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RESUMEN

Esta investigacion se enfocod al estudio microbioldgico de dos especies de moles
que se producen en Procesadora de Productos El Ranchero S.A. de CV., ya que
uno de los obstaculos para exportarlos es precisamente la calidad microbiologica,
por la presencia de microorganismos indicadores y de algunos patégenos como

Salmonelfla y Staphylococcus aureus enterotoxigenico.

Se estudiaron dos tipos de mole: Mole Tradicional (MT) y Mole Especial (ME). Los
analisis realizados incluyeron los principales grupos que han dificultado el acceso
al mercado estadounidense. Dentro de estos microorganismos indicadores, ser
realizo: Cuenta de mesofilicos aerohios, determinacion de coliformes totales,
determinacion de Escherichia coli y cuenta de hongos y levaduras. En el caso de
los patogenos, se tratd de identificar. Staphylococcus aureus enterotoxigénico y
Salmonella spp. Finalmente se determinaron esporas totales y termorresistentes

que pueden sobrevivir en los productos y causar problemas al preparar platillos.

Para las determinaciones de mesofilicos aerobios, coliformes totales, Escherichia
coli, hongos Y levaduras asi como para Staphylococus aurets enterotoxigénico se
utilizaron placas “Petrifilm” de 3M, aprobadas por AOAC como método alterno.

La determinacion de Salmonella spp., se hizo como establece la NOM-114-SSAl-
1994. El recuento de esporas totales y termorresistentes, se llevd a cabo por el
método tradicional, con diluciones decimales y placas vertidas en agar cuenta

estandar, previo tratamiento térmico para eliminacién de formas vegetativas.

La calidad microbiolégica de los dos tipos de mole resultd satisfactoria, ya que

cumple con las especificaciones de la NMX-F-422-1982.

Estos resultados también indican que se aplican Buenas Practicas de Higiene y
Sanidad (BPHyS), abren las puertas a la exportacion del producto y, sobre todo,

permiten garantizar su inocuidad.
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1. INTRODUCCION

El mole es un platillo tradicional representativo de México, que se prepara para
celebrar ocasiones especiales pero también puede ser el componente principal de
la comida familiar. Se considera un orgullo nacional y resume la enorme tradicion
culinaria del pais; su origen se pierde en la leyenda o se ubica en las grandes
cocinas de los conventos poblanos del tiempo de la Colonia.

Lo seguro es que el mole no es producto de una casualidad, sino el resultado de
un lento proceso de mestizaje culinario iniciado desde la época prehispanica y
perfeccionado en la Colonia, cuando la Cocina Mexicana se enriquecid con

elementos asiaticos y europeos gque imprimieron en el mole su sello propio.

En la actualidad se elaboran moles en diversas empresas pequefias y medianas,
generalmente mexicanas, que conservan la tradicién y dan empleo a nuestra
gente, pero que tienen gque competir en un mercado donde la calidad de los
productos se valora cada vez mas y en el cual, la seguridad para el consumidor es
un atributo indispensable; no es posible pensar en |la comercializacion exitosa de

un alimento, si no es seguro en primer lugar.

Por ello, las empresas que quieran sobrevivir en esta situacion de competencia y
apertura, necesitan garantizar la seguridad (y mejorar la calidad) de sus productos,
con base en estudios cientificos. El mole se considera un producto estable por su
baja actividad acuosa y por la presencia de algunos inhibidores naturales, como la
capsaicina de los chiles, pero el proceso de elaboracion puede introducir muchos
contaminantes. Es necesario determinar con certeza la presencia de
microorganismos indicadores y patégenos, ademas de conocer los cambios
poblacionales que pueden presentar durante la vida de anaquel del producto.

El propdsito de este trabajo es investigar la presencia y permanencia de
microorganismos indicadores y patdgenos para conocer la calidad y sobre todo, la
inocuidad) de dos formulaciones de mole. Los resultados del estudio se aplicaran

al mejoramiento del producto.
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2. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la calidad microbiclogica durante la vida de anaquel del mole Tradicional y

del Mole Especial, elaborados por El Ranchero S.A. de C.V.

Objetivos Particulares:

+ Determinar en ambos tipos de mole los microorganismos indicadores:
mesofilicos aerobios, coliformes totales, Escherichia coli y mohos y levaduras,

por medio de placas Petrifilm de 3M.

+ Determinar los cambios en los microorganismos indicadores determinados, a

lo largo del almacenamiento de las muestras de mole.

+ Establecer si la calidad microbioldgica de los moles es aceptable, en base a
los niveles maximos establecidos de la NMX-F-422-1982, para su consumo al

término de 6 meses de almacenamiento.

+ Contribuir para establecer la garantia de inocuidad y al proceso de mejora

continua en Procesadora de Productos El Ranchero S.A. de C.V.
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3. ANTECEDENTES

3.1 El Mole.

El término mole hace referencia a varios platillos de la cocina mexicana. La
palabra mole es de origen nahuatl, viene del término molii o mulfli y en su acepcion
original se aplica a cualquier salsa, aunque en su significado actual se refiere
especificamente a un grupo de platillos que tienen algunos elementos en comun,
como el hecho de prepararse a base de carnes rojas o aves, asi como en salsas
espesas gue pueden ser relativamente simples, hasta bastante complejas en su
elaboracion (Chapa, 2005).

