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1. INTRODUCCION:

Los product da chocolate y derivad on 6l p le lrabsjo,
elaborados a base de: cocos, leche en polvo, fcor de cacao, azficer, gomas, frutos, ceroaies, Jarabes,

aromatizantes, colorantes, elc..

De acuardo a su proceso da fabricacién se dividen en:
COBERTURAS DE CHOCOLATE.
PRODUCTOS BARADCS CON CHOCOLATE.
PRODUCTOS CUBIERTOS CON CHOCOLATE,
PRODUCTOS CONFITADOS.,

PRODUCTOS GRAGEADOS.
PRODUCTOS DE GOMA.

CHOCOLATE EN BARRA.

La actividad de agua de algunos produclos como azdcar, cocos, oh y confiluras, es sufi baja

como pars prevenir of U de bos mk o, o de s as oxt 8in

durante le slaboracidn da fos prod: hay en kos que puede fener lugar la aleracién, o que

pusden introducirse gran niimero de baclerias, levaduras ¥ hongos. (V)

Dependiondo del proceso de esta inacién pusde 50 hasta of pr to final 0 ser

siminada en &l lranscurso del mismo.

£] andiisis microblolgico praclicado a fa fecha a bos producios mancinados, nos revela que exislen posiilidades de

conlaminucién especificas de los insumos, durante los procesos, & idusive de los hblos do higiene del persons!,

de Ia mpieza y sanitizacion de los equipos, que con ia 50 craen I y su i 6n 08 monos
frecuenie.
La diversidad de los insumos, de los p y las condich b Yoz on Ia elab ién de estos produclos,

nos leva a la necesidad de formular los pasos & seguir para lograr su controi microbiolégico



Para ¢ andlisls microblolégico de los afimentos, s tdcnicas g les y algunas {ficas para

g pero no se han establecido ias condicionss para efecluar ef control

] i do micr

6 dep de confitarla y chocol:

Ep trabajo p los asf més imp ds i en la Indusiria de confiterla y

chocolates para logrer el control microbiclégico ad: do de sus prodi

2. OBJETIVO:

Justificar of control microbiolégico de prod do chocolale y

J. GENERALIDADES:
Las coberturas de chocolate se elaboran a base da ficor y manteca de caceo, ezdcar, leche y otros materiales como
emulsificantes y seborizanles. Tamblén pueden formularse con manteca vegela! que lo permita soldificar &

en productos baflados (p de ) y productos cubierios

P

P y son
{proceso de engrosado).

Los centros a baflar o cubnr puedan estar elaborados a& base de malvavisco, fondant, frufos, ceresles, pasieflios o
galaelas.

Los productos engrosados pusden Yevar un rocubrimiento de jarabe y faca (procesa de confitado) y brados.
Uiidzando como centros cristsles do azdcar, engrosedos y alladiendo tolor y sabor se oblienan los productos
gragesdos.

Los productos de goma son deposkados en mokdes de akmidén y posteriorments ezucarados o brilfados

& chocolate en moide o barre, a base de coberturas es soldiicado en tineles de enfiiamisnio.

Todos los productos son envassdos en envase prmario, sécundaric y manejedos 8n ¢gfas de cartén o bandefas do
plstico para facar su transporfe.

La caldsd de estos alimentos, su periodo de conservacidn, los riesgos o peigros polenciales para la salud ds!

del control microbiolégico en cads una de las olapas dol proceso. De esto se

deriva la importancia de mencionar las posibles fuenles da conteminacin.



3.1 FUENTES DE CONTAMINACION:
Cada una do éstas influye en ol lipo y nimero de microorganismos prosentes en of producto.
- Materia prima.
- Higiene del equipo.
- Migiene dsl personsl,

- Alre y ague suministrados.

- Tiempo de exposicidn o al da los prod & lamperatura y humedad que p la muttipbicacit
da los microorganismos.

-+ Amblente.

MATERIA PRIMA.

Azicar. Los bacterte més imp son miembros de los génaros Bacilys y Clostdium,
levaduras y hongos. El crecimlento de estos org penderd de que igan la h d ylos

elomentos nutritivos esenciales. (10)

Cocoa. La microfiora dof cacao consta principaimente de Saclus sp. con un nimero varable do hongos y levaduras.

Algunas muastras pusden p entorob y ofras b ias 1o for de esporas. Selmonofta es of
dnico microorg patégeno de imp Ja n o/ fate. (3)
La iragiacién de la cocoa destruye ios mi pero efecta neg ol aroma dei producto. {17)

Frutos secos. cacahuale, amendras, nweces. Dabido al atto contenklo de grasas y ala escasa proporcién de agua,

8slos p

son aia accibn da lgs baclerlas

En de d fics puedsn crecer honges durante o to. Asporollus

Y
perte de la microffora del alre y dof suslo, se encuenira en planias y enimales y algunas copas praducen les

famadas aflatoxinas. (10}

Las affal son incokiras, /nod o Insipidas, solubles en agua y disolvenles como of matanal, insolubles en
acelle, vstables al calor, 6l frio y 1a luz. No s8 dag yno se fyan con faciidad.
Las S8 enlre las ias quimicas mds 6xicas y carcinogénicas probadas. (10, 19}




Leche en polvo La carga de los p lécleos por calor d de del

tonidn hactan;

del producto lquido que sa va a desecer, de la temperatura y tiempo de precatentamiento, del

proceso do evap én, do la ién y profi idn en tuberlas y dapbsitos, dol método de desecacién y da
8u pasible contaminacién & pertir dol afre. Las baclerias lermodincas, en general, son més numerosas

{oslrop { I i poruiados aarobios y ). (6)

Coraalos. Los factores mas Importanias que influyen en la 8Reracién por hongos da los granos almacenados se

refigren @ niveles da humedad de 12 & 13%, lesiones fisicas y temp I Las especles mds
comunes corresponden a Aspergiius, Peniclium y Fusanum. Los granos T por hongos ituyen un
poligro potencial senitario, algunos relacionados con productién de toxinas. (6}

& procesamlento de los cerealas para la produceién de hojuela y arroz inflado, destruye fa poblacidn bacteriana

presente en el grano, aunque pueden i enel dsl

Fondenl. Se alribuye el datanioro de cramas de fondant cublortes de chocolate e Clostridium spp. da la alblming del
huevo y ol azdicar, pero con /as acfuales précticas de elaboraciSi 0310 parece poco probable, porque la mayorfa do

las cremas de fondant contlenen por ko menos 70% do aidos disuelos y estos

D no crecen por

absjo de aw = 0.94 que equivale a 48% do sacarosa. {17)

HIGIENE DEL EQUIPO,
La mayorla de los equipos son meldlicos con sigunas partes de maleral pldstico. El equipe metdkco no permite e/

o Yo do no lene flors nommal, sin

o, las ¥ aquipo en contacto
con los akmentos o8 una de las mayores fusnles de contaminecién. E1 equipo pusde estar kmpio y sanftizado, pero
asio no quisre declr que sea estérl. Atn en superficies lavadas y visilblemente impias, es posible la sobravivencia y
desarrolo de microorganismos. Silos residuos, peliculas da grasa, dopbsios minerales, polo y demés elamentos

s0n visibles uno puede estar segure que un ao nivol de confaminacidn esta presents.

Los residuos de confituras en ef equipa son un riesgo para la ividad de f .{17)
Se dsbe poner espacial cuidado en ekminer residuos de humedsd. S/ ss ig secas las supsrficias, of
niesgo de p dn microblana es pequefio. (2, 8, 17)




HIGIENE DEL PERSONAL.

Las personas enfermas pueden lransmiir por medio de los ali los mic i tes do su
padacimisnto.

Eltavado de las manos es

ble para evitar Los hébitos poco higiénicos como introducirse

ol dedo a fa nariz o boca, peinarse o fumar deben evitarse. (8)

Las bacterias predominantes de la pisl son ¥ corir menos Micrococeus, Bacilug,
Alcalligenes, Pseudomonas, Enterobacter, lebsiolla, Proteus, Escherfchia y Clrobacter,

Las copas do Staphylococcus habitan en garganta y neriz de muchos individuos sin causar dafto aparents, pudiendo
transfetirse do los dedos y manos a los alimentos y desarrofiarse con rapidez en effos.

