cascarilla) se desprenda del endospermo. El
pulidor posee un sistema de ventilacion para retener el grano dentro del dispositivo.

(Hernéndez, 2012).

Figura 12. Pulidor industrial vertical. Fuente: Autor
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Ciclon.

El ciclon es un equipo de forma conica, usado para separar particulas sélidas pequefias o
polvo fino de gases (aire). El gas y particulas sélidas entran tangencialmente por la parte
superior. La penetracion de la mezcla le imparte un movimiento giratorio continuo
descendente y ascendente. Las particulas més pesadas descienden por la parte inferior
del ciclon, por el peso, también existe mayor velocidad porque se disminuye el area de
salida. Las particulas pequefias y livianas que se encuentran en suspension disminuyen
su velocidad de transporte cuando ingresan al ciclon porque se aumenta el area de
separacion, salen por la parte superior debido a la aspiracion del ambiente. (Hernandez,

2012).

Figura 13. Ciclon industrial. Fuente: Autor.

Cernedor.

El principio de funcionamiento es separar el producto por tamafio de grano mediante
una accién mecanica, mediante un movimiento circular realizado por un contrapeso,

tamizando asi el endospermo desgerminado. El grano entra por la parte superior del
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cernedor sobre las mallas que mediante movimiento circular va separando de acuerdo
con su tamafio de particula. Cuando el tamafio de particula es mayor que la cobertura de
la malla queda retenido el material sobre esta, y lo que no, pasara a la siguiente malla,
hasta terminar el recorrido, finalmente, por la parte inferior del cernedor sale el material

clasificado (Hernandez, 2012).

El cernedor esta formado por una estructura rectangular metalica compuesta por 22
mallas por seccion, siete secciones y seis de ellas tienen aspiracion (central), en la
seccion central se encuentra el sistema de transmision de potencia que produce el
movimiento y en las otras seis secciones se encuentran mallas distribuidas por tamafio
de abertura de mayor a menor. EI nimero de malla representa el nimero de aberturas

que hay por pulgada lineal (Hernandez, 2012).

Figura 14. Cernedor industrial. Fuente: Autor
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Secador

El principio del funcionamiento es un intercambio de calor directo para eliminar
humedad del producto. El tratamiento térmico es por medio del paso de vapor en tubos.
El objetivo es disminuir el contenido de agua del subproducto para evitar crecimiento
microbiano debido a la humedad. La secadora es un intercambiador de calor de carcasa
y tubos de contacto directo entre el vapor y el subproducto himedo. Los tubos tienen
aletas o superficies amplias en el exterior de la pared para obtener una mayor
transferencia de calor a la vez que circula el subproducto dentro del mismo. El calor que
es transferido al subproducto evapora el agua del mismo disminuyendo la humedad, el

vapor es aspirado junto con el polvillo (Hernandez, 2012).

Figura 15. Secador industrial. Fuente: Autor.

Molienda.

Este proceso consiste en reducir el tamafio del grano por medio de molinos de rodillos.
Inicialmente se separa el salvado y el germen del endospermo y posteriormente se

reduce este Ultimo hasta obtener la harina. EI propdsito es maximizar el rendimiento de



47

la harina con el minimo contenido de salvado. Dicho proceso se fundamenta en dos
etapas; ruptura y reduccidn, la molienda se realiza gradualmente, obteniendo en cada
etapa una parte de harina y otra de particulas de mayor tamafio. Los molinos
generalmente utilizan entre cuatro y seis juegos de rodillos de ruptura, estos tienen
forma de espiral con acanaladuras para romper el grano (figura 16) y los trozos grandes
de endospermo. Para la reduccién se utiliza otros cuatro o seis juegos de rodillos
suaves Yy lisos que pulverizan los pedazos de endospermo grandes hasta convertirlo en

harina, (Hernandez, 2012).

Trituracion.

El grano de trigo después de haber sido limpiado y acondicionado se pasa por el primer
juego de rodillos para ser triturado. La velocidad del cilindro superior es 2.5 mayor que

la del cilindro inferior. En cada ciclo se obtienen (Hernandez, 2012):

e Trozos grandes de grano que van al siguiente triturador de rodillos estriados.
e Sémola impura que va a los sasores

e Una pequefia parte de harina que va a las bolsas o a los silos.

Purificacion.

Posterior a la trituracion se realiza la eliminacién del salvado y clasificacién de las
sémolas por grosor a través de tamices y purificadores. Los sasores estan constituidos
por tamices oscilantes a través de los cuales circula una corriente de aire de abajo hacia

arriba, que arrastra las particulas de salvado, atravesando los trozos de endospermo el
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tamiz ya que son mas densos al estar limpio. El objetivo de los sasores es limpiar la
sémola impura y clasificarla segun el tamafio y pureza para la molienda en los cilindros
de reduccion. Antes de entrar el producto a los sasores es necesario desempolvarlo,

eliminado la harina que esté adherida, (Hernandez, 2012).

Reduccion.

El objetivo de la reduccion es moler las sémolas y las semolinas purificadas y
convertirlas en harina. Los cilindros de comprension reducen las particulas de sémola
hasta una finura de harina ademas elimina algunas particulas de salvado y germen que
pueden quedar, esta operacion se realiza con un cernido. Este proceso se realiza varias
veces hasta que queda eliminada la mayor parte de semolina extraible (Hernandez,

2012).