El mole tiene origen prehispanico, pero su ambito actual mas importante esta en el
estado central de Puebla (de alli lo de “mole poblanc™), donde se disfrutd en los

conventos coloniales antes de salir a conquistar el paladar del resto del pais

Es por eso gue el mole poblano es el mas conocido en México, aunque esta lejos

de ser el Unico, ya que existen otros como:

¢ Mole especial Mol
° ole negro

¢ Mole verde \
* Mole amarillo
¢ Mole almendrado Zin
= Mole de pinon
* Mole oaxaquefio :
* Mole michoacano

¢ Pipian verde o Mglapret

e Pipian rojo

Y muchas ofras variedades (Mufioz, 1998)
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3.1.1 Caracteristicas del mole

El mole es un producto que se caracteriza por |la abundancia de chiles y de
especias con las gue es preparado. Generalmente se reguieren de mas de 20
ingredientes, que van desde diversos chiles hasta el chocolate para atemperar el
grado de picor, vy los turistas foraneos en México suelen considerarlo un gusto
adquirido (Gironella, 2006).

3.1.2 Componentes
Durante la época de la Colonia, el mole se convirtic en un platillo mestizo al que se
le anadieron ingredientes asiaticos y europeocs gue trajeron los espafioles, como

clavo, canela, pimienta y almendra.

El lento proceso culinario iniciado desde la época prehispanica y perfeccionado en

la Colonia ha permitido el surgimiento de variedades célebres de este platillo.

Fig. 1.1 Wikipedia (2008). Wikipedia.org. Mole recuperada 1 Marzo 2009.
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3.2 INDUSTRIALIZACION Y MANEJQ DE ALIMENTOS,

Desde los origenes de la raza humana, los alimentos han sido producidos para
satisfacer las necesidades biologicas de la humanidad. El aumento de la poblacion
mundial, la concentracion urbana y como consecuencia el incremento en la
demanda de alimentos hicieron que se aplicaran nuevas tecnologias para lograr

una elaboracion a gran escala (Cantu, 2001).

En el mundo actual, la cadena de produccion y distribucion de alimentos es cada
vez mas larga vy en la mayoria de los casos los productos primarios agricolas,
pecuarios y pesqueros llegan hasta el consumidor luego de haber recorrido una

larga serie de adiciones y transformaciones (FAQ, 2007)

En muchas de las empresas dedicadas a estos procesos de transformacion de
materias primas en alimentos procesados, los empleados carecen de
adiestramiento y de supervision en practicas de Higiene, por parte de gerentes

capacitados.

Esto y la creciente exigencia de los consumidores, han llevado a una mayor
vigilancia por parte de las agencias gubernamentales, lo cual pone bajo la lupa,
problemas que siempre han existido y a los cuales no se |es habia dado la

importancia que tienen para la salud publica, entre otros ambitos.

Actualmente la inocuidad de los alimentos se ha convertido en uno de los temas
de mayor preocupacion debido a la informacion gue brindan las agencias locales,
federales e internacionales y, sobre todo, a los alcances que pueden tener las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA's) en virtud de la amplisima
distribucion de alimentos procesados. Dichas agencias regulan la inocuidad en los
alimentos y han desarrollado nuevas leyes y reglamentos para eliminar, reducir o
controlar las enfermedades ETA's y en general, los riesgos derivados del consumo
de los alimentos (Weitzman, 2001).
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Existen datos recopilados durante la Ultima década que revelan un aumento en la
incidencia de enfermedades causadas por la ingestion de alimentos procesados
(Weitzman, 2001).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la QOrganizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) consideran gue la inocuidad de
los alimentos es una responsabilidad que involucra a todos los participantes de la
cadena alimentaria, desde los productores primarios (agricultores, ganaderos),
procesadores, envasadores, transportistas, almacenistas, operadores de los

puntos de venta y por altimo los consumidores. (OPS/OMS. 2002)

3.3 INOCUIDAD Y SEGURIDAD ALIMENTARIA.

Un alimento inocuo es aquel que tiene la garantia de que no causara dafio al
consumidor cuando el mismo sea preparado de acuerdo con los requisitos
higiénico-sanitarios, & ingerido de acuerdc con el uso a que se destine.
Evidentemente la garantia proviene de todos los involucrados en su elaboracion.
(Codex Alimentarius, 2009).

La garantia de inocuidad en los alimentos implica la adopcion de metodologias
que permitan identificar y evaluar los potenciales peligros de contaminacion de los
alimentos y/o de proliferacién, asi como la implementacion de medidas de control
para prevenir, eliminar o al menos reducir dichos riesgos hasta niveles aceptables,
(Alonso, 2009).

El alimento puede ser considerado seguro si cualquier constituyente o
contaminante potencialmente peligroso (fisico, quimico o biolégico incluyendo
microbiologico) esta en una cantidad tan baja que, con el uso esperado no
presentara efectos adversos significativos para la salud, ni a largo ni a corto plazo
(USDA, 2003).

Pagina 10



R

3.3.1 Amenazas comunes para la inocuidad de alimentos.

Los alimentos pueden presentar tres tipos de peligros:

« Biologicos (los cuales estan asociados con las enfermedades transmitidas
por el consumo de alimentos contaminados)

» Quimicos (pesticidas, hormonas, antibidticos, aditivos, lubricantes, pinturas,
etc.)

» Fisicos (metal, vidrio, cabello, insectos, excremento de roedor, tornillos,
colillas de cigarro, etc.)

TIPOS DE PELIGROS

Fig 3.1 TIPO DE PELIGROS.
Fuente: Programa Universitario de Alimentos,
Induccién al Sistema HACCP. (CONACYT-CIATEJ)

El efecto de la globalizacion ha ocasionado transportar grandes cantidades de
mercancias, incluidos alimentos, entre paises que antes tenian poca relacion,
genera exposicion de consumidores a serofipos microbianos que no eran
frecuentes en sus regiones. Por esto las autoridades sanitarias estan tomando
medidas cada vez mas rigurosas para la importacion de alimentos y otros bienes
de consumo. Sin embargo, para el presente trabajo se tomaran en cuenta sélo los
bioldgicos.

