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Validacion de limpieza CIP en instalaciones de una fabrica de produccién industrial de levadura

1. RESUMEN / ABSTRACT

En la actualidad la validacion de las limpiezas se ha convertido en una imperiosa
necesidad de la industria alimentaria para garantizar la calidad de sus productos y
lograr la comercializacion de éstos. El objetivo del presente trabajo fue validar la
limpieza de los fermentadores y maquinas centrifugas de separacion utilizados en la
elaboracion industrial de levadura de panificacion. Primeramente fue necesario realizar
un estudio del sistema de limpieza CIP a fin de identificar todos los elementos
involucrados tales como el disefio, etapas de la limpieza, soluciones de limpieza
utilizadas y sus parametros de concentracién, temperatura y tiempo de contacto. Se
tomaron muestras de las soluciones de limpieza de los puntos de muestreo
seleccionados y se realizaron andlisis fisicoquimicos y microbiol6gicos con el objeto de
verificar si los pardmetros de la limpieza CIP son capaces de lograr el propésito
establecido. De acuerdo al estudio de capacidad de proceso realizado, se comprobdé
gue el proceso de limpieza CIP es capaz pero se encuentra fuera de control respecto a
la temperatura de la sosa caustica utilizada durante la limpieza. A pesar de la
variabilidad de la temperatura de la sosa identificada en el proceso, se obtuvieron
excelentes resultados microbioldgicos. La calidad microbiolégica y fisicoquimica del
agua de enjuague fue establecida como criterio de decision. Se concluyé que el
protocolo de limpieza CIP utilizado se encuentra validado ya que los resultados de las
muestras analizadas se hallan dentro de las especificaciones implantadas para la
validacion.

At present, validation of cleaning processes has become an essential need for the food
industry to ensure the quality of their products and achieve commercialization of them.
The aim of this study was to validate the cleaning processes of fermentation tanks and
centrifugal separation machines used in industrial processing of baker's yeast. It was
first necessary to carry out a study of the CIP cleaning system to identify all of the
elements involved such as design, stages of cleaning, cleaning solutions used and
their parameters of concentration, temperature, and contact time. Cleaning solutions
samples of selected sampling points were taken for physio-chemical and
microbiological analysis to check if cleaning parameters are capable of achieving the
stated purpose. According to the process capability study, it was found that the CIP
process is capable but cannot control caustic soda temperature used during the
cleaning process. Excellent microbiological results were obtained despite the variability
of sodium temperature identified. Microbiological and chemical quality of the rinse
water was established as acceptance criteria. It was concluded that the CIP protocol
used is validated since analyzed samples results are within specifications for validation.
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2. INTRODUCCION
2.1. Limpieza en fabrica de produccién industrial de levadura

La primera etapa de la produccion industrial de levadura o “produccion de levadura
madre” consiste en el crecimiento o propagacion del cultivo puro de la levadura
(Saccharomyces cerevisae) en un sustrato de melaza como fuente de carbono, sales
minerales y vitaminas. El proceso comienza con fermentaciones tipo batch donde los
nutrientes se afladen de una sola vez, al principio y se esterilizan antes de la siembra
de la levadura. La segunda etapa consiste en fermentaciones tipo feed batch, donde la
levadura madre producida se siembra en fermentadores con aireacién donde los
nutrientes se van afadiendo gradualmente. La segunda etapa o “propagacion
industrial”, tiene como objetivo la multiplicacién de la levadura confiriéndole una
composicion bioquimica y un estado fisiol6gico segun las necesidades del cliente. La
levadura producida es concentrada y lavada utilizando un separador centrifugo donde
se separa el caldo de cultivo y se obtiene una crema de levadura. Esta es almacenada
en depositos refrigerados (en el caso de levadura liquida a granel) o envasada y
almacenada en frio (en el caso de levadura liquida envasada, granulada o prensada),

a la espera de ser expedida al cliente.

La pureza microbiolégica de la levadura es un parametro de calidad muy importante
por lo que debe ser producida en condiciones de higiene y limpieza rigurosamente
controladas. Los fermentadores deben estar microbiolégicamente limpios antes de
iniciar la fermentacién a fin de evitar contaminaciones cruzadas durante el proceso, y
deben ser enjuagados completamente para evitar contaminaciones en el producto final
(Salo et al., 2008).

Los fermentadores pueden ser de hasta varios cientos de metros cubicos con una sola
bola de pulverizacion de limpieza montada en la parte superior del depésito. De
acuerdo al estudio realizado por Salo et. al. (2008) la parte inferior de este tipo de
depdésitos es el &rea més dificil de limpiar. EI enorme tamafio y la falta de puntos de
muestreo apropiados hacen que el muestreo de superficie por hisopado sea
problemético. Por lo tanto la validacion del procedimiento de limpieza en procesos
cerrados es problemética, ya que el acceso al interior de la instalacion resulta muy
dificil. Los métodos utilizados para evaluar la eficacia de los protocolos de limpieza y
desinfeccion, se basan en una estimacién de la cantidad de células microbianas
viables restantes en una superficie después de realizar la limpieza (Verran et. al.
2010).
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Existen dos métodos generales de muestreo que se consideran aceptables; muestreo
directo de superficies mediante hisopos o muestreo indirecto de superficies mediante
el agua de enjuague (FDA, 1993). El andlisis de superficie por hisopado es el método
méas ampliamente utilizado, sin embargo carece de la estandarizacion necesaria para
proporcionar el nivel de reproducibilidad requerida. La validez del hisopado depende
de la eficiencia de la persona que lleva a cabo el procedimiento en tres puntos: la
eliminacion de las bacterias de la superficie, la eliminacion de bacterias del hisopo y el
cultivo de bacterias (Moore y Griffith, 2007). Ademas de las propiedades de la
superficie (topografia, humectabilidad, porosidad, etc.), la presencia de material
organico sobre la misma puede también afectar a la eficiencia del hisopado.

En un estudio realizado por Camper y McFeters (2000) se analizaron muestras del
agua que circula en un sistema de distribucién de agua potable a fin de determinar la
presencia de biofilms debido a las limitaciones de acceso a las superficies de
muestreo. Sin embargo, concluyeron que no hay métodos aceptables que permitan
correlacionar directamente el nimero de bacterias en el agua que circula en las

instalaciones con el niumero de biofilms en sus superficies.

Es importante ser consciente de las limitaciones de un método dado para evaluar la
presencia de microorganismos en una superficie. La mayoria de los métodos estan

inevitablemente limitados de alguna manera (Verran et. al. 2010).