Figura 16. Molino de rodillos horizontales y los rodillos lisos industriales. Fuente:

Autor

El molino de martillos realiza la funcion del molino de impacto o molino secundario.
Por medio del impulso del motor al rotor, el material es triturado con el movimiento de

los martillos a la place de impacto. Esto genera una trituracion mas controlada pudiendo
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ajustarse a los requerimientos del tamafio del material de salida, como de 1 1/2” hasta
finos por medio de las rejillas clasificatorias. No hay material desperdiciado ya que el
material inadecuado regresa al molino hasta alcanzar el tamafo requerido. El molino de

martillos puede producir diferentes tamafios al mismo tiempo. Figura 17 (Hernandez,

2012).

Figura 17. Molino de martillos industrial. (Fotografia). Interempresas.net.

Empaque.

El producto madurado y enriquecido se empaca en bolsas de polietileno para
presentaciones de kilo y libra y bolsas de fibra para presentaciones de bultos
de 50 Kg y arrobas a granel de 25Lb, el empacado se realiza a través de maquinas como
se muestra en la figura 18. Para este proceso existe; Embolsadora dosificadoras y
fraccionadoras para polvos, materiales granulados para bolsas valvuladas, bolsas de
boca abierta con tolva alimentadora y opcionalmente con tolva de precarga, (Hernandez,

2012).
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AVNANE ¢
FRTINY .

Figura 18. Embolsadora dosificadoras y fraccionadoras para polvos industriales.

(Fotografia) Irmelectronica.com.

Incidencia de la contamina por Bacillus cereus en el proceso de fabricacion de

harina de arroz (oryza sativa) y trigo (Triticum spp).

Tabla 6. Contaminacion por Bacillus cereus en procesos productivos.

Factores Descripcion/recomendaciones Etapas del proceso
contaminantes de fabricacion
Materia prima Existe el riesgo de que las materias llegue Recepcién del grano

a la planta de produccién contaminadas
con Bacillus cereus, es por esto que se
recomienda contar con proveedores de
materiales que cumplan con los requisitos
establecidos por las normas oficiales,
establecer y acordar entre la empresa v el
proveedor los requisitos y
especificaciones de los materiales,
asegurar la confiabilidad en la
certificacion de los materiales recibidos,
seleccionar los proveedores que cumplan

con los requisitos necesarios para



Instalaciones

garantizar la inocuidad de los materiales,
evaluar los proveedores y realizar
seguimiento al cierre de brechas y emitir
acciones correctivas ante auditorias o

quejas y reclamos.

El estado de las edificaciones e
instalaciones  puede  favorecer el
crecimiento Bacillius cereus, se sabe que
esta bacteria se encentra en el medio
ambiente y suele reproducirse en zonas
donde haya presencia de polvo y suciedad,
de igual manera depdsitos de agua, pisos,
drenajes y cuartos frios favorece la
sobrevivencia. Las zonas con alto
contenido de humedad favorecen la
formacion de biopeliculas. Se debe evitar
el uso de difusores de aire que puedan
presentar acumulacion de agua. El uso de
materiales porosos  favorece la
persistencia de Bacillus Cereus en las
plantas, los filtros y lineas de conduccion
son puntos de contaminacion. Debido a
esto se debe asegurar el disefio,
construccién y mantenimiento sanitario de
las instalaciones donde se elaboran,
almacenan y despachan materias primas,
material de empaque Yy productos
terminados para consumo humano y asi
evitar una posible contaminacion cruzada,
la correcta ubicacion geografica, disefio y
construccién, ademas de la separacién de

las areas criticas de las no criticas y el

o1

Todas las etapas del

proceso



Equipos

utensilios

Personal

y

adecuado  disefio,  construccion vy
mantenimiento de puertas, pisos, techos,
ventanas, drenajes, instalaciones
sanitarias,  ventilacion,  iluminacion,
abastecimiento de agua, etc., de las
edificaciones del establecimiento.

Se debe enfocar en el disefio y ubicacion
de los equipos, de manera que faciliten las
buenas practicas de higiene, monitoreo,
produccion y almacenamiento inocuo de
los materiales y productos, aunado a ello
la instalacion y uso de los equipos estén
acorde al tipo de procesos de manera que
se resguarde la inocuidad de los materiales
y productos, se respete la secuencia logica
de los flujos del proceso, desde la
recepcion de la materia prima, empaques
y otros insumos hasta la entrega a los
centros de produccion, almacenamiento y
transporte y que los equipos para las
operaciones criticas estén dotados de los
instrumentos 'y accesorios para la
medicién de las variables como por
ejemplo: temperaturas, humedad relativa,
etc.

Las personas que intervienen en el proceso
pueden convertirse en fuente de
contaminacion directa e indirecta. Debido
a esto se debe garantizar los estandares
establecidos en las préacticas higiénicas
por parte del personal de las plantas,
almacenes, agencias, visitantes vy

contratistas con el proposito de evitar una
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Todas las etapas del

proceso

Todas las etapas del

proceso.



53

fuente de contaminacién para las materias
primas, empaques, productos en proceso y

terminados.