El peio que cubie la plel es una fuente polencial de microorganismos. No existe flora normal del cabelo, paro ectda

"

como portador pera transp y difundir microorg Usar barba, bigote y palflas resufta inadocuado en un

8rea ds manejo de afimontos. Ademés de fos mi pusden dap cabslios que contaminan los
sfmontos. (2)
& camblo de ropa de celle por el uniforme kmpio y planchado, reduce el nimero y clase do microorganismos que

puaden desprenderse do la ropa externor durante ¢f trabajo. (8)

AIRE Y AGUA SUMINISTRADOS.,

B sgua es ¢! ingrediente industnial numero uno, Interviens en el procsso de la mayoria de fos amentos, en /a

dmplaza de equipo y &reas de proceso. (2)

B agua necesatia para los procesos pueds estar i por aguas o por desech y
que 9 petég
Uno do los servicios de idos para 9 tener impio un establecimisnto de elaboracid

de afmenios, es un sistema de veniiacién que dislribuya sire impio y templado que elmine pulverizaciones del
Interfor. (8)
£ aire en procesos de secado de producto, requisre do Mros adecuados para la efminacién de povos y particulas

que sirven de transporte a las esporas o células vegelativas que pueden enconirarse deposiadas en of suedo,
5



paredes o jos dutlos mismos y que al ser arrasiradas por of alre #egan a conlaminer fos productos, donde van &

las do humsdad y nulrickin requeridas para su dt

&l efecto que lenga e! alre sobre los microorg on los d do da los niveles de contaminacién y

P

del tlempo de contacto del aire con el alimentlo. (2}

E1 conlrol microbiolSgico del aire y dof agua permite garantizer su inocuidad para ser utikizados en los procesos.

ALMACENAMIENTO.

&l control ds Ia temperalura y proporck dhick de trabajo confortablos y hace més difieil ol

desarrofo do jos hongos en las capas superficlsios himedas, lanto ds equipo como de producios.
La humedad relativa (RH) es importante desde el punto de vista de /a actividad acuosae (Aw) del interfor del alimento,

s como del d da on las

S/ 38 almacenan a¥mantos con baja Aw en ambiente da RH elevads, éstos b hasla bl un

equlibrio. De le misma forma, los almenios con Aw ata, plerden humedad en amblente de RH baja.

En gensral fos amblenles ds simacenamianto son; a RH escase, lavadas y (10

£l tiempo que p fos afi on o duranie fos p , on 1 bles a la

muipicacién de microorganismos es un factor que inftuye en la caldad microbiolégica del producto final.

AMBIENTE,

v que 56 on el alre, no 5 ipkcan en 61, estén disp o a partlculas

Los
de poivo en la superficie de fa liarre © son exhalados de las vias resplralorias def hombre y los animales. (20)

EJ suelo 85 sf gran reservorio de microorganismos que contiene /8 poblacidn mas grande y la mayor variedad de
espacies. Organismos paldgernios diversos, del intestino del hombre y animalos viven en él. (2}

El hombre distribuy ' /s en ol aire, por di 4n da le piel, por conlaminaciones

L

fecales impercepliblas do les mancs y ropas, pero fa mayorla provians de las vias respiratorias superioras
En una conversacion {ranquils, se expulsa gran nimero de microorganismos, en la tos se incrementan y un

estornudo disparsa hasla 20 000 golRas, la mayorie de las cuslas conlienon bactenas o virus. .



Las golitas més grandss recomsn una distancia de 5 metros entos de ceor al suslo, donde se adhieren a parifculss

de polvo y af secarse defan los organismos en estas particulas. Las golitas més did

Poq P P

on el alro y 58 evaporan en menos de un segundo, dejando ‘nlcleos de gotitas®™ de pocas micras de dismetro que

on ono 7 Eslos "nlcleos” 8o sedi muy k te o puedsn
y P P

P por jas de aire en ¥ muy .(20)

Los empaques sirven como una cublerta protactors para kmiter o prevenir Is conlaminacién microbiana, sin

ambargo, no previ of di {o de los

g ya prassntes an of p . (2)

La 6n de los pueds reducirse & un minimo con la préctica de una Fmpieza y desinfeccién

eficaces de Ia fébrica y con una higiens escrupulosa de los frabsjadores.



3.2 GRUPOS INDICADORES:

No es posible examinar cada producto o afmanto para igar Is p {8 de

. Una

g pOIg

medida de control efectivo para deteclar of paligro potencisl o adverfencls de flesgo do conleminacién con

i "

Y palég os utilizar
Por medio de los org Indicad se pueden i terias primas, dick y elapas de! proceso
© prevenir proble de #n con palé;

Para definir un microorganismo como Indicador se necestta conocer su fusnte usual, la asociacién con patégenos

entéricos, fos mélodos de Identilicacion, da crech braviventia duranle of y
P yla slg do ostos mk en 0 6n un malertal patticufar. (2)

£n el conlrol microblolégico se uilizan como indicadores:

Meséf¥os aeroblos.

Reflafa ias dlick da Jos difersnles p . Tambidn esth influgnciado pot el nilmero de meséMos asroblos

Por los ingredk yol
lndican la caldad sanlara de un akmento nalurd o procesado. Estiman Ia duracién de Ja vida de anaquel de un
producto.
Una cuenta efavada en productos dol cacao indica una tempersiura bafa on ef lostado del grano o un desgjuste en

ol dascascanfado dol grano (oslado, lo qua ocasiona conlenkio do cascanta en fa cocoa. (17)

Colformes tolales:

B grupo colforma eslé conformado por cualro géneros principaimente: Escherichis, Eplerobacter, CRrobacter y
Kebsioda.

o

El grupo os tante, abundanle y cas! exchesivo do la msteria focsl humana. Thane sobrevivencia simiar

a/a do los patdg 6 incap pora ip fusra dol intestino en aguas fmpias. Por eslo se utliza como

Indicador de contaminaciSn fecal on ol agua. Cuanlo mayor e ol ndmero de cokformes en una muesira de agus,

mayor s la probablided de quo la inaciin focal sea recisnle.



En tn alimento los colif ¥ s mullj Pusden utit como indi 85 dg précli

Inadecuadas (5, 15)..

Coliformes facales:

Las bacierias infesiinales paldgenas como el baclo Hfico, los bacfos disontéricos y los vibriones del clisra

sobreviven durante unas semanas en of agua y pueden iniciar una ef ig da gran imp e, Su 06
Identificacién es complicada y tardada por lo que se uliize como indicador Escherichla cok, ya que se considers el
representanle més genuino de fa flors bacteriana intestinal humana y de muchos animeles espsciaimente de sangre

caliente,

Es un o galivo, capaz de fe fa lactosa con i6n de gos @ 44.5 °C & 48 horas de
fncubacidn.

8e buscan como indicadores en agua, Pache y productos donde se desea poner de manifiesio la conlaminacién

facal. (5, 15
Hongos y fevaduras:
Indican préeli foie docuadas en los p do alaboracién o duranls of

Es probable la presencia de potentes toxinas producidas por los hongos que s han dasarrofiado,

Pusdsn propiciar camblos indeseables an el aspacio, ia y color de fos aims (5

La cuenla de hongos ylevaduras en cocoa envaseda puede ser aXa; los lfmies més recomendados son

<50 UFC/g.

Las lavaduras se desarrollan con leclidad en ul y equipo dafect le lavados

En Ppusden y hongos L Se reg 1y y medios de cultivo
con elavada concenlracidn de azdcar pars reducir ol shack osmélico en ia i6n de 8slos

Los hongos pueden causar daflo en p  do cuando la paque y condick de

temperaltura sean favorables. (2, 17)



Staphococeus aureus.

Su presancia y nimero da un indiclo de la calded

igica y manejo sanltario de fos ali
Represonla un poligro polencisl para Ia salud de los consumldores ya qie muchas cepas de ésle microorganismo

P que son yolserh con of aimanto producen gastroenterilis en e

hombro.

Se ha anconlrado en la leche y producios ictecs.

La toxina 88 genera con mayor faciidad en p dos, donde so ha I gren parte do la flora
propia dof afmento y S. aureus puede ip #Kbromente pr la 5
Safmoneta gp:

EX nivel de conlaminacién os sfempre bajo en ks Ingredientes y producios, per fo que es importante un muesireo

adecuado para delectsr paquell de

& control de Ingredientes es esenciel para prevenir la contsminacién de Spimonela en productos de chocolste, ys
que no se utiliza algin proceso falal,

Los saimons¥as no crecen a la aw do lss confluras. Sin embergo &f provienen de algin ingrediente, pueden

sobrevivir a Ia olapa da calanianvenlo. Pusden provenir ds fache, husvo, espacios y grenetina. (17}

10



3.3. MUESTREO:
Cada tipo de elimonto exige un procedimiento proplo de toma ds mussiras, en ef cual of niimero de muesiras 8

ansfzar depende da la

narmal do la ] I de i3 h ldad del afmonto y de la
sensibiidad de los métodos de anélisls ullizados para saber sl ef efmanto se gjusta a la norma eplicada al mismo.
(19

Una muesire dsbe ser representativa dellole donde proviane.

Las recomendaciones genereles para oblener muesiras son fas sigulentes:

1. Todo of matarial que se use, dobt; eostoriizarse on homno o en aulocieve, segin ef caso, envireXo con papel krafl

para protegerio do g Cucharas, cuchilos, tjeras, espélulas, bolses, frascos, elc.