Pagina 11



& @

Cuando los alimentos son contaminados en niveles inadmisibles, aumentan los
riesgos para la salud de los consumidores y representan grandes cargas

econdmicas para las diversas comunidades y naciones (Keller, 2005).

Los alimentos son una de las principales fuentes de transmision de agentes
patégenos, tanto quimicos como bicldgicos (virus, parasitos y bacterias);, este
riesgo existe para todos los consumidores, en paises en desarrollo al igual que en
los desarrollados (USDA, 2003).

3.4 VIDA UTIL - VIDA DE ANAQUEL.

La vida util, llamada también Vida de Anaquel de un alimento indica el tiempo que
transcurre desde su elaboracién hasta que deja de ser adecuado para el consumo.
Se define con mas precisién como: el tiempo durante el cual el alimento puede
almacenarse en condiciones especificas y permanecer en condiciones optimas y

adecuadas para el consumo (Food processing technolegy, 2010).

Todas las agresiones que puede sufrir un alimento deben ser controladas
mediante técnicas de conservacion como refrigeracion o congelacion, entre otras,
para mantenerlo en buen estado durante un periodo mas o menos largo, que
cualquiera puede conocer a través de la fecha de caducidad o de consumo

preferente del producto (Desrosier, 2004).

Se acostumbra marcar con “fecha de caducidad” a los productos mas

perecederos, es decir, con mas riesgos de deterioro, por ejemplo, los carnicos.

En tanto que la “fecha de consumo preferente” se usa para aguellos alimentos
cuyo deterioro es mas lento y que no implica riesgos para |a salud, por ejemplo,
los cereales (Man, 2004),
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Por ley, existen algunos alimentos exentos de indicar la fecha de caducidad o

consumo preferente, como son los vinos o bebidas alcohdlicas de mas de 10°,
Esto no quiere decir que el paso del tiempo no deteriore su composicion, aungue

ello no ocasiona riesgos para la salud (Man, 2004).

Generalmente se asocia la frescura de un producto con la seguridad del mismo vy,
desde luego, con la calidad. Actualmente el consumidor valora la frescura de los
productos procesados y la toma en cuenta como un factor importante para
comprar, considerando el tiempo del gque dispone para almacenar el producto en
su hogar con la certeza de que cuando lo consuma, estara en optimas condiciones
(Desrosier, 2004).

Paralelamente, a la industria alimentaria también le preocupa el tiempo que puede
tener el alimento en anaquel, ya que si no se vende y se consume antes de la
fecha indicada, la empresa estara perdiendo, ya sea porque los comerciantes
devuelvan el producto o porgue el consumidor utilice algo que no esta en
condiciones adecuadas y por lo tanto, tendra un impacto negativo en la imagen del
producto y de la empresa. La industria tiene la obligacion de informar tanto las
condiciones para la mejor conservacion del producto, como la fecha de caducidad.
Como se puede ver, tanto para la industria como para el consumidor es muy

importante cuidar la seguridad de los alimentos (Man, 2004).

Segun la vida Gtil del alimento, |a fecha de caducidad se introduce de distintas
maneras (Ellis,2000):

+ Para los alimento gque no pueden conservarse mas de tres meses se debe
indicar «conslmase preferentemente antes de» o «fecha de caducidad»

seguido del dia y el mes.

= Los alimentos que pueden conservarse mas de tres meses pero menos de
18, deben indicar «consimase preferentemente antes de» o «fecha de

caducidad» seguido del mes v del afio.
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= Los alimentos que pueden conservarse mas de 18 meses deben indicar
wconslimase preferentemente antes del final de» o «fecha de caducidad»

seguido del ano.

3.5 RELACION ENTRE SEGURIDAD ALIMENTARIA Y VIDA DE ANAQUEL.

Todos los alimentos expuestos a la venta deben ser seguros, aungue ho
necesariamente deben ser de la maxima calidad.

La seguridad de los alimentos representa la garantia de que éstos no causaran
perjuicios a los consumidores cuando sean preparados y / o ingeridos de acuerdo
con su uso previsto (FAOMMO, 1997). Asi, la garantia de |la seguridad alimentaria

implica la reduccion de los riesgos que puedan surgir con los alimentos.

Por otro lado, la calidad de un producto es el conjunto de atributos que le permiten
satisfacer necesidades explictas o implicitas del consumidor. En estas
necesidades hay gran diversidad de expectativas por parte de los consumidores,
en cambio, todos contamos con gue los alimentos que ingerimos sean inocuos,
independientemente de sus demas atributos.
En cualquier legislacién alimentaria se prohibe la comercializacion de alimentos
que:

* Sean peligrosos para la salud

s Sean inadecuados.

e Estén tan contaminados que no sea razonable su consumo.

* Notengan las caracteristicas o calidad esperadas.

» Fletiquetado induzca a error o sea falso.

Podemos darnhos cuenta gue la vida de anaquel no tiene sentido en un alimento
cuya seguridad haya sido puesta en duda. Por tanto la vida de anaquel vy la

seguridad alimentaria estan intimamente unidas (Man, 2004).

I ———
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Ademas, muchos de los factores que controlan la seguridad de los alimentos,
sobre todo los relacionados con el crecimiento microbiano, son a menudo

idénticos a s que permiten evitar el deterioro (Man, 2004).