Factores de riesgo de contaminacion por Bacillus cereus en procesos productivos de
fabricacion de harina de trigo y arroz. Adaptado de: (Instituto Nacional de Salud (INS),

2011)

Determinacion de puntos de muestreo.

Para determinar los puntos de muestreo se tiene que considerar todo el proceso

productivo desde las materias primas hasta el producto terminado, pasando por el

producto en proceso, los ambientes de todas las zonas de la planta procesadora, asi

como todas superficies, tanto de contacto como de no contacto. (Betelgeux, 2013).

Tabla 7. Resumen de recomendaciones para el muestreo de &reas y equipos.

Muestreo

Cuando

Donde

Breve descripcion

Seleccidn de los lugares de muestreo:

Segun historial de cada empresa y el proceso productivo. Debe
incluir:

- Superficies de contacto con alimentos RTE (mas frecuencia)
- Superficies de no- contacto con alimentos RTE

- Ambiente (mas ocasional)

Momento de realizar el muestreo:

Nunca inmediatamente después de la limpieza y desinfeccién. Para
incrementar la probabilidad de detectar una cepa persistente es
recomendable:

- Durante el procesado

- Después de minimo 2h de produccion

- Final de la tanda de produccién

Muestreo diario o bien rotativo (no siempre el mismo dia de la

semana)
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Como Dispositivo para la toma de muestra:

- Gasa / toallita / esponja o escobilla (por areas pequefias o de dificil
acceso)
- Seco (para areas himedas) o bien himedo (para areas secas)
Diluyente:
Soluciones estériles sin neutralizante, excepto si se espera la
presencia de residuos de desinfectantes (ejemplo después de la
limpieza y desinfeccion)
Area:
Lo més extensa posible. Recomendable entre 1000- 3000 cm2
(evitar uso de plantillas que podrian contribuir a diseminar la
contaminacion)

Resumen de las recomendaciones para el muestreo de areas y equipos usados para la

produccion de alimentos listos para el consumo (RTE). (Bover-Cid y Garriga, 2014)

Desafios Industriales

Debido a que las cepas se encuentran en el medio ambiente, es dificil pretender que
materias primas e ingredientes alimentarios se encuentren libres de contaminacion, es
por esto que deben tenerse en cuenta en la produccion de alimentos, especialmente,
cepas emeéticas, capaces de producir mucho calor. La toxina de cereulida es estable y
resistente a los &cidos, ademas son motivo de preocupacion, ya que las bacterias pueden
eliminarse durante la produccion y el procesamiento de alimentos pero la toxina sera
imposible de erradicar. La temperatura es un factor critico en la produccion y
procesamiento de alimentos, es uno de los factores externos mejor estudiados con
respecto a la Cereulida. Las cepas eméticas de Bacillus cereus sensu stricto (s.s.) son
mesofilicas cepas que crecen entre = 10 ° C —48 ° C, (Carlin et al., 2006; Apetroaie et

al., 2008).
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Implicaciones Para la Industria de Alimentos

Una vez se introduce en lineas de produccion, la eliminacion es un desafio, debido a la
resistencia ambiental de sus esporas, estas demuestran resistencia al calor elevado y
propiedades hidrofobicas. Una vez se adhieren a la superficie, podria formar
biopeliculas, que aumentara la resistencia de las bacterias al calor y a la limpieza. Sin
embargo, la resistencia al calor varia segun los factores intrinsecos y extrinsecos. Por
ejemplo, el tiempo de supervivencia de las esporas de Bacillus cereus en el tampdn a
100 ° C puede ser <0.07 min, mientras que en el aceite de oliva las esporas de Bacillus
cereus pueden incluso sobrevivir 121 ° C durante més de 15 min (D121 °C =17.5

min), (Katia et al., 2020).

Durante el procesamiento de alimentos, las esporas de cepas eméticas pueden volverse
dominantes debido a su mayor resistencia al calor en comparacion con las esporas de
cepas no eméticas. Estos resultados han sido corroborados por un estudio que muestra
que las cepas pertenecientes al grupo filogenético 11, que comprende el emético
Bacillus cepas de cereus, muestran la mayor resistencia al calor de los miembros de
Bacillus cereus, con TlogD = 0.8 96.6 + 3.5 ° C (Luu-Thi et al., 2014). Ademas,
recientemente D95 ° C -valores para dos cepas eméticas (7.04 y 6.64 min en tampén,
respectivamente) se han informado, que fueron aproximadamente de 2 a 10 veces mas

altas que los valores D95 ° C determinados para cepas no eméticas, (Katia et al., 2020).

No es posible inactivar la cereulida preformada en un alimento matriz, solo es posible
con la destruccion completa de la comida misma, tampoco puede ser destruido

utilizando procesamientos téermicos; comotostado, cocinado o microondas. Como es
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estable en un rango de pH de pH 2 a pH 11, las medidas higiénicas normales en la
produccion no son efectivas, debido a su pequefio tamafio, Ademas, la cereulida podria
unirse a superficies hidrofobicas, como tuberias de procesamiento de alimentos. La
seguridad alimentaria solo se puede garantizarse evitando el crecimiento de la bacteria
en si 0 mediante el establecimiento de estrategias para la prevencion en la produccion,

procesamiento y almacenamiento de alimentos, (Katia et al., 2020).