2 Al colacler la muasira, avitar conlaminaciones del amblante, tales como polvo, tlorrs, zaliva, descargas
nasofaringeas, elc. EI r'vdpfenle 0 bofsa se abriré sbio b necosario para inlroducir Ia muestra, se dlarra y se cubre

con of papel que la prolege.

3. Es esenclal que ol recplente y ipleados para o r trec no sdfo s6 estérles, sino
adomds Emplos, fbres da substancias que afecian la viablidad de fos microorganismos,

4. Idonlificar claramente ol recipionte antes de colectar Ia muesira con rélulo o eliquela indelebles.

-3 Msgur {odos Jos dalos importantes para la idenlificacién de ia muastra. Anotar defectos fIsicos observados y/fo
condiciones en fas qua 36 lomd la muestra.

8. En producios onvasados, colectar las unidades requeridas de acuordo con ef propéso def andlsls. Tomarfas 8!
azar, & final 0 a fo largo de un proceso de envasedo,

7. En producios a grans!, bolsas o recipéenias grandes como los insumos, obtener ls muestra de dferantes partes

dof iote.

8. Conservar las de alment Jeros on 4n i no o analzan de inmadialo.

(15)

11



Muesireo del sgua.

Conslderar los resutados del anbkisls segin la Infc #n de las condi farias det lugar de donde proviena
la muestra.
Las muestras se recogen en difersntes punios representalivos de todo of sistema de distribucibn. Examinar

repatidas mugsiras de un punlo delerminedo con intervelos de lismpo y ostablocor Ia p ichdad del

muastrec.
E3 fundamental seguir estos pasos para oblener resuftados confiables:

1. Proparar frascos.

Antes de so lavan p y 88 fes agroga una solucién de tiosullata de sodio para neutralizar el
cloro que pudiera conltener e agua, Para musslras de agua polabla poner 0.1 ml de NapS303 &l 3% por cada 120
ml de agua.

Despuds se cubre ol tapbn y cuello con papel eluminlo, para evitar contaminaclones posteriores que puedan
transferrse & la muesira,

Seo eafe}ﬂizan on auloclave & 121°C duranle 15 minutos. En eiguros casos pueden ulizarse bolsss de pldstico
preasteriizadas.

2, Asepsla prelminar.

Lavary dea'ln feclar las manos y ol giifo. Purgar la iinea defande comer of agua durante 2 a 3 minutos.

3. Toma de mussira.

Sa dastapa e/ frasco justo &l momenio del muestroo y se fena hasta dos terclos de su capacidad.

Para ia loma de muestra en cusrpos receplores, se qula ol papsl, se inlroduce of frasco hasta 30 cm. de la

superficle, se dastapa dantro del agua, sostaniéndolo por la base y contra la corTit [ 1

en direccién opuosta & la mano.

Pera ap 80 emp p p

4. Las muestras deben analizarse antes de que pasen 5 horas desde ol mussireo. (1)
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Muestreo dol alre.

Por lo general, jos microorganismos so encugntran en el aire en pequolias en comparacién con ef suelo y
ol agua y muy rara vez son metabdiicamentle activos debido & la poca agua y bejos niveles de nutrienles que hay en
Ia atmésfara. En slfa hay esporas de hongos, becterias y efgas 8s!/ como quistes do protozoarios; lambisn hay

células vegelativas de fodos los grupos pero musren répidamente a menos que eslén protegidos conlra las

radiaciones ultravioleta y la desecacion. Algunas particulas como lgs esporas, se sedimentan cuando eof aira esté

tranquilo y, porlo tanto, dependen de la lurb ia y las corrientos do #6n para p en of alre.

El alre es principalmente importante como medio da transporte y dispersin de los microorganismos. (4)

Métodos de muesirao del aire.

Los microorganismos viablas pusden delerminarse cuantitalivaments por varios mélodos quoe indluyen el inpacle on

7 s6kdas, #6n, Mracisn, i y precipitacidi dlica.

Los més usados son fos de Impacio en superficies s6kdas y de aad.imsnfuddn en cafas de cultivo.

Al utiizar equipos espacialss para e/ muesireo del alre, deben seguirse las indicaciones def fabricante sobrs mencjo,
oparackin y mantenimiento de los mismos. Generalmenta utlzan medios no solactivos como agar cusnla esténdar,
agar soya lripticasa, eger sangre y agar infusién cerebro-corazén. Una excepcitn serla utiizar medios seleclivos

para racuperacin de hongos con fa inhibicibn de crecimiento bacteriano. (17)

DiYerentes tipos de musstreadores do aire:
Exceplo en Ia lécnica de sedimenlacién en placs, s6 muesirean vokimenss conocidos de eire eon ks diferentes

equipos. (2)

Detoclor ambiental centrifugo:
Es un dispostivo portéti do operacién menual, Los iempos de muestreo son programables en klervalos de 30

sogundos hasta 8 minulos. Trene capacklad de 20 a 320 Kros a une velockdad de 40 Rros de alre por minuto.
13



& principlo do operacitn es la impactacién de fos en una lira de agar nulritivo, insertada en el

cindro superior, No requiere da diuciones y las peries que estén en conlacto con la muestra de ake, pueden

para su
Las particulas contanidas en el alre sa Impactan en la tira de agar nulritivo medianle Io fuerza cenltifuga que se
crea 8! girar of cilindro suparior, Las liras de agar se encueniran disponibles con medios para conleo tolel, fevaduras

y hongos, estaflocacos y grupo coliforme. Las tiras se Incuban y se pueden contar la UFC desarrolfadss. (3)

Deleclor de lubo ranurado:
Es un disposilivo de impactacidn portéti, de forma ciladrica, con un fubo ranurado en ia parte superior. Por debajo

de las ranuras y por denlro del ciindro, se coloca una caja de cullivo con agar que glra con une velocidad ajustable.

(ol did

El alre que pasa por las ranuras, impacla las p sobre la

del agar. La placa se qulta y

s Incuba. Se cuentan las UFC /i3 desarrolladas en ol tlempo que se tomé 1a muestro. (17)

Musslreador de mallas And

Es un detector de impaclacidn, en elapas miRiples. Guanta con famices arreglados en cascada de mayor a menor
didmelro do eberura, en cads clapa se coloca una caja de cukivo con egar. Les partfculas se kmpactan en la

supexticls def agar y son clasificadas por tamafios. Les cafas se incuban y sa cuontan Ias UFC desaofadas. (10)
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4, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS.
€& desarrollo de las tdcnicas y la emisitn de resulados dependen del culdado y la higiene de las Inslalaciones,
equipo y material con que se trabaja.
Es Importante la desinfaccién de las éreas do trabsjo con una solucién preparada en forma adacuada:

Fenol al 5 % diuido en agus.

Yodo (Ki) 2 a 7 % diuido con stanol.

Etanol al 70 % diuido en agus.

Cloruro de benzalcono al 1 % diuido en ague.

PREPARACION DEL MATERIAL.
Cuaiquier material que fegue & estar en contacto con la muesira, debs estar astér.
El ealor hiimado (auteciave) y of ealor seco (homo) son los métodos de eaterilizacién mes comunsa.

& material que 86 eslerikza debe prepararse de tal manera Gue af reliaro del equipo no se contamine de nuevo, {5}

MATERIAL UTILIZADO.

Espétulas, ciicharas, cuchilos, tiferas,

Frascos de vidrio con tapén de rosca de 200 y 250 mi de cepacidad.

Tuhos de ensayo con (apén de rosca da 13 X 100, 16 X 150, 20X 150 min.
Pipstas seroldgicas con tapén de algodén de 10, Sy 1 mi.

Gradilas adecuadss & boa lubos.

Cajas de petr esténies 100 X 10 mm.

Portaobjelos d'e vidrio lavados y dasengrasados.

Asa de pistinio o nicromel do 3 mm. de didmelro y asa recle.

Apiicadores de maders.

Varika de vidrio de 3.5 mm. da diémetro y 20 cm. da largo, con un doblez en éngulo recto de 4 cm.

15



EQUIPO.
Homo para ester¥zacion a 180 °C

con i ¥ manémetro.

Balto do sgua con termdmetro y termostalo,
Motor y vasos de Ncuadora ds 2 valocidades.
Agreador y barras magnéticos.

Balsnze granataria con sensiviidad de 0.1g.

Eslufa de incubacion a 35 °C con 4 tal

Estufa do &1 & 30 *C con

Conlador da colorlas.
Confador manusl.

Microscopio.

RECOMENDACIONES GENERALES PARA LA PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios do cutivo deshidralades do mercas jas, ya viensn preperados en forma de polos o
granulacionss y cacla uno de elfos tene fat indicaciones sobre fa forma de hiiratar y ssteriizar, Estas Indicaclones

deben saguirse & Dis de [ leira para of adecuado funcionsmvento de fos mismos.