2.2. Validacién de limpieza

El control de los peligros que pueden asociarse a los alimentos supone habitualmente
la aplicacién de medidas de control. En el entorno actual de controles de inocuidad de
los alimentos basados en sistemas que proporcionan flexibilidad respecto a la
seleccién de las medidas de control, la validacién de estas medidas adquiere una
importancia mayor. (Codex, 2008). Gracias al proceso de validacion se puede
demostrar que las medidas de control elegidas realmente son capaces de lograr, de
una manera constante, el nivel previsto de control del peligro. (Codex, 2008). En los
procesos industriales agroalimentarios, la validacion es una tarea compleja y requiere
de un enfoque multidisciplinario para llegar a un resultado documentado y probado
(Timmerman, 2013).
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La validacion de los protocolos de limpieza se ha convertido en un tema de alta
prioridad en las industrias alimentarias ya que permite garantizar resultados
consistentes y cumplimiento de los estdndares. Se trata de un procedimiento
documentado cuyo objetivo es verificar la eficacia del procedimiento de limpieza en la
eliminacion de residuos de productos, productos de degradacion, conservantes y/o
agentes de limpieza, asi como el control de posibles contaminantes microbianos
(Canada, 2008).

La validacion requiere el conocimiento de todos los elementos que intervienen en el
resultado de la limpieza, tales como disefio y desarrollo de un programa efectivo,
seleccion de los métodos de analisis disponibles, selecciéon de los métodos y puntos
de muestreo, seleccidon de los blancos y controles, estrategias adecuadas para los
muestreos, herramientas utilizadas para un apropiado seguimiento y verificacion y
validacién, asi como también documentaciones Yy referencias apropiadas.

(Timmerman, 2013).

2.2.1. Directrices para la Validacion del Codex Alimentarius

Las directrices para la validacién de medidas de control del Codex (CAC/GL 69-2008)
proporcionan asesoramiento a la industria y a los gobiernos sobre la validacién de las
distintas medidas de control. Estas directrices presentan informacién sobre las tareas
previas a la validaciéon, el enfoque de la validacién, el proceso de la validacién y la

necesidad de una nueva validacion o revalidacion.

Tareas previas a la validacion: antes de que un establecimiento alimentario valide las
medidas de control, es importante completar ciertas tareas de manera que la
validaciéon pueda lograrse efectiva y eficazmente. Estas tareas incluyen:

a) La identificacion de los peligros que se pretenden controlar en el producto o el
entorno en cuestion tomando en cuenta toda la informacion pertinente, incluida la
proporcionada por una evaluacion de riesgos si estuviera disponible.

b) La identificacion del resultado requerido en materia de inocuidad de los alimentos.

c) La identificacion de las medidas de control que han de validarse.

Proceso de validacién: una vez terminadas las tareas previas a la validacion, el

proceso de la validacion de medidas de control incluye las siguientes etapas:
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a) Decidir el enfoque o la combinacion de enfoques que se aplicaran.

b) Definir los pardmetros y los criterios de decision que demostraran que una medida
de control o combinacion de medidas de control, si se aplica debidamente, es capaz
de controlar constantemente el peligro con un resultado previsto.

¢) Reunir la informacién pertinente para la validacion y, de ser necesario, realizar los
estudios.

d) Analizar los resultados.

e) Documentar y revisar la validacion.

Enfoque de la validacion: se dispone de una gama de enfoques posibles para la
validacién. El enfoque preciso dependera, entre otras cosas, de la naturaleza del
peligro, la naturaleza de la materia prima y del producto, el tipo de medidas de control
o de sistema de control de inocuidad de los alimentos seleccionado para controlar el
peligro, y del rigor previsto de dicho control.

Necesidad de una revalidacion: ante un fallo del sistema, cambios en el proceso,
nueva informacién cientifica o reglamentaria, etc., se hace necesario revalidar una
medida de control o una combinacién de medidas de control, elaborando un

procedimiento claro y eficaz.

2.3. Limpieza CIP

Los sistemas de limpieza in situ (CIP, del inglés: “cleaning in place”) resultan idoneos
en aquellos sectores en los que la higiene constituye un aspecto de importancia
primordial y la contaminacién debe evitarse a toda costa. La limpieza CIP es un
proceso automatico utilizado en plantas industriales para devolver sus instalaciones al
estado limpio luego de terminar un ciclo productivo (Tamine, 2008). Los depdsitos,
tuberias y lineas de proceso completas pueden limpiarse sin necesidad de desmontar
ningun equipo. Consiste en recircular la solucion de limpieza a través de los
componentes de la linea de proceso como tuberias, intercambiadores de calor,
bombas, valvulas, etc. bajo condiciones apropiadas de tiempo, temperatura,
concentracion y accion mecéanica (Ryther, 2014). El sistema debe asegurar un flujo
turbulento a fin de otorgar una accién mecanica o “fregado mecanico” a las soluciones
de limpieza, permitiendo la remocion de la suciedad. La circulacion turbulenta asegura
la efectividad de la limpieza so6lo si presenta el llamado nimero de Reynolds en una
franja de valores. En este indicador se consideran la densidad y la viscosidad del

liquido, la velocidad media de circulacion y el didmetro de la cafieria (Alfa Laval, 2002).
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La solucion de limpieza puede ser un caustico o un &cido, dependiendo de la
naturaleza quimica de la suciedad a remover. Las soluciones alcalinas actdan
disolviendo proteinas, grasas y azUcares favoreciendo la eliminacion de suciedad de
tipo orgénico. Las soluciones acidas actian como desincrustantes favoreciendo la

eliminacion de los residuos calcéreos (Berk, 2013).

El régimen de limpieza CIP tipicamente utilizado en fermentadores consiste en un pre-
enjuague, limpieza alcalina, enjuague intermedio, esterilizacion y enjuague final
(O’Rourke, 2003). El pre-enjuague permite remover gran cantidad de residuos de poca
adherencia, la limpieza alcalina permite disolver y eliminar el material restante y los
microorganismos, el enjuague intermedio permite remover los restos del detergente,
la desinfeccion permite eliminar la poblacion microbiana restante y el enjuague final
permite eliminar completamente los restos del desinfectante utilizado. La velocidad de
flujo aplicada debe ser de al menos 1,5 m.s™. En una secuencia CIP, las fases de pre-
enjuague y limpieza quimica tienen mayor impacto en la remocion de la mayor
cantidad de residuos (Goode et al., 2010).

La planta industrial donde se realiz6 el presente estudio cuenta con una Central CIP
de alto grado de automatizacién ya que almacena, prepara, distribuye, controla y
ajusta la concentracién y temperatura de las soluciones de limpieza. Cuenta con
depoésitos de sosa caustica al 1,6% (en adelante sosa), acido nitrico al 1,3% (en
adelante acido) y agua recuperada, cada uno posee una valvula para toma de
muestra, indicador de nivel, medidor de conductividad y en el caso del depésito de
sosa, medidor y controlador de temperatura. Todo el sistema es cerrado a fin de
recuperar las soluciones empleadas en la limpieza. Las soluciones de limpieza son
bombeadas desde los depdsitos de la Central CIP a través del circuito de envio a las
instalaciones a ser higienizadas, retornando nuevamente a los depdsitos a través del

circuito de retorno.