Como se dijo anteriormente, la temperatura es fundamental en el control de la
formacion de Cereulide. Generalmente en la fabricacion de alimentos se maneja varios
procesos, (por ejemplo, mezcla de ingredientes, tratamiento térmico, enfriamiento o
intermedio almacenamientos) en los que la temperatura juega un papel importante y
podria convertirse en un parametro critico para produccién de cereulida. El
almacenamiento intermedio es un punto critico al cual se le debe prestar atencion. Si el
producto se almacena en condiciones favorables, las cantidades bacterianas iran en
aumento réapido (= 104-105 ufc / ml o g), la produccion de cereulida podria ser

desencadenada y la toxina puede acumularse (Frenzel et al., 2011).

El tiempo para un almacenamiento intermedio seguro depende de temperatura de
almacenamiento y el recuento bacteriano al comienzo del procedimiento de
almacenamiento, este debe establecerse segun el tipo de producto para controlar el

crecimiento bacteriano y para minimizar el riesgo de cereulida en la produccion.
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Estudios biotecnoldgicos enfocados en la deteccion e inactivacion del patégeno

Bacillus cereus y sus toxinas.

A pesar de los esfuerzos por combatir la contaminacion por patégenos transmitidos por
alimentos, dia a dia cientos de productos alimenticios resultan contaminados por
bacterias que comunmente se conocen como Salmonella, Escherichia coli, Listeria,
Bacillus Cereus, etc., aspecto que no solo afecta la salud humana, por el elevado indice
de morbilidad causado por las (ETAS), de igual manera impacta a las empresas del
sector alimentario. Los métodos de biodeteccion que regularmente se utilizan, no han
permitido contrarrestar esta problematica, por esa razén se ha visto la necesidad de
investigar otro tipo de técnicas mucho mas eficientes y eficaces, de las cuales se
discutira en este capitulo, con el &nimo de mostrar al lector nuevas alternativas, que

beneficiaran no solo al consumidor sino también al sector productivo.

La deteccion rapida y sensible de patdgenos transmitidos por los alimentos en la
industria alimentaria es de gran importancia en la practica diaria para garantizar la
inocuidad de los alimentos. La contaminacion de los alimentos y el agua con bacterias
es actualmente una preocupacion publica en todo el mundo, ya que se asocia con una
mayor tasa de mortalidad y carga econémica debido a los posibles brotes. Los
patdgenos bacterianos transmitidos por los alimentos comunmente existen en materias
primas alimenticias. Esto se debe a la exposicion continua a instalaciones higiénicas
inadecuadas y practicas de saneamiento inadecuadas, (Sarah et al., 2020). A pesar de
gue se han logrado avances en la deteccion y analisis de bacterias patdgenas utilizando
tanto inmunoensayos como diagndsticos moleculares, rara vez se desarrollan

herramientas de captura efectivas y no se comprenden los mecanismos de captura. Por
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lo tanto, para gestionar la seguridad alimentaria, se requieren herramientas de captura in

situ, rentables, sensibles y fiables mediante el tacto, (Kwang et al., 2019).

Los métodos tradicionales para la deteccion de estas bacterias en la matriz alimentaria
se basan en el enriquecimiento de la muestra y el posterior cultivo de patégenos en
placa de agar, seguido de la identificacion bioquimica. Este método tiene limitaciones
relacionadas con el requisito de medios especificos para el enriquecimiento,
temperaturas de incubacion optimizadas para diferentes especies de bacterias, alto
namero de placas de Petri para cultivo y personal capacitado para el aislamiento e
identificacion de los microorganismos. Ademas, la identificacion exitosa de un
patdgeno especifico puede llevar hasta una semana, lo que se considera prolongado. Por
lo tanto, los métodos microbioldgicos estdndar de oro convencionales no cumplen
demanda de pruebas rapidas de patdgenos en productos alimenticios. Estos
inconvenientes han fomentado el desarrollo de métodos de deteccidn alternativos cuyo
objetivo es paliar algunas de las desventajas de los métodos de deteccion estandar,

Sarah et al. (2020).

A nivel mundial, la deteccion y cuantificacion se realiza empleando pruebas de tipo
fenotipico y se llevan a cabo de acuerdo con las Normas Internacionales 1ISO 7932:2004
e ISO 21871:2006 (Martinez, 2008), Estas normas establecen realizar el recuento en
placa utilizando agares diferenciales para Bacillus cereus. En Colombia el Instituto
Nacional para la Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA), implementd la
Norma Técnica Colombiana NTC: 4679 version 1 de 2006, que es una adopcion
modificada de la norma 1SO 7932:2004, por la cual se determina el procedimiento para

el analisis y la cuantificacion de colonias de Bacillus cereus en alimentos para humanos
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y animales (ICONTEC, 2006). A continuacion se describen las pruebas fenotipicas y
moleculares més utilizadas en la deteccion, ademas, se discuten otros ensayos para la
deteccion de sus toxinas, como las herramientas inmunoenzimaéticas, la utilizacién de

lineas celulares y métodos de analisis instrumental (Sanchez et al., 2016).