DISOLUCION.

Utilzar agua kmpia destiads o desiminsralizada, con pH cercend al neufro,

Utitzar recipiontes sscrupuidsamente kmpics, Bores de rssiduos de otras susianciss. £1 lamsfic de jos recipientes
debs sor suficients para permitr la agRacién,

Agregar unp (ercera parfe ded agua con i que &8 va b disolver & medio da culivo pesado, Agior pare disavor y

agrapar of reslo dal agus, desprendi las p iles 8 la pared del reciplente.

Todo tipo de medio s sensibie &l calentamisnto, por 630 o dabe més de lo rk
La completa disoudién de un madio qua contisns agar pyeda cbsarvarse cuando, of aghar no e sdhisre & la pared

intems de! recipienia ninguna pasticuln de agar y la solicidn viscosa, resbais lbrements
16



Algunos medios mussiran turbidez Inevitabl; procurar que ésla lurbidez sea homogénea, distribuyende lo major

posible las parles insolubles.

AJUSTE DE pH.

Los medios comercialas muesiran el valor de pH lndicado en fa otiqueta, Es dabl y i

8h caso hecesario.

La madicién se hace después de izar, con el ad gluste do

P dof aparato. Para medios de

cultivo sblidos, medir a 45 - 50 'C y medios liquidos a temparalura ambisnte.
La comraccién se logra por adicibn de solucién estérl {1N o 0.1 N} de HC/ o NaOH a una muestra del medio estérll.
Con el valumen que se adiclond para I corraccién del pH de is muestra, so calcula of volumen requerido para

ajustar s pH del total de medio preparado.

ESTERILIZACION.
El medic debe distribuirse en Jos recipientas en los quo va 3 empleaise en las diferenfes técrkcas, antes de
astoriizarse. S no viene indicada olra cosa, 8 esterlizan en auloclave a 121 °C durante 15 minulos.

Para asegurar la esteriidad, se deja fluir ef vepor, mantoniendo la véivula abierta, durante el cornianzo dv la fase de

calentamienlo def autociave.

A l8rming da la ester@zacién, daben sacarse los reciplantes y tos répid 1

Las temperaluras més alas y cal tos prok d fudican la caldad def madio de cullivo.

VERTIDO EN PLACAS.

Para ovitar fa f i6n de golfas de i6n de agua en las tapas de Ias placas, debe verterse el medio de

cultivo a una tamporature de 45 - 55 °C,
Praviamenia remover bign 6l medio haclendo oscilar en sentido circular of racipiante.
Antes da sembrar las placas, puede socarse fa superficie himeds del agar en estufa a 3G - 40 °C colocando en

forma lnvertida y algo dastapadas las placas durante 20 a 30 minulos.

17



TUBOS DE AGAR INCLINADO.

£ medio do cultivo estér lodavia flquido, se coloca en poslcién inchi una ia de

aproximadamente 3 cm. Se defs sofidificar en esta posicién.

MEDIQS DE CULTIVO ACIDOS.
El eger se hidrliza al ser calanlado en medio 4cido, disminuyendo o estabilidad del gel. Debe evitarse el

calentamiento, pero sf fuera necosario, s rocomienda agregar § g/ de agar antes de disolver 8l medio.

CONSERVACION DE MEDIOS DE CULTIVO LISTOS PARA EL USO.
Los medios qua conlisnen agat, no deben guardsrse por dabajo do 0 °C, pues &e altera la esiructura del gel. Es

posible conservarlos por 14 2 a i de la luz.

proisg

Las placas de pelr proparadas, con el medio da cutivo, se consaervan durashle clerto tlempo, prolagidas para evitar

la deshidratacién del medio de cultivo que conli P ) con cinla su borde lateral para impedi

fugas, o puardéndolas empaquetadas en varias boisas do pléstico impomtaablas ol aire.
Los medios de cullivo lfquidos, en lubos o matraces, debsn cerrarse con capuchones impermeables al aire.

La doshidratacién provoca preciplados, eristakzaciin y gristas en los medios proparados en placas. (12)
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MEDIOS DE CULTIVO COMERCIALES

NOMBRE/ MARCAS MERCK BBL DIFCO oxolp
art. no. cat, no, code order code

Agar bllis rojo violsta 1406 11807 ‘0012 cM107
Aper citrato de Simmons 2501 11620 ‘0081 CM155
Agar lisina hiemro 11640 11363 ‘0849 CM3s1
Agar papa dextrosa 10130 11550 ‘0013 CM139
Agar para mélodos estdndar 5463 11638 ‘0479 CM325
Agar Soya triplis 5458 11043 ‘0369 CM131
Agar sulfito de bismut 5418 11031 ‘0073 CM201
Agar triple aziicar hlemo 3915 11748 265 cmary
Agar Verde Brillante 7232 11073 '0285 CM263
Agar XLD 5287 11838 ‘0788 CM469
Base de agar Baird Parker 5406 11023 ‘0768 CM275
Caldo EC ] 10765 11187 ‘0314 -
Caldo RM - VP 6712 11383 ‘0016 oM43
Caldo BHI 10493 11059 ‘0037 CM225
Caldo laclosa 5412 11333 ‘0004 CM137
Caido lactosa bilis verde briliante al 2% 5454 11060 ‘0007 CM31
Caldo lauril sulfato triptosa 10268 11338 ‘0241 CM143
Caldo selenito-cistina 7709 11608 ‘0678 CME998
Calkdo telrationato 5285 11706 ‘0104 CM29
Medio de SIM 5470 11528 ‘0271 CM435

tabla 1




PREPARACION DE LA MUESTRA,

Una vez regisirada la mussira, se obliana una alfcuota rap iva y h pera ser lida al analisis.

Cuando las no puedsn P & medio de cultivo o conlisnen una carga microblana efevada,
quiersn le preparacion de diluci

Algunas de las coma de chocolate y los p que L grasa, dificultan la dispersién

h énea de Jos microor por lo que en sstos casos Se recomienda que para realizar la primera diucién,

of diuyante se calients ligeramente (40 *C) en un bafio Marla para fograr fa distribucién do la grasa y con effo la

P de los micr

-

Para oblener datos reproduciblas en los enélisis, al reslizer las d# os

la agracién que
se reglica. EI nimero de ditucionss que se vayan a preparar depende def nimero de microorganismos esparados en

la mueslra.

En s6kidas sa raq ol tiso do para b fas, en caso de polvos y muasiras sclubles,
pueds ulilizarse aglador magnético, para fo cual se Introduce una barra magnética al frasco que contiene la sofucién
diluyents, anles de esteriizario.
SOLUCION BUFFER DILUYENTE.
1. Salucién Stock: KHaPO4 Mg
Agua destiada 500 mt
Austar of pH a 7.2 cont NaQH 1IN, Aforar con agua destiada a un Hro. Esteriizar a 121 °G /20 min,
Conservar en refrigeracién.
2. Solucin diuyente: Solucién diuyente Stock 1.25mi
Agua destiads Jevara 1000m

Dislribuir en frascos 50 miy en tubos 9 mi de esla solucidn. Esteriizar a 121 °C 7 20 min.

3. Sofucién diuy para org

Sa requisrs un diiuyente con baja aw para recuparacién de levad,

Se racomianda una concentracidn de 50 % p/p de hexosa. ( glucoss o fructoss )
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PROCEDIMIENTO,

En condiclonss ds esterlided, pesar 10 g do Ia musstra (10 ml) en un vaso de kcuadora estérl, utiizando

espélula, cuchara o pipeta estéries.

Vaclar 90 mi de solucién diluy &l vaso do jora que conliene la muestra.

Licuar durante 1 minute. Vaciar nusvamente el frasco de diucién. Esta es fa primera ditucién de la muestia

(10°1),

Continuar las diucianss de la musstra. Tomar 1 mi de la primara dilucion y transferirlo & un tube que contenga 8
mi de soluclén diuyente estéal y agiter vigorosamente. Esla es la segunda dilucién (102 y asf sucesivamente
hasta obtener la tlima diucién deseada.

Ulizer plpetas diferentes para cada dilucién Inoculando simukténsemente las cajas que se hayan seleccionado,
Ervolumen que se transfiera no debe ser menor def 10 % de /a capacidad lotal de I pipeta,

Sila pipeta 68 lerminal y se lransfiere un volumen da lfquido equivalonte a su capacidad lolal, vecier en 3
sagundos. Al inacuiar la caja, apiicer Ia punta de ia pipela al fonde y defar escurmir. En una zona sin ifquide
aplcar la punta de la pipsla una sola vez y relirarla.