Hoy en dia, la manera mas eficaz de garantizar la seguridad de un alimento es,
por supuesto, mediante un enfoque preventivo que incluya el control de la
planificacion, la formulacion del producto, aplicacion de Buenas Practicas de
Manufactura (BPM's) en todas las etapas, hasta la distribucion, el
almacenamiento, la venta, la preparacion y el consumo.

Entre estos sistemas, el mas reconocido internacionalmente es el Analisis de
Riesgos y Puntos Criticos de Control (APPCC 6 HACCP por sus siglas en inglés)
(OMS/FAQC, 2009).

Sin embargo ho existe una respuesta de cual sera la vida de anaquel de un
producto, ya que son muchos los factores que pueden afectar la caducidad de los

alimentos, independientes de las BPM y de la aplicacion del Sistema HACCP.

Queda claro que los proveedores de materias primas e ingredientes y los
productores de alimentos, pueden superar los problemas potenciales relacionados
con la vida de anaquel, si se tiene una colaboracion estrecha desde el primer
momento.

No obstante, en el ofro extremo de la cadena: los consumidores, tienen un
importante papel, ya que ellos garantizan que la vida de anaquel esperada de los
alimentos que compran, no se vea reducida por practicas inconvenientes en sus

hogares o empresas.

3.5.1 Factores que afectan la Vida de anaquel de un alimento.

Todos los alimentos se estropean y lo hacen de modo distinto y con diferente
ritmo, aunque existen casos excepcionales como el vino o algunas variedades de

quesos.
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El modo en gue los alimentos se deterioran y la duracion de su vida util depende

de varios factores, como las caracteristicas del producto final y las circunstancias

del ambiente en el que se elabord, almacend, distribuyd y utilizo.
(OMS/FAQ, 2009).

Estos factores se pueden dividir en varios grupos:

1.

Factores intrinsecos

Materias primas

Composicién y formulacién del producto
Estructura del producto

Presentacion del producto

Actividad de agua (aw)

Valores del pH y acidez total

Disponibilidad de oxigeno y potencial redox

Factores extrinsecos

Elaboracion

Higiene

Sistema y materiales de envasado

Almacenamiento, distribucion y exposicion en punto de venta, en particular:

exposicion a la luz, nivel y variaciones de temperatura y humedad.

Otros factores

Manipulacién y utilizacién por el consumidor

Consideraciones comerciales.
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Ademas de estos factores, para determinar la vida de anaquel de un producto

deben conocerse los mecanismos por los cuales pueden deteriorarse y por

supuesto, se deben utilizar las siguientes fuentes (AGNS Publications, 2010).

Legislacion alimentaria

2. Servicio de Laboratorios de Salud Publica (Guias para la calidad
microbiologica de algunos alimentos listos para comer)

3. Criterios microbioldgicos para los alimentos.

Literatura cientifica relacionada publicada

‘Procesadora de Productos El Ranchero S.A. de C.V" se dio a la tarea de
confirmar la Vida de anaquel de dos de sus productos con mayor demanda, del
modo mas preciso posible, definiendo las condiciones de almacenamiento, para
estar en capacidad de asegurar el tiempo durante el cual el producto sera seguro y

aceptable para los consumidores.

3.6 VIDA DE ANAQUEL Y CALIDAD MICROBIOLOGICA.

Calidad es el conjunto de atributos o el grado de excelencia que posee un
producto, y el grado en que cumple su finalidad. Un producto sera de buena
calidad cuando:

» Cubra los requisitos establecidos por el cliente

» Relna las caracteristicas esperadas por los consumidores,

» Se apegue a la Legislacion vigente e incorpore a lo largo del tiempo

todas las nuevas y cambiantes exigencias

La calidad puede medirse desde distintos puntos de vista:
» En términos sensoriales U organolépticos
» Entérminos de su composicion quimica
» Entérminos fisicos

» Entérminos de su microbiota, sea cuantitativa o cualitativamente.
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Para fines de este trabajo, se ha destacado lo relacionado con la calidad

microbiolégica, por varias razones. Una de ellas es que la calidad microbiclégica
es una de las principales dificultades para la aceptacion de producto en algunos

mercados, incluyendo los de exportacion.

Cuando los alimentos son contaminados en niveles inadmisibles por agentes
patoégencs, contaminantes quimicos u otros, aumentan los riesgos para la salud de
los consumidores y representan grandes cargas econdémicas para las diversas

comunidades y naciones (Stephen 2003).

Otra razon es la relacion directa entre calidad microbiolégica y la garantia de
inocuidad de los productos. Cabe destacar gque uha de los principales
consecuencias quimicas del deterioro de un producto como en el caso del mole es
la rancidez de las grasas, pero ésta genera inmediatamente el rechazo del
producto por el consumidor, que ya no lo consume y no arriesga su salud; en
cambio, muchas de las variaciones en la calidad microbiolégica no son
detectables y pueden tener grandes implicaciones para la seguridad del
consumidor, por ejemplo, presencia de bacterias patégenas como Safmonelia y
Staplhyloccoccus aureus considerados los agentes causantes mas importantes

de enfermedades transmitidas por alimentos. (Jay, 2009)

Finalmente, la microbiota presente es muy importante en el detericro de los
productos pues aun si su actividad metabdlica es muy lenta por |las caracteristicas

del producto, llegara el momento en gue cause alteracion.