La eliminacién de todas las "zonas muertas" donde la solucion de limpieza no puede
fluir adecuadamente es un factor critico en el éxito de la limpieza CIP de los circuitos
de linea, ya que los residuos pueden acumularse dando lugar a una contaminacion
microbiana (Ryther, 2014). Las tuberias deben estar libres de espacios muertos tanto
como sea posible, y si es inevitable, la profundidad de la zona muerta debe ser minima
para asegurar una limpieza adecuada mediante el sistema CIP (Christi y Moo-Young,
1994). Esto resulta especialmente importante en los asientos de valvulas de purgas
ubicadas a lo largo del circuito. Es por ello que el sistema CIP de la planta industrial

realiza la apertura de todas las valvulas de purga del circuito durante pocos segundos
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al final de la recirculacién de cada solucion de limpieza. El paso de las soluciones a
través de ellas permite arrastrar toda la suciedad acumulada asegurando la efectividad
de la limpieza. Este proceso se conoce técnicamente como flip-flop.

2.3.1. Monitoreo de la limpieza CIP mediante mediciones de conductividad

La conductividad es una de las medidas mas utilizadas en los analisis de procesos ya
que permite controlar o regular las operaciones donde bases y acidos desempefian
una funcion. La conductividad electrolitica es una medida de la capacidad de una
solucion acuosa de conducir la corriente eléctrica. La conductividad de la solucion de
limpieza varia con su concentracion quimica, en soluciones acuosas la conductividad
es directamente proporcional a la concentracion de sélidos disueltos, por lo tanto
cuanto mayor sea dicha concentracién, mayor sera la conductividad. Las soluciones
diluidas siguen la ley de Kohlrausch de la dependencia de la concentracion segun la
ecuacion:

A=Aw-Kc”

donde A es la conductividad molar, A« la conductividad molar limite, Kes una
constante empirica yces la concentracion de electrolito (Atkins et. al. 2013). La
medicion de la conductividad es una manera simple de monitorear cada fase del
proceso CIP ya que permite controlar y registrar la concentracion de las soluciones de
limpieza utilizadas y asi validar la conformidad respecto a los pardmetros establecidos.
La conductividad también indica cuando se ha completado el enjuague entre pasos de
limpieza ya que ésta desciende al nivel de la conductividad del agua de enjuague, lo

gque permite activar la siguiente etapa o finalizar el ciclo de limpieza.

El sistema CIP de la planta industrial dispone de un medidor de conductividad en el
circuito de retorno el cual permite controlar la conductividad de las soluciones

utilizadas en cada etapa tal como se expone en la Tabla 1:

Tabla 1. Conductividad en el circuito de retorno.

Etapa Valor prefijado de conductividad ¢ OK?
Antes de la recirculacion de la solucion de limpieza (sosa o &cido) si: NO:
Durante la recirculacion de la solucién de limpieza (sosa o acido) Recuperacion de la Recuperacion del
solucion de limpieza | agua con restos de
Después de la recirculacion de la solucién de limpieza (sosa o acido) en cada depdsito solucién en deposito
) = ) ) ) ) (sosa o &cido) de agua recuperada
Antes de la recirculacion del agua de enjuague intermedio o final

De esta manera es posible recuperar las soluciones de limpieza durante el CIP
asegurando la consigna o pardmetro de concentracion durante el tiempo de circulacion

establecido.
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2.3.1. Protocolos de limpieza CIP de la planta industrial de levadura

Fermentadores: Cada fermentador cuenta con un cabezal de limpieza rotativo en la
parte superior, estos poseen rodamientos hidrodindmicos que permiten que el
dispositivo gire con la propia presion de la solucion de limpieza de manera que todo el
liguido disponible se proyecta a través de dos toberas de chorro. La gran ventaja de
estos dispositivos es una limpieza mas eficiente con mayor presién y menor caudal
eliminando cualquier tipo de suciedad. La presion de trabajo es de 11 bar lo que
permite un amplio didmetro de alcance. La limpieza CIP de los fermentadores se
realiza s6lo con sosa durante la semana, siendo con sosa y acido al final de la semana

(en el presente trabajo se validé sélo la limpieza con sosa). EI CIP de los

fermentadores cuenta con dos bombas de limpieza (Figura 1):

1. Bomba de alta presion (en adelante AP) y bajo caudal: La elevada presion de la
bomba AP permite girar el cabezal de limpieza cuya funcién es limpiar toda la
superficie interna del fermentador.

2. Bomba de baja presion (en adelante BP) y alto caudal: El alto caudal de la bomba
BP permite que la solucién de limpieza ingrese rapidamente al fermentador a
través de la parrilla de aireacion, limpiando ésta a su paso e inundado el fondo.

Las partes del fermentador y el disefio del sistema CIP se muestra en la Figura 1.
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Figura 1: Diagrama de limpieza CIP de los fermentadores.
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La limpieza CIP de los fermentadores se realiza automaticamente a través de un

Controlador Logico Programable cuyas etapas se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Etapas de limpieza CIP de los fermentadores.

Etapa

Descripcién

Parametro o Consigna

Pre-enjuague

Se realiza con agua recuperada durante el tiempo
establecido. Luego se vacian los restos de agua
acumulados en el fermentador por las tuberias al
desagie general.

Tiempo: 120 s bomba BP
Tiempo: 180 s bomba AP
Temperatura: ambiente

Enjuague

Se realiza con agua recuperada durante el tiempo
establecido. Luego se vacian los restos de agua
acumulados en el fermentador por las tuberias al
desagie general.

Tiempo: 2 min bomba BP
Tiempo: 5 min bomba AP
Temperatura: ambiente

Limpieza alcalina

Primeramente se realiza un empuje con sosa
hasta el desagiie general, previo paso por medidor
de conductividad. Cuando éste detecta consigna
de conductividad se abre la valvula de entrada del
deposito de sosa y se cierra la valvula de desagiie
general. A partir de alli recircula la solucién
durante el tiempo establecido.

Tiempo: 40 min
Temperatura: 80°C
Concentracion sosa: 1,6%

Enjuague final

Primeramente se realiza un empuje con agua de
proceso hasta el depoésito de sosa, previo paso
por medidor de conductividad. Cuando éste
detecta consigna de conductividad se abre la
vélvula de entrada del depésito de agua
recuperada y se cierra la valvula del depdsito de
sosa. A partir de alli recircula el agua de proceso
durante el tiempo establecido.

Tiempo: 5 min
Temperatura: ambiente

Escurrido

Se abren todas las purgas para eliminar los restos
de agua acumulados en todo el circuito.