Mienires se afora ol iiquido dentro de la pipsla, la punla debe aplicarse en ef interior del cuelo del frasco o tubo
y mantenerse en forma vertical, incinando o! frasco o tubo, lo necesario.

Pava aspirar ol liquido de las muesiras con la pipels, sumergiria jo menos posibla.

Cada fubo con diuyente inoculado dobe egilarse de la misma manera: 25 movimierdos de absjo hacls arriba en

un erco de 30 cm. durante 7 segundos. {15}
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CUENTA DE BACTERIAS MESOFILAS AERQBIAS.

Las bacterias meséfilas asrobias son todas lss bactanias cepacaes do de f on un madio nulritive incubado

da 20 & 37 *C en condiciones aeroblas.

Madios de cullivo:

Agar para mélodos eslandar.

PROCEDIMIENTO.

e Distribuir y marcar las cejas estériles en la mesa de trabsjo.

®  Proparar las diticionss necesarias de fa muestra segin sea el caso.

» Transferir en condiclonos de esteriidad un mi de cada una de las diucionas a las cajas de petri..

¢ Agregar de 12 & 15 ml de medio de culivo fundido y mantenido de 45 a 48 °C en baflo de ague. Incorporar la
muestra af medio de culivo efactuando 8 movimientos de derecha a izquiarda, 6 en ssnlido da las manecilas
del reloj, 6 de atrés a adefante; sobre una superficie isa y cuidando que of medio no moje la cublarta de ia cefa.

»  Dafar solidificar el agar. Preparar testigos del medio en cefas sin Indculo,

» Invertir las cajas e introduciras & ia estufe do incubacién a 35 °C duranie 48 horas.

+  Selecclonarlas cajas donde aparezcan anire 30 a 300 colonlas para obtener menor error en ef recuenlo.

» Contar todas las colonias desarrolladas en las placas ssfeccionsdas’ (exceplo las de hongos), incluyendo ias
colonias puntiformes. Dislinguir las colonlas de pequehas particulas de akmenio. '

o Multipicar ef nimare de colonias por el inverse de fa diucién.

o Redondear la cifra oblanida en el recuenio a dos dfgitos significativos.

¢ Reportar como UFC (unic f de cokonias) éfas serobias, por gramo o miro ds muesira.

(15)
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CUENTA DE COLIFORMES TOTALES.

gram de la laclosa con produccién de ges @ 35 °C a las 24 o 48 horas de

&) P

incubacién. Su puede of usc do medio séido selectivo en placa o en tubos de-
fermentacién por la técnica de Nimero mas probable.
Para dsckiir enira ambas !écnicas, es neceserio considerar ef nimero de bacterias que se espera encontrar,

ademés do la composicidn y naturalaza de la muastra.

Medios de cultivo:

Caldo fauri sulfalo (nptosa. En {ubos de ansayo de 20 X 150 mm. con 10 mi de medio estérd y cempana de
fermantacién.

Caido factosa bilis verds brilante. En lubos de ensaye de 20 X 150 mm. con 10 mi de medio estéri y campana de
formontacin,

Agar bills rojo viokels.

PROGEDIMIENTO:
RECUENTO EN TUBO
o Distribuir y marcar fos tubos con caido laurl sutiato triptoss, tres tubos para cada diucitn.

*  Praparar las diucionss de la muestra.

PRUEBA PRESUNTIVA:
» inocular 1 mf por diucién a cada uno de los tras tubos con caido feun sulfato tripfosa.
o incubsr los lubos a 35 *C por 48 horas.

s Observer la prasencia de gas a fas 24 y 48 horas. Cualquier cantidad hace positiva Ia pruebe.
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PRUEBA CONFIRMATIVA:

(15

Agiter suavemente los tubos posiivos y transferir 3 asadas de cada tubo con gas a un tubo con caldo lactosa
bifis verde brilante. Al hiroducir ef asa, evitar la pelicuia que se hublera formado, Incinando el tubo con cultivo
de la prueba presuntiva.

incubar los tubos & 35'C por 48 horas.

Observar la presencla de gas a las 24 y 48 horas. Conlar las tubos postivos y anolar las diuciones
correspondlentes.

Consulter [a tabla para nimero mas probable y reporter NMP de coiformes lolales por grame o miitro do

mussira.

CUENTA EN PLACA.
Distribuir y marcar las cajes esténles an /s mesa de trabafo.

Preparar las diucionss neceserias da la mussira segin sea e! caso.

en de un mi de cada una de las diuckones a las cajas de pelr.
Agragar de 12 & 15 m! de madio de cultivo (agar bils rojo vidleta) fundkio y mantenido de 45 & 48 *C en baflo do
agua. Incorporer la muestra af medio do culivo. Dejar sokdiicar sobre una superficie plara y horizontal y
agragar 4 mi del mismo medio extendiéndoio pera cubrir compielamente f2 superficia.
Dejar solidificar e incubar Ias cejas en poskibn invertida 24 horas & 35*C.
Contar las colonfas de color rofo obscuro, con halo de precipiacién rojo o rosa y dismetro de 0.5 mm. o mafor,

Confirmar las colonias dudoses decanrofadas de los di P 3 ul en un

tubo de fermentacién con cakio lactusa bils verde brfante.
Conflrmar las cofonlas por observacién el microscopio sl $6 requiera.
Mulipkcar af nimero de cofonias desammodadas por el invsrso de /a diucién.

Reportar como UFC de cokformes tolales por gramo o militro de mue sira.
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CUENTA DE COLIFORMES FECALES.

gram negafi P de Ia lactosa con produccién de gas g 44.5 °C en 48 horas de
incubacién,
Medios de cultivo:
Caldo Isuni sulfato triptosa. En tubos de ensayo de 20 X 150 mm. con 10 mi de medio estérl y campana da

fermentacién.

Caldo EC. En tubes de ensayo de 20 X 150 mm. con 10 m! de medio esténl y cempana de formentacién.

PROCEDIMIENTO.
»  Proparar tubos ds ensayo con lapén de rosca (20 X 150) y campana de fermentacién con 10 mf de Celdo launil
sultalo triplosa y olros con 10 mi de Cakdo £C.

‘s Distribuir y marcar los tubos con caido lauri sulfalo triplosa, lres tubos para ceda diucién.

*  Preperar fas diuciones de la muestra.

PRUEBA PRESUNTIVA:

o inocular 1 mi por diucin a cada uno de fo3 tres {ubos con caldo lauri sulfalo trptosa.

o Incubar fos tubos a 35 *C por 48 horas.

¢ QObservar la prosencia da gas alas 24 y 48 horas. Cuaiquier cantidad de gas haco positiva /a pruaba.

PRUEBA CONFIRMATORIA:

¢ Agtar los tubos con p 6n de gas.

® Transfenir 3 asadss de cada tubo con gas a un tubo con caldo EC.

o Incuber jos tubos con caido EC a 44.5 °C en un bafto de agua. Conlroisr ia temperstura +0.5°C

e Observar la presencia do gas en los lubos a las 24 y 48 hores.

o Conlar fos tubos postivos y anolar Ias diucionss.

¢ Consular la tabls para nimero mas probable y reporiar NMP de colformes fecaios por gramo‘o midtro de

muestra. {15)
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NUMERO MAS PROBABLE DE ORGANISMOS,

Tubos Inoculados: 3 con f midilucién 1:10 =0.1 g muestra
3 con 1 mi dilucién 1:160 =0.01 g mussira
3 con 1 mi dilucion 1:1000 = 0.001 g muesira
Tubos  positivos NMP/g | Tubos  positivos NMP /g
3 3 3 3 3 3
'(0.1) (0.01) __'(0.001) '(0.1) (0.01)  '(0.001)
0 4 0 <3 2 0 0 9
[1] [1] 1 2 0 1 14
0 0 2 H 0 2 20
o 0 3 2 [ 3 26
0 1 0 3 2 1 0 15
[ 1 1 [] 1 20
0 1 2 [] 1 7
0 1 3 12 4
0 2 0 8 1
] 2 1 9 1 28
0 2 12 2 2 35
0 3 16 3 42
0 /] g 0 29
0 1 13 3 1 38
4] 3 2 16 2 3 2 44
[} 3 3 19 2 3 3 53
1 0 0 4 3 0 0 23
1 0 1 7 3 0 1 39
1 0 2 11 3 0 2 &4
1 0 3 15 3 0 3 95
1 1 0 7 3 1 0 49|
1 1 1 3 1 1 75|
1 2 f] 3 1 2 120
1 3 1 3 3 160
1 2 [ 11 3 0 93
1 2 1 15 3 150
1 2 2 20 3 210
1 2 K] 24 3 290
1 3 0 6 0 240
1 3 20 3 460
1 3 24 3 1100
1 3 20 3 >2 400

tabla 2



CUENTA DE HONGOS Y LEVADURAS.
Los hongos son organismos que poseen niclso verdadero, carecen de clorofia, se reproducen sexusl o

asexualmente por esporas y pueden lener forma multicelular flameniosa o ser células Individuales en gemacién, La

prueba no se aplica a lodos Jos ali sblo a fos rel dos con précti Heri en ia

P

produccién y almacenamisnto.
Madios da cultivo:
Agar papa dextrosa esténi, acidificado con &cido tartérico al 10% hasla obtener un pH de 3.5

Mantener a 45 ¢ 1 °G. Una vez acidificado no debe calentarse ef medio.