Y también hay que considerar que las condiciones que mantienen inhibida a la
microbiota en un producto como el mole, cambian drasticamente cuando éste se
usa para preparar un platillo, por ejemplo: si aumenta la ay 6 cambia el pH o hay
mayor disponibilidad de nutrientes, que favorecen el desarrollo de los

microorganismos que antes estaban inhibidos (Walker, 2004).
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La manipulacién excesiva en la elaboracion de un producto puede representar un

peligro a la salud y aumentar los riesgos que se desarrolle una mayor
contaminacién microbiana, ya que no solo se trata de |la densidad microbiana sino
de la cantidad de microorganismos gue se incorporan a través de las etapas del
procesamiento (ICMSF, 2004).

3.6.1 Control Microbiolégico

Los microorganismos, en particular las bacterias, tienen una extraordinaria
ubicuidad por la facilidad con que se diseminan, por la variedad de tipos
fisiologicos y metabdlicos y por su adaptabilidad a diferentes ambientes; por ello,

su presencia en las materias primas y alimentos es constante e inevitable.

Sin embargo debemos mantener dicha microbiota dentro de limites cualitativos y
cuantitativos de tal manera que no llegue a causar deterioro de los alimentos
durante su vida util y, sobre todo, de manera que no represente un riesgo para la

salud de los consumidores.

Para obtener productos con buena calidad microbiolégica es necesario aplicar
pasos ordenados a traves de la cadena de produccion. A lo largo de esta cadena
pueden sumarse fallos que llevan a obtener un producto con caracteristicas

distintas a las deseadas por el consumidor y por la empresa.

Por esta razon, la garantia de esta calidad se basa en el control de la presencia y
multiplicacién de los microcrganismos en el nicho ecolégico peculiar constituido
por el sustrato que proporciona el producto v por el tipo de ambiente en que se

conserva o mantiene.

Para Procesadora de Productos "El Ranchero”, la garantia de la calidad
microbioclogica de los productos es fundamental por lo que se ha comprometido a
un proceso de mejora continua en el Control Microbiologico de Calidad, cuyos

objetivos son:

L _ _ ___ __ _ _____|
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« |nocuidad, garantia de que los productos no contienen algun tipo de
peligro (fisico, gquimico y/o bioldgico) que pueda causar dafios al

consumidor.

» Aceptabilidad / vida comercial, certeza de que los productos no contienen

niveles de microorganismos suficientes para causar alteracion

sensorialmente perceptible, durante la vida de anaquel.

« Estabilidad, debe tener una calidad constante cada vez que se produce.

Los problemas microbiologicos o defectos en la calidad microbiolégica suelen
presentarse cuando no se alcanza el efecto deseado por el proceso o por los
sistemas de conservacion y esto generalmente es consecuencia de errores en la
manipulacién o en las BPM (OMS/FAQO, Codex, 2009).

Para Procesadora de Productos "El Ranchero”, la garantia de la calidad
microbiclégica de los productos es fundamental por lo que se ha comprometido a
la deteccion de dichos errores, su rapida correccion y, sobre todo, la prevencion
en el futuro; propdsitos que coinciden con los objetivos de cualquier sistema de

control microbiologico (Gonzalez, 2009).

Si bien el control de calidad microbiologica requiere de una serie de medidas y

confroles importantes, algunos de los que mas influyen son:

+ Calidad microbiologica de las materias primas y especificaciones del
producto final.

- Disposicion de la linea de proceso y disefio del equipo

« Caracteristicas del establecimiento

+ Controles de procesos, en especial los que tienen fines de reduccion o
eliminacion de microorganismos, asi como los procesos posteriores

como: envasado, almacenamiento y distribucion (ICMSF, 2004)

R ———
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Enh términos microbioldgicos, para asegurar la calidad, debe monitorearse el
desarrollo microbiano en las materias primas, en el proceso, en los punteos criticos
de la cadena de produccién y en el producto final. Se ha considerado, como punto
central de este trabajo, que la calidad microbiolégica no puede descuidarse a lo
largo de la vida de anaquel del producto, especialmente tratandose de alimentos

poco perecederos, que tienen una larga vida util.

3.6.2 Criterios Microbiolégicos

Para distinguir un producto de calidad microbiolégica admisible, de uno de calidad
inadmisible, es necesaria la aplicacion de |os criterios microbiologicos.

Se puede emplear el nimero o tipo de microorganismos en el producto, para
evaluar su calidad y su seguridad microbiolégica ¢ puede evaluarse la presencia

de metabolitos como toxinas, entre otros.

:Como decidir? Sin duda la herramienta de Analisis de Riesgos y Control de
Puntos Criticos (APPCC 6 HACCP por sus siglas en inglés) nos permite tomar las
decisiones fundamentadas y preventivas para llevar a cabo el control
microbiolégico a lo largo de la cadena de produccion y de la vida Util del producto
(Stevenson, 1999).

Enh materia de peligros biologicos, HACCP considera:

+ Contaminantes que impliquen peligros para la salud del consumidor, ya

sean los microorganismos patégenos o sus toxinas.

« Los limites microbiolégicos apropiados, para ese producto. Puesto que la
eliminacion total de microorganismos es muy dificil, squé valor de
recuento de microorganismos es aceptable para considerar el alimento

seguro y estable?

R EEREEEREREREREREREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE...—.—.—.—— S —<—<——
Pagina 21



Por otro lado, un criterio microbioldgico debe incluir los elementos necesarios para

asegurar gue hay control de |a presencia microbiana:
« Métodos analiticos para |la deteccién o enumeracion del microorganismo o
de sus toxinas.

« Planes de muestreo

Evidentemente, los criterios microbiolégicos asi desarrollados, son especificos

para cada producto a analizar.