Pruebas Fenotipicas

Bacillus cereus puede ser aislado e identificado en muestras alimenticias en el medio de
cultivo MYP. La caracteristica principal es la formacion de un precipitado blanco,
alrededor de las colonias que crecen de color rosa, el cual corresponde a la hidrdlisis de
lecitina en el medio. El rojo de fenol se utiliza para detectar cambios de pH en el medio
producto de la fermentacion del manitol; las colonias que crecen de coloracion amarilla,
resultado del descenso de pH del medio por la fermentacion del manitol, no
corresponden a colonias de Bacillus cereus, y la polimixina determina la selectividad

del medio puesto que inhibe a las bacterias Gram negativas (Bhunia, 2008).

Este método ha sido utilizado en diversos estudios para el aislamiento, enumeracion y
caracterizacion en diferentes matrices como arroz (Sarrias et al., 2002), alimentos
refrigerados que contienen vegetales (Choma et al., 2000), entre otros. La desventaja de
este método es que no diferencia a Bacillus cereus de otros miembros del grupo 1A de
Bacillus como B. thuringiensis, B. anthracis y B. mycoides, lo que puede generar una

identificacion erronea de la cepa (Peng et al., 2001).
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Pruebas Moleculares

Los métodos microbioldgicos utilizados cominmente en la deteccion de estos
patdgenos, de origen alimentario, son laboriosos y consume mucho tiempo. Esta
situacion, aunada a la demanda por resultados inmediatos y a los avances tecnoldgicos,
ha conducido al desarrollo de una amplia gama de métodos rapidos en las Ultimas
décadas. Para esto existen métodos moleculares utilizados en la deteccion e

identificacion de microorganismos patdgenos transmitidos por alimentos.

La literatura reciente reporta un numero significativo de técnicas moleculares,
alternativas, sensibles y selectivas para la deteccion, enumeracion e identificacion de
microorganismos patdgenos en alimentos, siendo la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) la plataforma méas popular, mientras que la secuenciacion de alto rendimiento se
perfila como una técnica de gran aplicabilidad a futuro. Sin embargo, aun con todas las
ventajas que ofrecen estas novedosas metodologias, no se deben pasar por alto sus
limitaciones. Asi, por ejemplo, los métodos moleculares no constituyen protocolos
estandarizados, lo que dificulta su utilizacién en algunos casos. Por esta razon se debe
trabajar arduamente para superar tales limitaciones y mejorar la aplicacion de estas
técnicas en matrices tan complejas como los sistemas alimenticios, (Palomino y

Gonzales, 2014).
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La enumeracion de patégenos transmitidos por alimentos es un aspecto principal del
diagnostico molecular microbiolégico, especialmente si quiere utilizarse para la
evaluacion cuantitativa del riesgo. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la
técnica de diagndstico molecular mas ampliamente utilizada debido a su protocolo
rapido y de facil uso. Por lo general, 2-3 h son necesarias para completar una PCR, pero
hoy en dia se estan desarrollando sistemas de PCR més avanzados para generar un

resultado en cuestion de minutos, (Palomino y Gonzales, 2014).

Muchos microorganismos patdgenos, asociados a alimentos son capaces de producir
toxinas. Entre ellos se puede mencionar a S. aureus, Vibrio cholerae, Clostridium
botulinum, C. perfringens, Bacillus cereus, y E. coli. En base a esto se han desarrollado
diferentes tipos de métodos dirigidos a la deteccidn de genes para toxinas. Estos
métodos incluyen; amplificacion e hibridacién con sondas. Los métodos de PCR
dirigidos a la deteccion de toxinas se han desarrollado para varias especies bacterianas
como; V. cholerae, E. coli y algunos aislados de estafilococos, por nombrar unos pocos.
Muchos de los métodos basados en acidos nucleicos utilizan la PCR para detectar
toxinas diferentes o genes de virulencia que permiten que las bacterias se conviertan en

patdgenos. (Palomino y Gonzales, 2014).

Las ventajas de estos ensayos, junto con su facilidad de uso y la susceptibilidad a la
automatizacion los hacen muy atractivos para su aplicacion en alimentos, con el fin de
superar la larga etapa de cultivo de enriquecimiento. Es posible que la investigacion y la

evolucion en este campo crezcan y conduzcan a ensayos de deteccion; rapidos,
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especificos y sensibles, que se puedan realizar directamente en muestras de alimentos en

un futuro préximo (Palomino y Gonzales, 2014).

Biosensores.

Varios métodos basados en biosensores se han aplicado exitosamente en la deteccién de
patdgenos alimentarios. Estos sensores se han desarrollado utilizando ADN, técnicas
inmunologicas y péptidos de fagos (Tabla 8). Los biosensores poseen varias
propiedades atractivas, incluida una alta sensibilidad y especificidad, respuesta rapida,
rendimiento robusto, capacidad de multiplexacion, costo-efectividad y portabilidad, lo
que les permite ser ampliamente utilizados para la deteccion de agentes quimicos y
bioldgicos. Particularmente, los biosensores han atraido un gran interés en la
identificacion y deteccion de bacterias en alimentos perecederos y semi-perecederos,
debido a su cuantificacion casi en tiempo real (pocos minutos versus varias horas), sin
preenriquecimiento y deteccion in situ con formato facil de usar. Generalmente, un
biosensor contiene dos componentes esenciales: un elemento de reconocimiento de
objetivos y un transductor de sefial que transforma el reconocimiento de objetivos en
sefiales detectables fisicamente. Se han adoptado varios tipos de elementos de
reconocimiento para la deteccion de bacterias, como anticuerpos, aptameros, fagos,
péptidos antimicrobianos (AMP), lectina, células, enzimas, etc. Entre ellos, los AMP
son una de las alternativas més potenciales debido a su alta estabilidad, sintesis simple,

facil accesibilidad y alta afinidad hacia las bacterias, (Zhaohui et al., 2020).