PROCEDIMIENTO.
o Distribuir y marcar las cefas estériles an le mesa ds lrabgjo.

*  Prepararlas diluciones nacesanas de la muesira, segtin sea ef caso.

*  Transferir on feic de idad un ml de cada uns de las diutiones alas cajas de Pslri por duplicado.
*  Agregar ds 12 & 15 mi de medio de culivo fundido acidificado y mantenido a 45 *C. Incorporar la musstre al

medio efacluando los movimile antes descrl

v Dsjar soldificar ef agar. Preparar fesligos del medio y del amblente on cafas sin inbeulo,

o Invertir las cajas e incubar una serie a 35 °C duranle 48 horas y ia olra sevia a 25 °C durante § diss.

*  Sefgccionar fas cajas donda puodan coitl las cofonias das, Con menor ey,
e Contar las colonias d das on las cajas Incubadas a 35 °C.
*  Conlar las colonias d en Ia serie a25°Caks3y5das, ya que of crecimiento excesivo

do algunos hongos pueds invadir toda la cajs.
No abrir nunca una caja con desarrolio de hongos, pare evler la disparsién y contaminacién da 8sporas.
o Muliplicer of nimero da colonlas desarroliadas por el inverso de la diucién y reportar como UFC de hongos o

levaduras por gramo o miiiro de muasira. (15)
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HONGOS Y LEVADURAS XEROTOLERANTES.

La mayorla da fos medios microbiolégicos para ef andlisls de productos de confiterla son fos mismos que para los

alimentos en generai. Sin emb. los hongos y levad: rotolerant do alta lracién de

q

aziicar en diluyentes y en of medio de cultivo, para evitar el shock asmélico.

Elusode 10 8 20 % de an no es it Se roquiere de una conceniracién de 35y 50 %

de hexosa. Los sziicares uliizados son glucosa y fructuosa. (17)

PROCEDIMIENTO.

Para identificar hongos y lsvaduras xeroloferantes, preparar madios de cullivo liquidos y séidos. *Ver tabla.3
Madio liquide:

Para probar los imies de xerololerancia pera lovaduras.

Inocular en un ceido que contenga de 35 & 50 % en paso de hexosa,

Incubar 8 30 °C y observar sf desarrolio.

Del crecimiento de este culive, inaculer un caldo que contenga 50, 55, 60, 65y 70 % de fructyosa.

Eldasarrofio de los ! 8n alguno do eslos tubos que proviene dal indeulo a 35 6 50 % demuestra que
201 xerololerantes.

Madlo séido:

El mafor medio sdido para microorganismos xerololerantes ez el Agar exiracto de malts, extracio de levadura con
40% do giucosa. E tiempo de incubacién depends de Ia aw dal medio. Una incubacién prolongada pusde ser
necesaria, slempre y cuande ef medio no se deshidrale,

Incubar para hongos de 20 a 25 *C y para levaduras & 30 *C

P 5 ok

Qbsarvar ol de para

lempos do

Esteniizacitn de los medios da cultive con alfa conceniracién de azicar:

El sobracalentamiento del medio, pusde hacerlo menos eficient ibl debido a la produccién ds furfural y

sus derivados que inhiben a las levaduras. Se recomienda uiikzar vapar por 30 minutos o cafentamiento a 100 °C

por 30 minutos, aunque las lsmp das dependarén del volumen y olros factorss.
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El calsntamiento & 100 ‘C por 5 minulos dt

ye lodos los mi

excoplo las esporas bactenianas,

aunquie estas son incapaces de crecer a concentracién mayer de 60 % de fructuosa. (17}

COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA HONGOS Y LEVADURAS XEROTOLERANTES.

Ingredientes MEA YEP MY40G_ | MYE0G MPE MCS
Ext. mata (g) 20 12 8 15
Ext. lovadurs (g) 10 3 2 5
Poptona (g} 10 0.78
Glucoss (g} AR AR. 400 500 450
Fructuosa {g) AR. 600
Ager (g) 20 2030 12 8 15 25
Agua (ml) 1009 1000 600 400 1000 370
% azdcar y o b op QIL_‘ pp
calonieamiento huufodava vapor Vapor 100°C
tlempo 30min | 30min 30min
pH fnal 55

AR. segiin se requisra Ia concenlracién ds hexosa.

PN concentracién peso/volumen.
p/p concenlracién peso/peso.

(17)

tabla2
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CUENTA DE Staphylococcus aursus.

EJ agar Baird Parker so uliiza pera ol sislamiento selsclive y #6n de eslafi lasa positivos a

partir da los alimentos, pisl, suelo, aire y ofros.

Se rocutre a las pruebas do coag vt para identificar indir Ia toxig de las cepas,

ya que estas prusbas son mas sencilas de reakizer que la biisqueda de /a enteroloxina.

Medios de culivo y reaciivos.

Base de agar Baird Parker.

Caldo BHI. En tubos de ensayo (12 X 75 mm.) con 0.2 mi do madio estéri.
Telurito de potasio ol 1% esténi

Solucién saling 8/ 0.85 % esténl

Yema de huevo exiralda aséplicaments.

Piasma de conejo diluido 1:1 con solucién salna esténl.

Preparacién de la emulsién da yema:

Lavar con sgua y jabdn los huevos frescos que 8esn necesarios, desinfectarios con tintura de yodo. Abrirlos en
cempana de flujo laminar o en érea estérl y vadarios en un separador de claras esténl. Transferir las yemas en una
probeta estén! hasle medr un volumen de 60 nv y complatar & un volumen de 90 mi con sohucion safina estér.

Transfenr & un malraz con perias deo vidrio y aghar para formar Is emulsién. Fitrar a ravés do gasa.

Preparackbn de! agar Baird Patker complelo.
A partir de un ktra de base de agar Baird Parkor estdrd, menleniio s 45°- 50°C.
Agregar 10 mi de lelurifo de polasio &/ 1% y 90 m! de emulsién de yema de husvo. Se agia suavemente y se vierte

on cajas de Peltii esténies dajando solidificar con las cejas parcit d on da flujo lsminar o

an 8roa estdni.

El madio dabe utikzarse dentro do Ias 24 horas posleriores a su preparacién.
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PROCEDIMIENTO.

Marcer les cafas de agar Balrd Parker.

Preparer Ias diuciones necesaras de la muesira segin sea of caso,

Transfarir en condiciones de esterlidad 0.1 ml de cada una de las diucones a las cajas de Baird Parker y con
ayutla de una varfla esténl reahizar la dispersi6n del inéeulo en toda la superficie de s cafa. Utlizar una varilia
diferente para cada dilucién.

Incubar las cafas en forma invertida a 35 *C duranle 48 horas.

Seleccionar la cafa que contenga enfre 50 y 150 colonias.

Contar solamente las colonlas negras, briantes, con o sl kgero borde blanco, rodeadas por una zona clara on
of fondo del medio opaco, que es la morfologla tipica de . gurous en & medio d's Baird Parker.

Selaccionar las colonies tipicas para reakzar la prusba ds cosgulasa segiin ef sigulente cuadro:

colonias tipicas en una placa cokon/as que deben probarse por coagulasa
manos da §0 . 3
51 -100 5
101 - 150 7

Sembrar cada colonla por prober en 0.2 mi de cakdo BHI. Sembrar un tastigo posiivo y un negativo.

Incubar fos tubos de BH! a 35 °C duranie 24 horas.

Agregar 8 cada lubo con dasarrollo 0.2 mi de plasma de conejo diuido volumen a volumen con solucién salina
ostén, .
Incubar an baflo da agua & 35 °C por 6 horas. Observar cada hora.

Considerar positiva la prusba doe coagulass cuando of tubo so invierte y of codguio no se desprande del fubo 0
&l cobguio a6 dasplaza en of tubo paro no desaparece con & movimiento.