Tipos de criterios Microbiologicos (ICMSE, 2009)

«Preceptivo u obligatorio, aguel que no debe excederse nunca. Si el producto no
cumple los limites establecidos, es obligatorio aplicar una medida correctiva,
incluyendo su rechazo, destruccién, reprocesado o desviacién a otros productos.
Esto generalmente aplica para las especificaciones relativas a microorganismos

considerados patdégenos para la salud publica.

« Consultivo, cuando no es de cumplimiento obligatorio y permite establecer juicios
de aceptabhilidad; estos criterios deben servir para alertar de deficiencias en el
proceso, almacenamiento o distribucion y, por supuesto, corregir la fuente de las
deficiencias en la planta o en el proceso. Puede no ser hecesario destruir o

reprocesar el lote en cuestion.

Importancia de los Criterios Microbiolégicos

Aplicados correctamente, los criterios microbiolégicos son una Util herramienta
para garantizar la seguridad y calidad de los productos, que a su vez aumentan la
confianza del consumidor. Ofrecen a la Industria y organismos reguladores unas
directrices para controlar los sistemas de proceso y, cuando son aceptados
internacionalmente, pueden favorecer el comercio, mediante el establecimiento de

normas para los requerimientos en calidad v seguridad.
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Pueden usarse para formular requisitos de disefio de equipos de fabricas y para
indicar el estado de las materias primas y los productos terminados en cualquier
fase de |a cadena de produccidn. Los criterios microbiolégicos adecuadamente
aplicados, permiten garantizar: la seguridad higiénica del producto, la observancia
de BPM, la calidad comercial de los productos y la utilidad de éstos para

propositos determinados (Forsythe, 2003).

Seleccidn de los criterios microbiologicos

Debe establecerse un criterio microbiolégico sélo cuando sea necesario y
demuestre ser tanto necesario como practico. Los factores que se toman en
cuenta para establecer un criterio microbiolégico son los siguientes (Codex
Alimentarius, 2009; Man, 2004):

+ Evidencia de riesgos para la salud, basados en datos epidemiolégicos

» La microbiota de |la materia prima.

« El efecto del tratamiento en la microbiota.

+« La presencia y consecuencias de la contaminacion microbiana ylo el
crecimiento de microorganismos durante las posteriores manipulaciones,
almacenamiento y distribucion.

» El tipo de consumidor: si el producto estéa destinado a una poblacion de
riesgo (ancianos, bebés, embarazadas, etc.).

« Elestado en el que el producto es distribuido

+ Posibilidades de un uso deficiente por parte del consumidor

+ Posibilidades de alteracion

« El modo de preparacion por el consumidor

« Fiabilidad de los métodos de cuantificacion y deteccion de microorganismos
y toxinas de interés.

» La relacion coste / beneficio asociada a la aplicacion del criterio
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3.7 MUESTREO DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO

En el analisis microbiologico de los alimentos, son de primordial importancia la
adecuada seleccion de la muestra, la toma correcta de ésta y los medios de
conservacion y su transporte al laboratorio, para cbtener resultados fiables sobre

suU estado higiénico - sanitario o sobre los niveles de alterantes (Palao, 2006).

También es fundamental, para un muestreo adecuado, precisar el objetivo de

estudio, esto es:

s Conocer |la naturaleza de las muestras
* | a cantidad
= Eltamafio o volumen del lote o partida

¢ |ainformacion que se busca.

El muestreo debe disefiarse de tal forma que permita tomar una muestra
representativa del alimento por analizar, asi como |a recoleccion de cualguier dato
util (Jay, 2009).

Cualquier informacion relevante, debe acompafar a la muestra del alimento, para
asegurar que estara sujeta al analisis mas adecuado y para permitir que el analista
evalle adecuadamente los resultados por lo que es indispensable identificar el
recipiente claramente, inmediatamente antes o después de colocar la muestras,

mediante un rétulo o etiqueta indeleble (NOM-109-S5A1-1994).

El manejo y transporte de las muestras debera efectuarse de tal manera que se
impida su ruptura, alteracion o contaminacion, evitando su exposicion a la luz solar
directa. Las muestras deben entregarse al laboratorio lo mas rapidamente posible

(ICMSF, 2009)

I EE——————
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Los productos con presentaciéh comercial deben ser transportados en sus
envases originales; se transportan a temperatura ambiente, siempre y cuando ésta
no exceda de 45°C cuando son productos que se manejan sin refrigeracién y se
transportan en cajas aislantes con bolsas de mezcla criogénica previamente
congelada, para alimentos gque requieren refrigeracion. No debe usarse hielo a
granel. Para la conservacién, durante el trasporte de las muestras no esta

permitido el empleo de sustancia quimicas (NOM-109-SSA1-1994).

3.8 PREPARACION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS
MICROBIOLOGICO.

Los microorganismos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, por lo que
siempre se encuentran presentes en diversos productos, especialmente en

aquellos que favorecen de algin medo su sobrevivencia o desarrollo.

Dado el tamafio de las poblaciones microbianas que pueden estar presentes en un
alimento, que van desde algunos miles hasta varios millones de células por gramo,
su determinacion cuantitativa requiere de la preparacion de diluciones conocidas
de la muestra, y es costumbre utilizar cifras decimales para facilitar los calculos
(NOM-110-SSA1-1994).

Lo mas adecuado es preparar una dilucion primaria y, a partir de ella, todas las
necesarias para poder contar los microorganismos presentes; pueden ser dos
diluciones decimales consecutivas, es decir, 1:10 y 1:100 o mas, segun la carga

microbiana esperada.