Tabla 8. Métodos biosensores para la deteccion de patdgenos en alimentos.

Técnicas de Organismos
deteccion
Biosensores
basados en Patogenos
ADN
Compuestos
Biosensores
basados en Patdgenos
enzimas
Compuestos
Biosensores
basados en
anticuerpos
y )
Patogenos
receptores 2
Compuestos

Compuestos

Detectados
Bacillus anthracis,
Escherichia coli, Listeria
Monocytogenes
Aflatoxinas, PCB,
Pesticidas
E. coli O157:H7,
Salmonella enterica sv.
Typhimurium
Pesticidas, antibioticos
(leche), &cido
benzoico(bebidas de
soda), L lactasa 1 (pasta
de tomate), aminas
bidgenas 1 (sauerkraut)
Bacillus cereus,
Campylobacter spp., E.
coli, L. monocytogenes,
S. enterica sv.
enteritidis, S. entérica
Sv. typhimurium,
Staphylococcus aureus,
Yersinia pestis
Pesticidas, antibidticos
(leche), solventes
organicos, Aflatoxinas,
enterotoxina B

estafilococcica

1 Compuestos para indicar frescura en el alimento.

63
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2 Biosensores que combinan técnicas inmunoldgicas y péptidas de fagos. (Palomino y

Gonzales, 2014).

Cultivos En Lineas Celulares

Las enterotoxinas forman poros en la membrana de las células eucariotas, para ser
detectados se utiliza la microscopia electronica de barrido. Esta caracteristica se ha
utilizado para la deteccidn de las toxinas en cultivos en lineas celulares animales como

Vero y McCoy (Raddadi et al., 2010).

La toxina puede ser identificada en un bioensayo utilizando espermatozoides de cerdo,
en los cuales la toxina afecta la funcién mitocondrial, inhibiendo su motilidad;
asimismo, puede ser evaluada en el cultivo celular HEp- 2; causando vacuolas a las
células (Stenfors et al., 2008). Estos ensayos basados en lineas celulares animales son

de alto costo y el requieren de una compleja infraestructura (Bhunia, 2008).

Inmunoensayo

Estos se caracterizan por ser inmunoenzimaticos basados en anticuerpos, para la
deteccion de las enterotoxinas El inmunoensayo visual bde-via de Tecra® detecta la
subunidad A de la enterotoxina NHE (Raddadi et al., 2010); el método de la
aglutinacion reversa pasiva (bcet-rpla) de Oxoid®, detecta la subunidad L2 de la
enterotoxina HBL, mientras que el test Duopath® Cereus Enterotoxins de Merck®,

utiliza anticuerpos monoclonales dirigidos a las subunidades B y L2 de las
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enterotoxinas NHE y HBL, respectivamente (Krause et al., 2010). Estas pruebas s6lo

detectan una toxina especifica, por lo que pueden producir resultados falsos negativos.

Efecto de ultrasonidos y tratamientos térmicos y de presion en la inactivacion de

esporas de Bacillus cereus.

Muchos enfoques alternativos a los tratamientos térmicos han probado y propuesto con
éxito para la alimentacion. Actualmente, numerosos estudios se estan centrando en
tecnologias no térmicas o han reducido la intensidad del calor durante la esterilizacion
mediante la combinacion de métodos térmicos y no térmicos. Estos incluyen procesos
de alta presion hidrostatica (HPP) combinado con calor o HPP-térmico, alta presion
dioxido de carbono y radiacion, ultrasonido (EE. UU.) Tiene ondas acusticas con
frecuencias en el rango de 20 a 100 kHz. El ultrasonido se ha aplicado en la industria
alimentaria y en la investigacion sobre la inactivacion de microorganismos y enzimas,
asi como a la extraccion asistida por ultrasonido. El ultrasonido es una tecnologia
Bgreen, que puede reducir el consumo de energia y agua, generar menos gases de efecto
invernadero, aumentar la tasa de utilizacion de los recursos y garantizar productos de

alta calidad y seguridad, (Ruiling et al., 2019).

Especificamente, se informd que el ultrasonido posee propiedades antimicrobianas,
ademas de su papel positivo en la extraccién, homogeneizacion, mezcla, desespumante
y emulsificacion. La razon ultima del efecto bactericida del ultrasonido de potencia de
alta intensidad es su efecto de cavitacion, lo que da como resultado la produccion y
colapso de microburbujas. El colapso genera enorme temperatura localizada (5500 K) y

presion (aproximadamente 50 MPa). Otra teoria para explicar el efecto letal del
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ultrasonido sugiere que la sonicacién de cualquier liquido da como resultado la
formacion de radicales libres, que ataca el ADN dentro las células microbianas, (Ruiling

etal., 2019).