Reportar of conlenido de microorganismos en la muesirs, tomando en cuents & nimero de cofonias

ssloccionadas, ef nimero da colonias [ipicas an fa placa, la diucién elegida y el volumen inoculado 8n ia place

como en o siguiente efempo:
colonias sefeccionadas =5 — 3 posiivas
colonias lipicas =67 —_—X X = 40 colorvas positivas
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volumen inoculado = 0.1ml  de la diucién 10-3 40 X 10 X 1000 = 400,000
Reportar: Staphylococcuy gureys coagulasa posiive 400,000 UFC/g.
Siia pruaba coagulasa reaults negstiva en todas Ias colonias probadas, reportar OUFC /g,

(18)
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PRESENCIA DE Salmonella sp,

La it con va pafiada do olras ias que pueden lagar a inhibira. En log

afimentos procesados, sf fegan & astar p , 58 debido a la de i6)

u otros lratamisntos de elaboracitn ds! producto.

Se describe una técnica de tipo generel, aunque se encueniran gren diversiled de medios de cultvo y técnicas de

p T ¥ enriquecimiento que di ol tiompo de reakzaci6l

Madios de cullivo y reactives:

Caldo factoss, En malraces Erfanmeyer de 500 mi con 225 mi do madio estén.

Caldo selonito. En tubos de ensayo (20X 150 mm.) con 10 m! de medio asiéri,

Ca/do telrationato. En lubos de ensayo {20 X 150 mm.) con 10 mi de medio esténl.

Agar XLD (xiosa, ksina, dssoxicolato). Proparado en cajas da pal.

Agar sulfilo do bismulo. Preparado en cafas de palr.

Agar verde briante. Preparado en cajas da petr.

Agar soya lriplicase. Praparado en csjas de petr.

Agar TS! (triple aziices, hiera), En lubos do ensaye (13X 100 mm.) con 3 mi de medic estér, incinado,
Agar LI (lsina, blerro). En tubos de ehsayo (13 X 100 mm.} con 3 mi do madio eslér, incinedo

Medio de SIM En tubos de onsayo (13 X 100 mm.) con 3 mi d¢ medio e84,

Caldo guicosa (M - VP). En tubos da ansayo (13 X 100 mm.) con 3 mi de madio esténl.

Ager ctrato do Simmons. En libos de ensayo (13 X 100 mm.) con 3 mi de medio estér, incinado.,
Solucidn de yodo / yoduro da potasia (6.0 g da cristalas de yodo + 6.0 g da Ki disolver en 20 mi de agus).
Solucin de verde brifsnte 0.1 %

Solucin de Rojo ds metio & 0.4 %

Soluckn de a -naftol 8 § %

Solicién de KOH al 40 %

Roactivo de Kovac

31



PROCEDIMIENTO:
PREENRIQUECIMIENTO.
Praparsr matraces Erianmeyer de 500 mi con 225 m/ de medio ds preenriquecimianto.
Para lache entera y descremada en poivo, utlizer sgua desliada adicionando 0.45 mi. de una solucién de verde

bridante.

Para producios de y utiizar leche y (100 g do fache
on polvo con un litro de agua destiada), adicionando 0.45 ml de solucidn v. bnilante al 1 %.
Para alimentos en general, utiizar caldo lacloss.
® Pesar 25 g de simento ¢ 25 mi y homogsneizer con 225 mi de cafdo de preenriquecimiento. Licusr §f es
necesarlo.

o Incubar 8 35 °C dursnte 24 horas.

AISLAMIENTO.

e Aghtar el cultivo anterior y por medio de un 8sa, sembrar sobre la supsrficie de por lo menos dos cajas de medio
selsctivo diferencial, por cada tubo, a mansra de obtener colonlas blen alsladas,

Los medios utiizados pueden sor: Agar verde brilfante, Agar sulfito de bismuto, Agar XLD.

® incubar a 35 °C 24 horas y observar el desarrodo para Idenlificar colonias sospechosas de Saimonsfa:

CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS:

Agarverde bri¥ante.

Colonias da color rojo o rosa, rodsadas de medio rojo.

Agar sulfito da bismuto.

Colonlas negras con o 8/n brito metdico, rodeadas de un halo café, qua posteriormente se torna negro. Las colonias

pusden ser cafés.

AgarXLD.

Colonias da color rojo lransliicidas, generaimanta con centro negro por produccién de HpS.

o Pasar de una coonia aisleda y Iipica de cada caja por estrle & una csja con agar soya (riplicase.

o Incubar a 35 *C duranie 24 horas y proceder & [a identificacién bloquimice.
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IDENTIFICACION BIOQUIMICA.
Solsccionar al menos 2 eolonias bisn aisladas do cads placa.. Picar una sola vez cada colonia y fransferiria & un
tubo de agar TSI y a olro de agar LI, sembrendo por picadura y estria.

Incubar a 35 °C durante 24 horas of agar TSIy a 35 *C durante 48 horas of agar L.

Oblener los resuftados de astas prusbas por las siguientas reacciones:

Agar TSI,

S. (yph{ : rofo en Ia superficle (siceino), amanio el fondo (écido), precipitado negro y produccién da gas en
ocaslonas.

Otras Selmonellas : rojo en Ia stiperficie, amanto en el fondo, produccién de gas y preciplado negro (H3S).

AgerLl.

S. typhi: superfice y fondo plrpura (el }, precip negro y p #6n de gas en

S. entertidis . superficie pirpurs, fondo amentio (dcido), con o sin produccién de gas y preciptado negro.
Oiras Salmonelas : superficia purpura, fondo pdrpura o gris (nsutro), pracipiado negro en ocasiones.

Observar al microscopio por tincién de gram.

Al mismo lismpo transferr de una colonla aislads, picendo una sola vez la colonia para una serie de {ubos que

contienen los sigulantes mados:

Modio de SiM.

Inocular por picadura. Incubar 24 horas a 35 °C.

1) Moviédad.

Prueba potdiva; crecimiento & o largo de la picadura y en ef seno dol medio do culivo.

Prueba negativa: crecimianio a fo largo de la picadura exclusivamente.

2) Produccién da HS:

Prusba positive; sparicién da color negro a lo largo de /a picadura que puede extendarss a loda el medio.

Prueba nagaliva: ausencia ds color negro.
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J). Produccibn da indol:
Adicfonar al ubo que presente crecimianto, 0.2 mi def reactivo de Kovac.
Prueba positiva; apancibn de color rojo.

Prueba negativa: no hay eparicién de color.

Caido RM - VP.

Inocular e incubar 48 horas a 35 *C para la prusba VP y 96 horas pera la prusba RM.
1) Pruaba do Vogues - Proskawer (VF).

Transforir a un tubo estér], 1 mi del cultivo do 48 horas,
Adiclonar 0.6 mil de solucibn de « - naftol.

Adicionar 0.2 m! de solucidn de KOH al 40 %

Qbservar dentro do las 4 horas siguientes.

Prusba posiiva: dasarrollo de color rosa.

Prueba negativa: no hay desarrolio de color.

2) Prusba ds Rojo da Matic (RM)

Transtorir & un tubo estérd, 2 mi def cyltivo de 96 horss.
Adiclonar 2 a 3 gotas da golucidn da rojo de matio.
Observar fos resuados inmediatamante,

Prueba positiva: color rofe.

Prueba neguliva: color amariio,
Agar Chrato de Simmons.

Sembrar por picadura y estria. incubar 98 horae 8 35 °C.

Prusba positiva: indicada por of crecimiento, acompafiada por un cambia de color do verde a azul,
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Caldo Surraco,

Inocular @ Incubar 8 35 'C duranta 24 horas.
1) Fermantacién de fa Sacarosa:

Prueba positiva: color amarillo,

Prueba negativa: no hay cambio de color

2) Ureasa:

Prusba positiva: color violota.

FPruaba negativa: no hay cambio de color.

Caldo Manitol.

Inocular 6 incubar a 35 °G durants 48 horas

Prusba positiva: color amanifo,

Pruaba negativa: no hay cambio de color.

Consultar los resuitados oblenidos en ia (;bla, para la idenlificacién de los géneros da las bacleries probadas:

(15,17)
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ANALISIS MICROBIOLOGICO DE AMBIENTE Y FLUJOS DE AIRE,

Considerados como una fuenle da contaminacién el ambients y los flujos de aire se investigan para determinar la

p de hongos y I

dt incipaly que daflan a fos productos,
TECNICA DE SEDIMENTACION EN PLACA.

Modios de cultivo.

Ager papa dexirosa acidificado, estériy preparado en cajas de petri de pldstico.

Ager cuenta esténdar. Preparado en cajas de pelr de pidstico.

PROCEDIMIENTO.
La téenica consiste en la exposicién de la superlicia dol ager en las cajas da culivo al medio amblente, durante un
tlempo dsterminado.
Se requiera eslablecer una gufa en relacin al nimero y tpo de microorganismos por volumen de alre o drea do
exposicién para niveles crliicos de contaminacién. Da la misma forma se requisre establecer tismpos de oxposicitn y

z0nas de muaslireo para la oblencién de dalos que nos indiquen la fusnles da contaminacién de los productos.