Tiempo: 300 s
Temperatura: ambiente

Sistema de separacion: La limpieza CIP permite limpiar todas las instalaciones que

forman parte del sistema de separacion (o separadoras) lo cual incluye maquinas

centrifugas, intercambiador de calor, bombas, valvulas y tuberias asociadas al sistema

(Figura 2). A diferencia de los fermentadores, la limpieza de las separadoras presenta

una etapa adicional de limpieza &cida la cual se realiza diariamente. En este caso, el

enjuague final se realiza con una mezcla variable de agua de proceso y agua

osmotizada. El sistema de separacion y el disefio del sistema CIP se muestra en la

Figura 2.
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Figura 2: Diagrama de limpieza CIP del sistema de separacion.
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La limpieza CIP del sistema de separacion se realiza autométicamente a través de un

Controlador Logico Programable cuyas etapas se presentan en la Tabla 3:

Tabla 3. Etapas de limpieza CIP del sistema de separacién.

Etapa Descripcién Parametro

Se realiza con agua durante el tiempo establecido.
Enjuague Luego se vacian los restos de agua acumulados
por las tuberias al desagile general.

Tiempo: 5 min
Temperatura: ambiente

Tiempo: 30 min
Temperatura: 80°C
Concentracion sosa: 1,6%

Se realiza con sosa la cual recircula por el circuito

Limpieza alcalina descripto durante el tiempo establecido (*).

Se realiza con agua de proceso la cual recircula
por el circuito descripto durante el tiempo
establecido a fin de eliminar los restos de sosa (*).

Enjuague
intermedio

Tiempo: 5 min
Temperatura: ambiente

Tiempo: 15 min
Temperatura: ambiente
Concentracion acido: 1,3%

Se realiza con éacido el cual recircula por el

Limpieza acida circuito descripto durante el tiempo establecido (*).

Se realiza con agua de proceso agua ) .
g p y ag Tiempo: 5 min

Enjuague final osmotizada durante el tiempo establecido a fin de . .
> PR Temperatura: ambiente
eliminar los restos de acido (*).
. Se abren todas las purgas para eliminar los restos Tiempo: 300 s
Escurrido P . .
de agua acumulados en todo el circuito. Temperatura: ambiente

Observaciones respecto a lo descrito en la Tabla 2 y 3:

a) (*) El medidor de conductividad instalado en la red de retorno del CIP del sistema
de separacion realiza las mismas discriminaciones detalladas en la Tabla 2
(fermentadores) en cada etapa de limpieza.

b) Después de cumplir el tiempo prefijado para cada etapa (enjuagues y limpieza
alcalina y/o acida) se realizan los flip-flops.

c) Cuando no hay disponibilidad de agua recuperada se utiliza agua de proceso.

d) El sistema CIP asegura flujo turbulento a lo largo en las tuberias.

Maria Raquel Loépez Moreira Gorostiaga 11
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3. OBJETIVOS

Una vez definido el contexto en el que se desarrolla el Trabajo de Fin de Master y la
necesidad de realizar y documentar la validacion de los protocolos de limpieza CIP, se
establecié como objetivo principal de este trabajo: “Validar los protocolos de limpieza
CIP de los fermentadores y del sistema de separacion de una fabrica de produccion

industrial levadura de panaderia”.

Para lograr el objetivo principal se desarrollé6 un protocolo de validacién de limpieza
CIP de los fermentadores y separadoras, el cual constituyo la herramienta fundamental
del trabajo. Para ello se establecieron los siguientes objetivos parciales:

- Identificar los peligros y las medidas de control que se pretenden validar.

- Definir el enfoque de validacion de las medidas de control.

- Establecer los criterios de decision.

- Reunir la informacion pertinente para la validacion y realizar los estudios.

Para lograr los objetivos establecidos se trabajé en el area de fermentacion y el

laboratorio de control de la planta industrial de levadura.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales y equipos
a) Analisis fisicoquimicos

Materiales y equipos utilizados:

- Conductivimetro Crison, modelo Micro CM 2202.

- pH-metro Crison, modelo Basic 20.

- Bafo de agua con regulador de temperatura Selecta, modelo Precisterm.
- TermoOmetro de alcohol de escala 10 a 110°C (precision: 0,1°C).

- Frascos de plastico con tapa de 250 ml para toma de muestras.

- Material de vidrio general (pipetas, matraces, vasos de precipitados, etc.).

Reactivos utilizados:
- Acido nitrico 69% para analisis Merck Millipore
- Solucion de hidréxido de sodio 1N Merck Millipore

b) Andlisis microbioldgicos

Materiales y equipos utilizados:

- Campana de flujo laminar Gelaire TCA 48.
- Estufa de cultivo Memmert IN 110.

- Placas de Petri estériles

- Pipetas graduadas estériles

- Mechero de Bunsen

- Frascos estériles de 100 ml para toma de muestras.

Medios de cultivos y reactivos utilizados en andlisis microbiolégico:
- Agar PCA (Plate Count Agar), Pronadisa.

- Agar Violeta Rojo Bilis, Pronadisa.

- Agar VRB-MUG Fluorocult, Merck Millipore.

- Agar YGC, Sigma-Aldrich.

- Tabletas de tiosulfato de sodio, Oxoid.

- Nystatina en polvo, Sigma-Aldrich.

Maria Raquel Loépez Moreira Gorostiaga
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4.2. Métodos

Se utiliz6 como referencia y se sigui6 al detalle el documento oficial del Codex
Alimentarius “Directrices para la Validacién de Medidas de Control de la Inocuidad de
los Alimentos CAC/GL 69-2008” (Codex, 2008). Se consideraron también las
directrices para la validacion de limpieza de la FDA (FDA, 1993) vy la reglamentacion
sanitaria de Canada (Canada, 2008).

4.2.1. Tareas previas alavalidacion

Se identificaron peligros bioldgicos debido a proliferaciébn microbiana por equipos
deficientemente limpios y peligros quimicos debido a restos de productos de limpieza
en los equipos. El resultado requerido en materia de inocuidad de alimentos es el
saneamiento eficaz de las superficies que entran en contacto con los alimentos,
demostrado mediante el cumplimiento de criterios microbioldgicos y fisicoquimicos.
Para ello se identificaron los protocolos de limpieza CIP como medidas de control de

los peligros los cuales fueron sometidos a validacion.

4.2.2. Enfoque de lavalidacién

La validacién esta enfocada en la obtencion de datos cientificos durante condiciones
normales de limpieza CIP de los fermentadores y las separadoras. Para ello se
realizaron una serie de toma de muestras y andlisis de las soluciones de limpieza y

aguas de enjuague utilizadas en el CIP.

4.2.3. Protocolo de validacion

Se realiz6 una revision de los protocolos de limpieza CIP utilizados en la planta

industrial de levadura a fin de identificar lo siguiente:

- Soluciones de limpieza utilizadas y sus parametros de concentracion, temperatura,
tiempo de contacto y caudal necesario para lograr el efecto mecanico.