3.8.1 Procedimiento para la preparacién y dilucién de muestras a analizar.

En las muestras de alimentos puede presentarse una distribucion ho homogénea
de los microorganismos, por lo que es recomendable realizar en orden los

siguientes pasos para asegurar una distribucion mas uniforme (Forsythe, 2003):
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Homogenizar circularmente las muestras unitarias liguidas y las muestras
secas con una cuchara estéril u otro utensilio antes de tomar la muestra
analitica para la determinacion de microorganismos.

Antes de pesar, tarar la bolsa de stomacher, y luego pesar asépticamente
dentro ésta, el tamafio de muestra analitica recomendado.

Adicionar la cantidad de diluyente necesario para tener la primera dilucion
decimal (10°).

Homogenizar la muestra mediante el “stomacher” para liberar a las
bacterias de las particulas del alimento. No se necesita una disolucion
completa de la muestra.

Realizar las diluciones a partir del homogenizado original, usando pipsetas

gue descarguen el volumen requerido con precision.

3.9 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS.

Existe una serie de razones que justifican la necesidad de analizar los productos

comerciales, con el fin de determinar tanto cuantitativa como cualitativamente la

presencia de microorganismos (OMS/FAQ, 2009). Estas razones son:

Asegurar que ese producto cumpla con las normas microbiolégicas
Que las materias primas que llegan a la fabrica cumplan con las
especificaciones microbioldgicas exigidas o pactadas con el proveedor.

Que se mantenga el control del proceso y |a higiene en la fabricacion.

En funcion de estas razones, de los microorganismos que se buscan y de las

caracteristicas del alimento, los métodos del examen microbiolégico pueden ser

muy variados. Los principales tipos de méetodos son:

La estimacion del nimero total de microorganismos
La estimacion del nimero de microorganismos indicadores

La estimacion del nimero de microorganismos alterantes
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* La estimacion del nimero de patégenos especificos

« |a determinacion de la presencia o ausencia de patogenos especificos

s Analisis de los productos metabdlicos de los microorganismos, por ejemplo
sus toxinas.

En algunos casos se utilizan varios de estos tipos de analisis (|CMSF, 2009).

3.9.1 Métodos tradicionales del analisis microbiologico

Cuando se requiere estimar el numero de microorganismos viables en un
alimento, la técnica cominmente utilizada es la cuenta en placa. Esta técnica no
pretende detectar a todos los microorganismos presentes, pero el medio de
cultivo, las condiciones de temperatura y la composicién de la atmésfera de
incubacion, permiten seleccionar grupos de bacterias cuya presencia es
importante en diferentes alimentos. La téchica se basa en contar las “unidades
formadoras de colonias” o UFC presentes en un gramo o mililitro de muestra
(OMS/FAO, 2009).

3.9.2 Métodos rapidos para la deteccién, enumeracion e identificacién de
microorganismos.

Realizar un analisis microbiolégico es uha labor que consume gran cantidad de
tiempo y trabajo; el tiempo gque requieren muchas de estas pruebas, 48 a 96
horas, puede ser demasiado largo para tomar una decision sobre un lote de

productos perecederos.

De ahi la necesidad de desarrollar métodos rapidos y faciles para analisis
microbiclogicos, especialmente Utiles en el campo de los alimentos. Los métodos
rapidos simplifican el proceso, requieren menos personal y egquipo y generan
ahorro de tiempo y trabajo pero, sobre todo, permiten tomar decisiones en tiempos
mucho mas cortos (3M, 2007).
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3.9.3 Placas Petrifilm.

Las placas Pefrififm son una gama de medios de cultivo para diferentes grupos
microbiancs; vienen ya preparadas, se hidratan con el agua de las diluciones de la
muestra y no requieren esterilizar ni fundir medios; estan listos para usar y
disefiadas para ahorrar tiempo, incrementar la productividad y, con ello,

incrementar la eficiencia general, proporcionando confianza al usuario (3M, 2007).

3.9.3.1 Ventajas de Placas Petrifilm

Todas las placas Petfrifim se fabrican en una planta con certificacién 1SO 9001 en
las que los estrictos procedimientos de control de calidad reducen la variabilidad
de los medios. Las placas Petrifilm estan respaldadas por el compromiso de 3M
con los productos de calidad, el servicio al consumidor y la asistencia técnica (3M,
2007).

Entre las principales ventajas de |las placas Petrifilm estan:

« Vienen en un sobre de aluminio descontaminado v listas para usarse

« No es necesario preparar el medio, esta listo para inccular la muestra

« Reducen tiempo en preparacion de medios

+ Reducen uso de autoclaves

s« Su manejo y aplicacion no requiere de instalaciones especiales o equipo
adicional

+ Reducen la variacion de resultados

s« |la interpretacién es facil gracias al Uso de indicadores que permiten
diferenciar muy bien las colonias de interés de otras y de particulas de
alimento.

« Son faciles de desechar
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Las placas Petrifilm estan disponibles para muchas de las hecesidades de

pruebas microbicldgicas, incluyendo (3M, 2007).

« Recuento de Aerobios

« Recuento de Coliformes

« Recuento de E. coli/ Coliformes

» Recuento de Enterobacterias

« Recuento de Alta Sensibilidad de Coliformes
« Recuento Rapido de Coliformes

« Recuento Express de S. aureus

« Recuento de Mohos y Levaduras

« Listeria en Ambientes

3.10 MICROORGANISMOS ESPECIFICOS INDICADORES DE CALIDAD EN
ALIMENTOS.

A menudo, la vida util de un producto comercial, viene determinada por el numero
de microorganismos presentes; como regla general, un producto con una alta
poblacién de microorganismos alterantes tendra una vida mas corta que el mismo

producto si contiene s6lo unos pocos microorganismos.