Las células vegetativas son sensibles al ultrasonido mientras que sus contrapartes de
esporas son resistentes al tratamiento. Sin embargo, termosonicacion (TS) y
manosonicacion (MS) han reducido esta resistencia, por lo que aumentando la
inactivacion de esporas. Sin embargo, una temperatura superior existe un limite (60 ° C)
para la inactivacion de TS. La temperatura excesiva, tiene un efecto amortiguador de la
cavitacion y tratamiento, y mas all& de esta temperatura, el tratamiento no resulta en

cualquier muerte adicional de los microorganismos, (Ruiling et al., 2019).

Tratamientos de ultrasonidos.

Los tratamientos de ultrasonido se realizaron utilizando una escala de laboratorio
Sistema MTS (Fig. 19) 800 W, 20 Procesador ultrasonico de alta intensidad kHz Vibra-
Cell VC-230 (Sonics & Materials Inc., Newtown, CT) con una sonda de titanio sélido
de 13 mm revestida de acero que se colocé en un reactor de doble camisa con un
diametro interior de 40 mm, fue utilizado con un volumen de muestra de trabajo de 40
mL. El equipamiento también tenia la capacidad de medir la potencia de ultrasonidos
siendo generados durante el proceso. La sonda de ultrasonido estaba sumergida en la
muestra y la distancia entre la punta de la sonda al fondo de la cAmara era de 9 mm. La
temperatura de la muestra fue monitoreada a través de un sensor térmico y controlado
mediante la circulacion de agua a través de una camisa de agua. El relé conectado al

sensor térmico transfirid una sefial para mantener la muestra a la temperatura deseada
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durante el tratamiento a través de las valvulas electromagnéticas. Presurizacion en los
tratamientos MTS y MS fueron proporcionados por una fuente de nitrégeno, (Ruiling et

al., 2019).

Las condiciones de tratamiento fueron las siguientes: MTS (400 kPa, 80 ° C, 20 kHz,
100%), TS (100 kPa, 80 ° C, 20 kHz, 100%), MS (400 kPa, 20 kHz, 100%), T (80 ° C)
y EE. UU. (20 kHz, 100%) hasta 30 min. Antes de los experimentos, la sonda y la
camara fueron lavadas a fondo y se desinfecta con etanol al 75% y luego etanol residual
en la sonda, y la camara se lavo con agua destilada esterilizada. Para cada tratamiento,
36 mL de estéril, se coloco agua destilada en el reactor y se precalent6 al valor objetivo.
Una vez alcanzada la temperatura objetivo, 4 mL de esporas resuspendidas se inoculd
en el destilado estéril agua. La concentracion inicial de esporas en el sonoreactor fue
aproximadamente 107 UFC / mL. Inmediatamente después de la inoculacion, las
muestras se trataron en diferentes momentos, las muestras se recolectaron e

inmediatamente se enfriaron en hielo, (Ruiling et al., 2019).
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(Ruiling et al., 2019).

La poblacién de supervivencia de esporas de Bacillus cereus después de EE. UU. (20
kHz, 100%), T (80 ° C), TS (80 ° C, 20 kHz, 100%), MS (400 kPa, 20 kHz, 100%) y
MTS (400 kPa, 80 ° C, 20 kHz, 100%) los tratamientos se presentan en la Tabla 9. La
inactivacion por el ultrasonido fue insignificante, incluso cuando se combina con
presion, lo que resultd en reducciones logaritmicas de 0.3 después de 30 min. Ademas,
no se observo ninguna diferencia significativa (p> 0.05) entre los tratamientos con y sin
presion excepto para el tratamiento de 30 min. El efecto esporicida del el tratamiento
térmico fue incluso mejor que el tratamiento con ultrasonido combinado con presion.
Ultrasonido de potencia simultinea y los tratamientos térmicos (TS) lograron
reducciones de 0.41 log después de 15 min de tratamiento. Sin embargo, el efecto de
MTS fue significativo en comparacion con los tratamientos T, TS, US y MS. Una
reduccion logaritmica de 1.18 después de 5 min de tratamiento con MTS fue logrado
que fue mucho mayor que la reduccion lograda por los otros tratamientos a los 30 min,

(Ruiling et al., 2019).

Las esporas tratadas reducidas de manera constante con el tiempo de procesamiento
MTS, y un log de 3.0 (CFU / mL) se registr6 una reduccién después de 20 min. En la
etapa inicial, 1,18 log (UFC / ml) La inactivacion de las esporas de Bacillus cereus fue
logrado dentro de los 5 min del tratamiento MTS. Este declive fue més drastico hacia
los dltimos 5 min (0.07 log (CFU / mL)) del tratamiento. En otras palabras, se produjo
una tasa decreciente en la inactivacion de las esporas con el aumento de la duracion del

tratamiento con MTS, (Ruiling et al., 2019).
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Tabla 9. Supervivencia de las esporas de Bacillus cereus después de tratamientos en

diferentes momentos.