- Etapas de la limpieza CIP, es decir enjuague, limpieza alcalina, limpieza &cida, etc.

- Estudio del sistema CIP teniendo en cuenta depdsitos, tuberias y bombas para

llevar a cabo la limpieza.

Una vez identificados y estudiados todos los puntos mencionados se desarroll6 un
protocolo de validacion en cual se describié paso a paso el proceso de validacion. Se
ejecuto el protocolo de validacién durante 4 semanas de produccion a escala real a fin

de obtener resultados de 15 limpiezas.
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Se tomaron muestras de las soluciones de limpieza de las instalaciones sujetas a

limpieza CIP segun la planificacién de produccion semanal. Los resultados se pudieron

extrapolar a todos los fermentadores y separadoras utilizados en la fabrica ya que:

- Todos los equipos son exactamente iguales en disefio, material de construccion,
tuberias, valvulas y bombas asociadas.

- Todos los equipos son sometidos al mismo tipo de limpieza CIP segun lo
establecido en el protocolo de limpieza.

- Todas las limpiezas estan automatizadas y se encuentran vigiladas bajo el mismo
Controlador Logico Programable.

- Todos los equipos se encuentran asociados a la misma Central CIP, es decir todos
utilizan la misma solucion de limpieza.

Cabe mencionar que la limpieza CIP de los fermentadores y separadoras siempre se

realiza al mismo tiempo y a partir de los mismos depdsitos de sosa y acido de la

Central CIP.

4.2.3.1. Seleccién de los puntos de muestreo

Se identificaron los puntos de muestreo existentes y otros puntos donde se pudieron
tomar muestras siempre que éstos: a) sean representativos del objetivo buscado y b)

que no supongan un riesgo laboral para la persona que realice los muestreos.

Los puntos de muestreo seleccionados en los fermentadores se enumeraron en la

Figura 1. A continuacion se justifica la eleccién de cada uno:

- Puntos de muestreo 1 y 2: Los depoésitos de la Central CIP presentan tomas de
muestra. Tomando muestras de ellas es posible obtener informacién de las
condiciones de concentracion y temperatura de la sosa y acido en cualquier
momento durante las etapas de la limpieza CIP.

- Punto de muestreo 3: El fermentador posee una toma de muestra la cual permite
tomar muestras microbiol6gicamente seguras en cualquier momento.

- Punto de muestreo 4: A partir de la valvula de purga del fermentador se puede
tomar agua de enjuague en el escurrido final. El escurrido final constituye la ultima
etapa de la limpieza antes de iniciar el proceso productivo, es decir que el agua
gue circula en la instalacion durante esta etapa es lo Ultimo que entra en contacto

con las superficies antes de iniciar la fermentacion.
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Los puntos de muestreo seleccionados en el sistema de separaciébn se encuentran

enumerados en la Figura 2. A continuacion se justifica la eleccién de cada uno:

- Puntos de muestreo 1y 2: coinciden con los detallados en los fermentadores.

- Punto de muestreo 5: El intercambiador de calor posee una toma de muestra la
cual permite tomar muestras microbiolégicamente seguras en cualquier momento
de las etapas del CIP. Tomando muestras de alli es posible obtener informacion de
la limpieza del sistema de separaciébn en su conjunto, incluyendo tuberias,
maquinas centrifugas, intercambiador de calor y valvulas.

- Punto de muestreo 6: A partir de la valvula de purga de las separadoras se puede

tomar agua de enjuague en el escurrido final.

Como se menciond anteriormente, el sistema CIP de las instalaciones sometidas a
ensayo constituye un sistema cerrado por lo que no fue posible el acceso a puntos de

muestreo para andlisis microbiolégico de superficie mediante hisopos.

4.2.3.2. Control fisicoquimico y microbiolégico

Segun se detalla en las directrices para la validacién de limpiezas de Canada, se debe
realizar una verificacion de los parametros de limpieza a fin de asegurar que ésta se
encuentra validada de acuerdo a dichos parametros (Canada, 2008). De esta manera,
una vez identificados los puntos de muestreo, se determinaron los andlisis a realizar.
Durante el CIP se tomaron muestras de sosa, acido y agua de enjuague para reunir
los datos necesarios a fin de verificar si los pardmetros del CIP son capaces de lograr

el propdésito establecido.

Se realizaron los siguientes analisis fisicoquimicos:

a) Conductividad y temperatura de sosa y acido de los depésitos de la Central CIP
antes de iniciar y tras finalizar la limpieza alcalina y acida.

b) Conductividad y temperatura de la sosa y el acido que circula en los fermentadores
y separadoras durante la limpieza alcalina y acida.

¢) Conductividad y pH del agua que recircula en los fermentadores y separadoras

durante la etapa de enjuague final y escurrido final.

Se realizaron pruebas microbiolégicas del agua correspondiente al enjuague final y
escurrido final. Se determinaron gérmenes totales, coliformes totales, coliformes
fecales, Escherichia Coli y levaduras mediante técnica de recuento en placa por
siembra en masa. Se utilizo solucién de tiosulfato de sodio para inactivar el cloro libre

del agua de enjuague. En la Tabla 4 se resumen los controles realizados:
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Tabla 4. Controles fisicoquimicos y microbiolégicos de la limpieza CIP.

FERMENTADORES
Muestra Determinacion analitica Momento de muestreo Punto de
muestreo
Conductividad (mS) y Temperatura (°C) Antes de iniciar la limpieza con sosa  (00:00)* 1
Sosa caustica Conductividad (mS) y Temperatura (°C) A los 5+1 min de limpieza con sosa (00:05) 3
1,6% Conductividad (mS) y Temperatura (°C) A los 35+1 min de limpieza con sosa  (00:35) 3
Conductividad (mS) y Temperatura (°C) Al finalizar la limpieza con sosa (00:40) 1
Agua de enjuague Conductividad (mS), pH y andlisis microbiolégico | A los 31 min del enjuague final (00:03) 3
Agua de enjuague Conductividad (mS), pH y analisis microbiolégico Durante el escurrido final 4
SISTEMA DE SEPARACION
Muestra Determinacién analitica Momento de muestreo Punto de
muestreo
Conductividad (mS) y Temperatura (°C) Antes de iniciar la limpieza con sosa  (00:00) 1
Sosa caustica Conductividad (mS) y Temperatura (°C) Alos 5+1 min de limpieza con sosa (00:05) 5
1,6% Conductividad (mS) y Temperatura (°C) A los 25+1 min de limpieza con sosa  (00:25) 5
Conductividad (mS) y Temperatura (°C) Al finalizar la limpieza con sosa (00:40) 1
Conductividad (mS) Antes de iniciar limpieza con acido (00:00) 2
Acido nitrico 1,3% Conductividad (mS) A los 7 min de limpieza con &cido (00:07) 5
Conductividad (mS) Al finalizar la limpieza con &acido (00:15) 2
Agua de enjuague Conductividad (mS), pH y andlisis microbiolégico | A los 31 min del enjuague final (00:03) 5
Agua de enjuague | Conductividad (mS), pH y andlisis microbioldgico | Durante el escurrido final 6

(*) Observacion: nomenclatura hora minuto hh:mm, el tiempo total establecido para cada etapa se detalla en la Tabla 2 y 3.