8o proponen {as sigulentes zonas de mussireo:

1. Areas de proceso, sin flujos de aire (en las diferontas lineas de produc(.#dn),
2. Tinslas do enfriamiento, con fiufo do sire.

3. Ductos de alre do secado, con flujo de aire,

4. Area do almidén {desmoldeo y depostado ) sin fiujo de aire.

Tiampo de exposicién de las cafas de culive.

De acuerdo a la zona de muestreo, dependiendo del flujo do aire,

En las dif lineas da produccié un aspacio sin flujo de aire y a la altura dsf equipo de transporte
def producto. Colocar una base firma y exponer sbiarlas, durante 10 o 15 minutos lss csjas da cultivo bien

idantificadas.
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En los tiineles de enfriamiento, exponer durante ef recormido nommal de un producio y asegurer las cejas o ia banda,
colocando cinte adhesiva por a base.

En sistemas de aire de secado do producto con flufo constante da sire, sostener la base do la cafe de cultivo ebiarta,

©on una mano y exponsr a fa altura del p i ibiendo ef flujo do slre, durente 1 minulo.
En ol &rea de almiddn, exponer ablertas las cojas da cultive, durante 10 o 15 minulos.

{17, 13

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE MAQUINARIA Y EQUIPO.

sl I cdd

S6 Invesligan principalmente las superficles en cont: clo con olp para determinar fuentes de

as{ como eficiencla de fimpleza y senilizackén. Enire los mélodos da endfsis de superficies se encuenira of de

racogida ds Indcule con torundas y slembra iante diucién o di an agar. E sistema a usar para la
toms de muasira depande del tipo de sup 1a conlaminacién y of obfetivo del anélisls.
Medios de cultivo.

Agar papa dextrosa acidificado, estérl, proparade en cajas pelri desachiables.

Ager cuenle estdndar, estéri, preparado en cafas de peld desechables.

Ager bils rofo vicieta, eslénl, preparado en cefss de pelri desechables,

Malasisl para la toma de musstra:

Hisopos de madera estéries, en lubos o frascos de vidro con tapén do rosca.

Plantias de papel Kraft de 10 crn. eslénlas, rscortando al contro un cuadro do 5 cm. de lado.

Tubos da ensayo (20 X 150 mm.) con 10 m! do solucién de diucidn esidnl.

PROCEDIMIENTO.

Tomar s! hisopo por el exiremo de madara y humedecer con Ja soludn de diucién del primer lubo marcade con la
identificacién del fugsr de muesireo.

En superficies pequefas, de una unidsd, como un moide o una boquila, frolar con el hisopo tode of &rea expuests,

girando ol hisopa.
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En superficles grandas, como bandas, lanques, eic., colocar una plant@a ostér, tocendo solamente los bordes
axternos. Con el hisopo hiimedo, froter la suparficie deimitada por el cuadro Inlemo de Is plantilla, girando el hisopo.
Colocar el hisopo dentro dal tubo marcado con ef lugar donde se lomé ia muestra trozando el extremo por el cual fue
sostonido con fa mano. Cerrar perfactamente ef tubo y fevar al faboratorio.

En érea estéri, colocer 0.1 m! de la muestra en cada una de las cafas, con los diferentes medios de cultivo
preparadas.

Con un extensor de vidrio estén, distribulr la muesira por la superficie de fa place, dejar secar e incubar en posicién
Invertida de acuerdo a los organismos qua se buscen,

Agar papa dextrosa a 30 °C durante 3 a 5 dfas.

Agar cusnia esténdar y agar biiis rojo violeta a 35 *C durante 24 horas.

Contar las colonias dasamoliadas en las placas de cuftivo.

Reportar UFC por droa expuesla o en 25 cm.2siss usals Pplantila.

(213
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ESTA TESIS MO BFBE
SALR DE LA BIBLIGTECH

&, HIGIENE,
Las précti decuadas de higlens y ridad en el manejo de los reducen si i of fiesgo
de contaminacién.
Toda persona que enire en contaclo con materias primas, Ingredientes y material de empagque, p en proceso
y prod aquipo y deberd segulr las Indicaciones de higlene qus ie correspandan. (16)
I g los do importancia en ef control gico de fos prod en la industria de Confiteria y
Chocolates:
Con reforencia el personal,

1. Usar ropa impla,

2. Lavarss las manos y sanflizaries antes de inicier ¢l trabgjo, daspuds de cada susencia del mismo y en cusiquior
momenlo cuando las manos puedan eslar suc/as o contaminadas.

3. Uliizer cubreboca.

4. Manlener las uflas cortas, impias y ibres de pintura.

&. Evitar conteminacién con cosméticos (crama, locidn, perfume, efc.)

8. Usar proteccién que cubra lotelmente o caboko, barba y bigoles sl los hay.

7. Fumar, mascer, comer o baber e6lo en dreas destinadas pars hacerio. comador)

8. Se prohiben duices, chiclas y olros objelos en iz boca durante el trabejo, ya que estos pusden caer ol producto
/1 proceso.
9. Se prohibe estrictamente escupir en o drea de proceso.

10. Manlener como norma que s emplaados 3o presenten aseados diariamente.

11. Cubrir apr con un materialit cortadas o heridas, antes de entrar al dree de proceso.
12. Eviar que con 0 Iaboren en contacio con los prod
13. Evitartoser y scbre 6l p . (Uso obkgatorio def cubreboca),
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Con refersncia &/ equipa.

Todos fos equipoas y utensii ! enia én y manejo da los productos, deban ser de material que no

{ransmita sustancies (6xicas, olores, o sabores, no sbsorh yr ala

capez do resislir
rapelidas operaciones de kimpleza y dosinfeccién. Eviter of uso de madsra y olros materiales que no puedan
Implarse y desinfectarse adecuadamente.

1. Las superficies habrén de ser Esas y no tener hoyos y griotes.

2 Las partes extamas de fos equipos que no enlran en contucto con los productos, debsn estar fimpias, sin
muestras de derrames.

3. Los equipos no deben tener lomios, {uercas, remaches o partes mévias que puedan caer accldentaimenle af
producto,

3. Blinterior def equipo para of mansjo y elshoracion de fos productos, debe ser revisado por /s exislencla ue bordes
y grietas que pusden ecumular residuos de afmantos por largo tiemgo. Prevenir a impieza sdecuada.

4. Cuando ef equipo se defa mojado pueden probferar microorganismos en fa capa de humedad, por slfo es
importante secar ef equipo cuanto antes con malerialas absorbentes que deben usarse una sola vez.

5. & equipo que inevitablementa queds mojado durante un periodo de tlempo en ef que pusdan desarroliarse

debe antes de usarse.

8. Las partes de jos equipos que no entran en contacto directo con los productos, también deben manienerse

Fmplas,

Con referencia a fos irisumos y otros.
Las malerias primas deben estar separadas e jos matariales ya procesados, para evitar una recontaminacién.

Deben inspeccionarse y aprobarse para ser ulkzedas por 8f Departamento do Cakdad.

Los iafas de emp deben estar protegidos dof polvo y partfculas def aire.
No debe haber lrénsito de p ! y malorfgfes que no spondan of érea de proceso.
(16}
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6, CONCLUSIONES.

& conirol de los p fiados, do y dathy quiere de la i i6n da

varios aspeclos .

Enlra los aspectos més importantes de considerar se encueniran sus caracteristicas intrinsecas como pH, humedad

Y ido de tritivos. Do esla manera, s posible predecir fa cafdad y sequrided ofrecida a!
consumidor.

Da la misma forma, los factores externes como: temp de i relaliva y p ]
ausencia de ox/geno, ayudan a inhibir of de fo de los mik /

La conservacién da los materiales y producto terminado en éreas de humedad relativa afla, efera su conlenido

acuoso y permie la presencla de microorganismos,

Aunque eslos productos no suelen dar luger a Intoxl fas, as importanle considerar la posible

sontaminacién de salmonelfa a partir da cocoa, loche y productos fécleos.

La elevada concentracién de azicar hace que ef agua conlenida no pueda ser utizada por los microorganismos,

aunque elgunas lavaduras y hongos pueden crecer eit presencia de hasta 80% de azdicar.

EI coniral microbiolégico de los Insumos y ol amblents do las zonas de‘procsm, reducird consfdsmblemaqfn ]

flasgo da #n da los pi , asf como of slampra impias y kbres de malerias extrafias estas

droas.

Existen normas y reglamenlos de higiene, pata la industria de eleboracién de alimentos en los que se encuentran

todos los aspeclos importantes gensralas que deben vigiarse.

En cuanlo a las técnicas, con fracusncia se ofrecen nusvos equipos que reducen el tiempo y aseguran resutados
confiables, la mayoria da las veces resizables por parsonal no especiaizado. Estos equipos y prusbas deben sor

comparados siempre con las técnicas oficiales establecidas anfes de ser aphcadas .
41
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