Tiempo

(min)

us

TS

MS

MTS

7.29 £ 0.06A; a

7.25+0.04A; a

7.20 £0.07A; a

7.29 £0.03A; a

6.12 +0.10B; a

10

7.27 £ 0.05A; a,b

7.18 +0.03A; a,b

7.04 £ 0.08A; a,b

7.22 £ 0.08B; a,b

5.71+0.01C; b

15

7.22 +0.03A; a,b,c

7.10 £ 0.06A; b,c

6.89 £ 0.17A; b,c

7.15+0.03B; b,c

5.00+0.02C; ¢

20

7.21+0.07A; ab,c

7.04 £0.07A; ¢

6.87 £0.07B; b,c

7.17£0.06C; b,c

4.50 +£0.01D; d

25

7.19+0.01A; b,c

6.99 £ 0.08B; ¢

6.84 +0.03C; ¢

7.13+0.02D; ¢

4.25+0.01E; e

30

7.18 £0.03A; ¢

6.92+£0.12B;d

6.79+0.08B,C; ¢

7.00 £0.02C; d

4.18 £0.03D; e

La poblacién inicial de las esporas fue de aproximadamente 7,30 £ 0,02 log UFC / mL.
Los valores fueron las medias de las mediciones por triplicado + desviacion estandar;
valores con diferentes letras mayusculas en la misma columna y letras mindsculas en la
misma fila mostraron diferencias significativas en p <0.05, Ruiling et al (2019).
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Conclusiones.

La problematica expuesta en este documento es muy clara en cuanto a salud
publica se refiere, sin embargo, no se cuenta con suficiente informacion cualitativa y
cuantitativa, de la afectacién que genera a los procesos productivos en la industria
alimentaria, de ahi la importancia de investigar mas a fondo al interior de las lineas de
produccion y poder dilucidar el verdadero impacto que trae consigo la contaminacion

microbioldgica en los productos alimenticios en proceso.

Cuando los porcentajes de contaminacion por Bacillus Cereus en las lineas de
produccion, sobrepasa los limites establecidos en la normatividad, se debe recurrir a
paradas de proceso no programadas, dicho microrganismo se ha vuelto capaz de crear
una alta resistencia a condiciones ambientales y a técnicas fisico-quimicas de limpieza,
ocasionando incumplimiento en los planes de produccién, paradas largas en los
procesos, extensas jornadas de limpieza y grandes cantidades de producto rechazadas
por microbiologia fuera de especificacion. En consecuencia, se ha creado la necesidad

de indagar en nuevas estrategias para contrarrestar esta contaminacion patogénica.

En la actualidad el principal objetivo de las empresas productoras de alimentos
es simplificar aquellas técnicas de deteccidn de este microrganismo, asi mismo
disminuir los tiempos de deteccion y disminuir los elevados costos a los cuales tiene
que incurrir. La ciencia y la biotecnologia han desarrollado nuevas alternativas de
deteccion y cuantificacion, fundamentadas en las técnicas convencionales, con el
objetivo de eliminar dichas barreras y por consiguiente brindar nuevas herramientas

para el control y prevencion de dicha problematica.
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Durante las Ultimas décadas, se han desarrollado varios métodos para la
deteccion de patdgenos transmitidos por los alimentos. Los métodos basados en cultivo,
incluido el cultivo selectivo, la identificacion bioquimica catidnico y seroldgico se
conocen como los métodos estandar de oro para la deteccion sensible y precisa de
bacterias. Sin embargo, requieren mucho tiempo y trabajo. Ensayos de acido nucleico
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que se basan principalmente
en el amplificacion de especies, fragmento de &cido nucleico dentro de un organismo
objetivo, son lo suficientemente sensibles como para detectar bacterias incluso en
niveles Unicos, por ende, estan involucrados el pretratamiento y el aislamiento del ADN
de muestras complicadas, y posiblemente los resultados positivos se originaron en casos

no especificos y la amplificacién del cation no se puede evitar.

Ensayos basados en inmunologia, que emplean la interaccion entre el anticuerpo
y el antigeno en la superficie de las bacterias diana, son répidas y altamente especificas,
pero ellos sufren de baja sensibilidad, alto costo y manipulaciones tediosas. Para lograr
una deteccion simple y automatica de bacterias, se han desarrollado kits comerciales de
prueba rapida, incluido el sistema API para la caracterizacion bioguimica de bacterias,

el sistema BAX basado en PCR e inmunoenzimaético VIDAS.

Excepto el sistema API, los otros dos sistemas pueden proporcionar resultados
en 24 h, sin embargo, requieren tediosos y costosos instrumentos, que apenas se aplican
en prueba de campo y areas menos desarrolladas. Por lo tanto, para lograr la deteccion
rapida, simple y sensible de bacterias, se necesitan pruebas de campo, mayor desarrollo

y adaptacion del método de deteccion, la deteccidn répida de contaminantes
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alimentarios en una etapa temprana es fundamental para la optimizacion de los procesos

para la industria harinera.

El desarrollo y la optimizacion de alternativas novedosas para el seguimiento,
caracterizacion y enumeracion de patégenos en alimentos es uno de los aspectos clave
en la microbiologia de alimentos, y se vuelve cada vez mas importante para la

agricultura, la industria alimentaria y los consumidores.
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