En el caso del andlisis de agua se tomaron muestras durante el enjuague final y el

escurrido final. El andlisis de agua durante el enjuague final se realizé6 a modo de

control. El analisis del agua del escurrido final permitié determinar si el aclarado es

eficaz en la remocién de los agentes de limpieza, ya que es lo Ultimo que entra en

contacto con las superficies antes de la iniciar el ciclo productivo.

4.2.3.2.1. Verificaciéon de relaciéon lineal de la conductividad en funciéon de la

concentracion de las soluciones de limpieza.

Se prepararon soluciones de sosa y acido de concentracion conocida (% p/p) y se

midi6é la conductividad (mS) a 20°C. A partir de los resultados obtenidos se realizé un

gréafico de dispersion, se calcul6 el coeficiente de correlacion entre las dos variables y

la ecuacion de recta.

Curva de calibrado sosa cadustica

mS mS
150 220
130 190
110 160
90 130
y =41,29x + 7,999
70 R2=0,996 100
50 70
30 40
10 10
0,2 0,6 1,0 1,4 1,8 2,2 2,6 3,0
% (p/p)

Curva de calibrado acido nitrico

y = 43,98x + 12,92
R2=0,996
04 08 12 16 20 24 28 32 36 40
% (p/p)

Figura 3: Curva de calibrado de la conductividad eléctrica vs concentracién de las soluciones de
limpieza utilizadas en el CIP.
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Tal como se observa en la Figura 3, en ambos casos el coeficiente de correlacion se
encuentra entre 0.995 y 1.0, lo que indica que ambas variables se encuentran
fuertemente correlacionadas. A partir de la ecuacion de la recta se comprob6 que: a) el
parametro de concentracion de la sosa (1,6%) equivale a una conductividad de 73 mS
y b) el parametro de concentracion del acido (1,3%) equivale a una conductividad de
70 mS.

4.2.4. Criterios de decision

El protocolo de limpieza CIP se considerd validado si después de la limpieza, las
instalaciones (fermentadores y sistema de separacién) que entran en contacto con el

producto cumplen con los criterios establecidos en la Tabla 5:

Tabla 5. Criterios de decisién de la validacion.

Indicadores Microbiol6gicos Muestra Valor
Gérmenes totales Agua de enjuague y escurrido final < 10 Ufc/ml
Coliformes totales Agua de enjuague y escurrido final Ausencia
Coliformes fecales Agua de enjuague y escurrido final Ausencia
Escherichia Coli Agua de enjuague y escurrido final Ausencia
Levaduras Agua de enjuague y escurrido final <10 Ufc/ml

Indicadores Fisicoquimicos Muestra Valor
Conductividad a 20°C Agua de escurrido final <3,5mS
pH Agua de escurrido final 6,5-9,5

La conductividad y el pH del agua de enjuague del escurrido final se establecieron
como criterios de decision a fin de evaluar la efectividad del aclarado final en la

eliminacion de los agentes de limpieza.

Al momento de establecer los valores de decision de conductividad y pH se tuvo en
cuenta conductividad del agua del proceso utilizada en la limpieza asi como también la
reglamentacion higiénica sanitaria del agua de consumo humano (Real Decreto
140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios de la

calidad del agua de consumo humano).

El agua de proceso y el agua osmotizada utilizada en la fébrica presentan
conductividades de 3 a 4 mS y 0,09 a 0,15 mS respectivamente. El pH de ambas

oscila entre 7,5y 8,5.
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4.2.5. Analisis estadistico de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados se utiliz6 el programa informético
Statgraphics Centurion XVL.II.

Los resultados de conductividad y temperatura de las soluciones de limpieza (sosa y
acido) fueron representados en graficos de cajas y bigotes respecto al tiempo de
muestreo con el fin de visualizar de forma general las caracteristicas del conjunto de
datos, tales como la dispersién y simetria. A partir de alli se realiz6 un analisis de

comparacion de medias y desviaciones estandar.

Para determinar la variabilidad del proceso y contrastar con los parametros
establecidos se realizé un analisis de capacidad de proceso. Para ello se calcularon
los indices de Cp y Cpk. El indice de Cp relaciona la variabilidad del proceso de
acuerdo a los limites de especificacion establecidos y la condicién para considerar que
un proceso es capaz es que el valor del Cp sea mayor a igual a 1,33. El indice de Cpk
es utilizado para determinar si el proceso se ajusta a las tolerancias, es decir, si la
media del proceso se encuentra centrada o no con relacién al valor nominal del
mismo. La magnitud de Cpk respecto Cp es una medida directa de que tan apartado
del centro esta operando el proceso; cuando el valor de Cpk es igual al Cp, el proceso
esta centrado en el parametro establecido, y cuando el Cp es mayor que el Cpk el

proceso esta descentrado (Vilar Barrio, 2005).

Los resultados de conductividad, pH y andlisis microbiolégico de las aguas de
enjuague fueron analizados y comparados respecto a los criterios de aceptacion de la

validacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Control fisicoquimico

5.1.1. Conductividad de la sosa durante la limpieza alcalina

A) Deposito Central CIP B) Fermentadores C) Separadoras
Punto muestreo: 1 Punto muestreo: 3 Punto muestreo: 5

Conductividad a 20°C (mS)

Conductividad a 20°C (mS)
~
3
T
L
Conductividad a 20°C (mS)
a3
T
L

72F 4 e B 7k 4
7L k| 69 4 6o 4
0:00 0:40 0:05 0:35 0:05 0:25
Tiempo de muestreo (minutos) Tiempo de muestreo (minutos) Tiempo de muestreo (minutos)
Comparacion de medias:  p valor > 0,05 Comparacion de medias:  p valor > 0,05 Comparacion de medias:  p valor > 0,05
Comparacion de desv. est.: p valor > 0,05 Comparacion de desv. est.: p valor > 0,05 Comparacion de desv. est.: p valor > 0,05

Figura 4: Graficos de cajas y bigotes de conductividad de sosa durante la limpieza alcalina

En la Figura 4 se observa el grafico de cajas y bigotes en el cual cada caja representa
el 50% de los datos, la linea azul indica la mediana y la cruz roja la media. A su vez,
los bigotes representan el 25% de los datos y su longitud indica que tan dispersos se
encuentran. En la mayoria de los casos se observa que la mediana no se encuentra
ubicada en la mitad de las cajas, lo que indica una asimetria en la distribucion de
datos.

En cada grafica la caja de la derecha se encuentra ligeramente por debajo de la caja
de la izquierda, lo cual resulta légico considerando que la sosa se va consumiendo a
medida que es utilizada en el CIP y la conductividad desciende. Sin embargo, el p-
valor correspondiente al analisis de comparacién de medias es superior a 0.05 en
todos los casos, por lo que podemos decir que no existe diferencia significativa entre
las medias de la conductividad de sosa al inicio de la limpieza (tiempo 0:00 min) y tras
finalizar misma (tiempo 0:40 min). Lo mismo ocurre respecto al analisis de
comparacion de desviaciones estandar. De esta manera podemos decir que la

conductividad de la sosa se mantiene estable a lo largo de la limpieza.
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Conductividad a 20°C (mS)
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A) Depésito Central CIP B) Fermentadores C) Separadoras
Punto muestreo: 1 Punto muestreo: 3 Punto muestreo: 5
LIE =63 mS Nominal =73 mS LSE =83 mS LIE =63 mS Nominal =73 mS LSE =83 mS LIE =63 mS Nominal =73 mS LSE =83 mS
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Figura 5: Gréficas de control de conductividad de sosa durante la limpieza alcalina.

En la Figura 5 se observa que los valores de conductividad de sosa oscilan a lo largo
de la linea central o pardmetro (linea verde, valor nominal 73mS). En los tres casos,
las gréficas presentan la misma tendencia ya que la sosa utilizada en la limpieza de
los fermentadores y separadoras es la misma, es decir parte de los depdésitos de la
Central CIP (punto de muestreo 1), atraviesa los fermentadores (punto de muestreo
3), separadoras (punto de muestreo 5) y retorna al depdésito (punto de muestreo 1). En
las gréficas también se observan picos, esto se debe a que la conductividad va
bajando a medida que la sosa es utilizada en las limpiezas y cuando el sistema CIP
detecta valores por debajo del parametro (valor nominal 73mS), automaticamente
realiza inyecciones de sosa concentrada a fin de mantener la sosa del depdsito en la
conductividad parametro. Esto ocasiona que la conductividad suba rapidamente

formandose picos en las graficas.

El sistema CIP es capaz de realizar limpiezas de los fermentadores, separadoras y
otras instalaciones de la fabrica al mismo tiempo utilizando la sosa del mismo
depoésito. Cuanto mayor sea la cantidad de limpiezas alcalinas que se estén
realizando, mayor sera el descenso de la conductividad de la sosa y se observaran

mayor cantidad de picos en las gréficas de control.

A pesar de observarse variabilidad en la conductividad de la sosa debido a lo
mencionado anteriormente, podemos decir que el proceso es capaz (Cp>1,33) y que
opera dentro de los limites de control (linea roja) y de especificacion (linea verde). A
su vez podemos decir que el proceso se encuentra centrado en el parametro

establecido ya que el valor del Cpk es practicamente igual al Cp en todos los casos.
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5.1.2. Conductividad del &cido nitrico durante la limpieza &cida

A) Deposito Central CIP B) Separadoras
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Figura 6: Grafico de cajas y bigotes de conductividad del acido durante la limpieza 4cida

En la Figura 6A se observa que los valores de conductividad del acido en los depésitos
de la Central CIP descienden ligeramente a los 15 minutos, lo cual resulta l6gico
considerando que el acido se va consumiendo a medida que es utilizado en el CIP. Sin
embargo, el p-valor correspondiente al andlisis de comparacion de medias es superior
a 0.05, por lo que podemos decir que no existe diferencia significativa entre las medias
de la conductividad del 4cido nitrico al inicio de la limpieza acida (tiempo 0:00 min) y
tras finalizar misma (tiempo 0:15 min). Lo mismo ocurre con el andlisis de comparacion
de desviaciones estandar.

En la Figura 6B se observan los valores de conductividad del acido durante la limpieza
de las separadoras, en este caso la distribucion de datos es simétrica, ya que la
mediana y la media se encuentran centradas en la mitad de la caja y la longitud de los

bigotes es practicamente la misma a ambos lados.
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Figura 7: Gréficas de control de conductividad del acido nitrico durante la limpieza acida

En la Figura 7A y 7B, la diferencia entre los valores de Cp y Cpk indica que el proceso

se encuentra descentrado ya que los valores de conductividad del &cido se encuentran

por encima de la linea central o parametro (linea verde, valor nominal 70mS). Sin

embargo el valor del Cp es superior 1,33 en ambos casos, por lo que podemos decir

gue el proceso es capaz y opera dentro de los limites de control y de especificacion.
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5.1.3. Temperatura de la sosa durante la limpieza alcalina

A) Deposito Central CIP
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Figura 8: Gréfico de cajas y bigotes de temperatura de la sosa durante la limpieza alcalina

En la Figura 8A se observa un marcado descenso de la temperatura de la sosa
durante la limpieza alcalina. El analisis de comparacion de medias indica que existe
diferencia significativa (p-valor inferior a 0.05) entre las medias de la temperatura de
sosa al inicio de la limpieza (tiempo 0:00 min) y tras finalizar misma (tiempo 0:40 min).

Lo mismo ocurre en la Figura 8B y 8C.

El andlisis de comparacion de desviaciones estandar indica que no existe diferencia
significativa (p-valor superior a 0.05) en el punto de muestreo 1y 3 ya que los datos se
encuentran agrupados en cada tiempo de muestreo. En el punto de muestreo 5
(Figura 8C), los datos correspondientes al tiempo de muestreo 0:05 minutos se
encuentran dispersos, por lo tanto en este caso si existe diferencia significativa entre
la desviacion de la temperatura a los 0:05 minutos y a los 0:25 minutos (p-valor inferior
a 0.05).
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Figura 9: Graficas de control de temperatura de la sosa durante la limpieza alcalina
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En el disefio del sistema de CIP de la fabrica se han realizado célculos y se ha
determinado que la pérdida de calor a lo largo del sistema es de unos 10°C. Por ello el
pardmetro de temperatura (linea verde, valor nominal) en los fermentadores y

separadoras es 70°C y en el depésito de la Central CIP 80°C.

En la Figura 9A, las cruces rojas indican valores fuera de los limites de control (3
sigma). Las primeras 15 muestras (correspondientes al tiempo 00:00 min), se
encuentran por debajo de la linea central o pardmetro y las Gltimas 15 muestras
(correspondientes al tiempo 00:40 min), se encuentran por debajo del limite inferior de
especificaciones. En la Figura 9A, los valores de temperatura de sosa
correspondientes a las primeras 15 muestras (tiempo 00:00) no llegan a alcanzar el
parametro establecido (80°C). Esto podria deberse a la pérdida de calor de la sosa
desde el depésito hasta el punto de muestreo atravesando tuberias y valvulas, e
inclusive a la pérdida de calor en el momento de la medicion. Los valores de
temperatura de la sosa al finalizar la limpieza CIP (tiempo 00:40) llegan a alcanzar
valores de 64°C, lo que indica una gran pérdida de calor de la sosa durante la

limpieza.

En la Figura 9B el descenso de la temperatura de la sosa durante la limpieza de los
fermentadores podria esperarse teniendo en cuenta que el cabezal de limpieza
dispersa la solucién en el interior del mismo, el cual presenta un gran volumen y
superficie interna. Todo ello favorece una pérdida de calor al exterior ya que el
fermentador no se encuentra aislado térmicamente. La sosa que retorna a la Central
CIP después de atravesar el fermentador, ha perdido bastante calor, sin embargo el
intercambiador de calor instalado en el depdsito no es capaz de subir la temperatura
rapidamente y mantenerla en el parametro establecido durante el proceso. Es por ello
que la temperatura en las separadoras a los 25 minutos de la limpieza alcalina también
desciende bruscamente como se observa en la Figura 9C. Sin embargo en este caso,
al finalizar la limpieza (tiempo 00:25) los valores se encuentran préoximos al valor
central (linea verde, valor nominal 70°C). Cabe mencionar que la pérdida de calor en
el caso de las separadoras es menor debido a la ausencia del cabezal de limpieza y al

menor tamafio de la instalacién.

Respecto al andlisis de capacidad de proceso, en todos los casos el valor de Cp es
superior a 1,33 por lo que el proceso es capaz. Sin embargo la gran diferencia entre el
valor del Cp y Cpk (especialmente en los puntos de muestreo 1 y 3), indica que el

proceso se encuentra ampliamente descentrado respecto al parametro establecido.
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5.1.4. Conductividad y pH de las aguas de enjuague.

Se registraron los valores de conductividad (mS) y pH del agua durante el enjuague y

escurrido final correspondiente a la limpieza de los fermentadores y separadoras.
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Figura 10: pH de las aguas de enjuague.
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Figura 11: Conductividad eléctrica de las aguas de enjuague.

En la Figura 10 y 11, la linea verde corresponde a los controles del agua durante el
enjuague final (punto de muestreo 3 y 5). La linea azul corresponde los controles del
agua durante el escurrido final (punto de muestreo 4 y 6). Tal como se menciono
anteriormente, el agua del escurrido final fue establecida como criterio de decision de

validacion.

En la mayoria de los casos se observo que la conductividad y el pH del agua es menor
en el escurrido final que en el enjuague final en ambos casos. Esto cabia de esperarse
ya que el muestreo en los puntos 3 y 5 se realiz6 a los 3 minutos del enjuague, es
decir antes del finalizar el mismo (tiempo total de enjuague: 5 minutos) por lo que adn

guedan restos de solucion de limpieza.
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El agua de enjuague de los fermentadores presenté mayor conductividad y pH que el
agua de las separadoras. Cabe resaltar que el enjuague de esta Ultima se realiza con
una mezcla variable de agua de proceso y agua osmotizada debido a una mayor
eficiencia del consumo de agua en la fabrica. Ademéas la limpieza CIP de las
separadoras incluye una etapa adicional de limpieza &cida y el volumen o superficie
interna de la instalacién es mucho menor que el caso de los fermentadores. Todo ello

podria contribuir en obtener menores valores en el caso de las separadoras.

Se observé un pH elevado en el caso de los fermentadores lo cual podria ser debido a
la ausencia de limpieza &cida y a la propia dureza del agua de proceso utilizada (en el
caso de los fermentadores el enjuague se realiza s6lo con agua de proceso), sin
embargo el pH se encontré dentro de los limites de especificacion respecto al criterio.
Por otro lado, la conductividad del agua de enjuague de los fermentadores durante el

escurrido final se encontr6 muy préxima al objetivo.

En todos los casos, los valores obtenidos (linea azul) se encontraron dentro del criterio
de decision establecido en la validacion lo que demuestra la efectividad del enjuague

en la completa eliminacién de los agentes de limpieza.

5.2. Control microbiol6gico

Se obtuvieron excelentes resultados microbiol6gicos de las aguas de enjuague de los
fermentadores (N=30) y separadoras (N=30) dando conformidad en todos los casos
(100% conforme) respecto a los criterios de decision establecidos en la Tabla 5. En los
analisis microbioldgicos de coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia Coli, los
resultados dieron ausencia en todos los casos. En el caso de los gérmenes totales y
levaduras solo se observo lo siguiente:

Fermentadores: se observd un recuento de 1 Ufc/ml de gérmenes totales en 2 de 30
muestras analizadas.

Separadoras: se observd un recuento de 1 Ufc/ml de gérmenes totales en 1 de 30
muestras analizadas, y un recuento de 2 Ufc/ml de levaduras en 1 de 30 muestras

analizadas.

El recuento de levaduras (2 Ufc/ml) observado en 1 de las 30 muestras analizadas en
las separadoras, se podria atribuir a un caso puntual o error aleatorio debido a
diversas variables como: muestreo inadecuado, analisis microbioldgico incorrecto o
contaminacién de la muestra en cualquier punto debido a la posible presencia de

células de levadura en el aire.
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6. CONCLUSIONES

El analisis de resultados indica que los protocolos de limpieza CIP de los
fermentadores y sistema de separacién son capaces de reproducir sistematicamente
resultados que cumplen con los criterios microbiolégicos Yy fisicoquimicos establecidos
durante las 4 semanas del periodo de validacién, por lo tanto la limpieza CIP ha sido
validada. Tal como establece el Codex en las directrices para la validacion de las
medidas de control, el protocolo de validacion de limpieza CIP con una frecuencia
reducida en los controles fisicoquimicos y microbiolégicos puede utilizarse como
actividad de verificacion continua de que los protocolos de limpieza CIP estan siendo

implementados adecuadamente.

A partir del analisis de capacidad de proceso, se puede concluir que el proceso de
limpieza CIP se encuentra en control y es capaz respecto a los valores de
conductividad de sosa y acido durante el CIP, sin embargo respecto a la temperatura
de la sosa es capaz pero se encuentra fuera de control. Es por ello que podemos
recomendar aumentar la capacidad del intercambiador de calor del depdsito de sosa
de la Central CIP, con el objeto de que el proceso sea capaz y se encuentre bajo
control en relacién a la temperatura. De esta manera se podria optimizar la limpieza

CIP en tiempo y/o consumo energético de acuerdo a las siguientes opciones:

Opcién A: mantener la temperatura de la sosa a 70°C, a la concentracion y tiempo
establecidos, consiguiendo un ahorro de energia.

Opcién B: mantener la temperatura de la sosa a 80°C, a la concentracion establecida,
pero disminuir la duracién de la limpieza consiguiendo un ahorro en el tiempo total de

limpieza y también un ahorro de energia debido al menor uso de la instalacion.

En ambos casos seria necesaria una revalidacion.
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