Algunos microorganismos tienen un mayor impacto que otros sobre las
caracteristicas organolépticas de los alimentos, debido a la presencia de
determinadas enzimas o rutas metabdlicas, por ejemplo, si en la carne hay
microorganismos proteoliticos, aungue sean pocos apareceran malos olores en

corto tiempo, por la degradacion de proteinas (Keller, 2005).

3.10.1 Microorganismos indicadores

Los microorganismos indicadores manifiestan la calidad microbiolégica de los

alimentos con respecto a su inocuidad.
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Estos generalmente son usados con mayor frecuencia para determinar la higiene
de los alimentos, cuya presencia en alimentos especificos y en cantidades

determinadas se usa para evaluar la calidad higiénica existente {OMS, 2007)

Los indicadores de inocuidad fueron usados en tiempos pasados para detectar
contaminacién fecal de las aguas y con ello la posible presencia de patégenos
intestinales. El primer indicador de contaminacion fecal fue Escherichia coli. Mas
adelante, otros microorganismos se utilizaron con la misma finalidad y se aplicaron

en los alimentos.

Por ejemplo el recuento total aerobio, se usa para determinar la vida (til de los
alimentos vy el recuento de coliformes totales se usa como indicador para prevenir

contaminacién fecal o de E.coli antes de que aparezca.

Se usa también el recuento de Staphylocoss aureus como indicador de
manipulacién por los operarios que trabajan con los alimentos, entre otros
(Forsythe, 2003)

En el campo de los alimentos industrializados se utilizan dos tipos principales
(OMS, 2007):

e | os indicadores de calidad microbiologica (de vida comercial)

¢ Los indicadores de inocuidad

3.10.2 Indicadores de calidad microbioldgica

En los criterios microbioldgicos suelen usarse este tipo de microorganismos, ya
que permiten evaluar la calidad de un producto o predecir su vida de anaquel.

Un microorganismo indicador de calidad ideal debe cumplir los siguientes
requisitos (ICMSF, 2004):
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« Estar presente y ser detectable en todos los productos cuya calidad quiera
evaluarse

s« Su crecimiento y recuento deben mostrar una correlacion alta y negativa
con la calidad del preducto, es decir, cuanto mayor sea la concentracion del
microorganismo indicador, peor sera la calidad.

« Deben ser faciles de detectar y cuantificar y ser claramente distinguibles de
otros microorganismos.

« Deben poder cuantificarse rapidamente.

En general, los indicadores mas fiables de la calidad tienden a ser especificos
para cada alimento, con lo cual podemos hacer el recuento especifico de ese

microorganismo, para relacionarlo con la calidad comercial.

Estos microorganismos son a su vez, los principales alterantes de los productos;
por ello, ademas de utilizar a los microorganismos como indicadores de calidad,
también sus productos metabdlicos pueden ser usados para evaluar y predecir la

calidad microbioldgica de algunos alimentos (OMS, 2007)

Los indicadores de calidad mas frecuentes son:
» Mesofilos aesrobios (o cuenta total)
= Cuenta de hongos y levaduras
+ Cuenta de coliformes totales
« Coliformes fecales,
« E. cofi
+ Enterococos.

« Cl perfringens

3.10.3 Indicadores de inocuidad (patdgenos y toxinas)

Los criterios microbiolégicos para evaluar la seguridad de los productos, utilizan
también ensayos de microorganismos indicadores que sugieren la posibilidad de

un riesgo microbiolégico (Jay, 2009)

L ________ __ ____________ . _ _ __ __ _ _____]|
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El ensayo directo, en busca de los patdgenos o de sus toxinas es poco practico vy,

en algunos casos, poco confiable. Por ello, como medida preventiva y en
ocasiones, en su lugar, se lleva a cabo el analisis de los microorganismos

indicadores.

El principal objetivo en la utilizacion de microorganismos como indicadores en
practicas no sanitarias, es revelar efectos de tratamiento que llevan consigo un
peligro potencial, peligro que no tiene que estar necesariamente presente en la

muestra particular analizada (ICMSF, 2009).

Por esta razon, la deteccién de indicadores de malas practicas higiénicas se

considera Uuna forma mas segura aln de prevenir la presencia de patégenos.

Al igual que los microorganismos indicadores de calidad comercial, los indicadores

de patégenos deben cumplir también unos requisitos (Pierson, 2001):

s Serfaciles de detectar de forma rapida

« Serfacilmente distinguibles del resto de la microbiota del preducto

« Su presencia debe estar siempre asociada a la presencia del patégeno/s
gue se quiera indicar

« Presentar correlacion entre su numero y el posible riesgo de patogeno

« Poseer requerimientos metabdlicos y tasas de crecimiento similares a los
del patdgeno de interés

s Tener una tasa de muerte al menos paralela la del patdgeno de interés y
gue persista durante alglin tiempo mas que el patégeno

« FEstar ausente en los productos en los que no se presente el patdgeno de

interés

Enh las Gltimas décadas, nos hemos dado cuenta de que la incidencia de las
enfermedades transmitidas por los alimentos ha aumentado en muchas partes del

mundo,
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Procesadora de Productos “El Ranchero”, se percata, de gue las amenhazas
transmitidas por los alimentos se presentan por varias razones, éstas incluyen la
adaptacion microbiana, los cambios en los sistemas de produccion de alimentos y
las nuevas tecnologias como fueron elaborados esos alimentos, asi como
aumentos en el comercio internacional, cambios en el estilo de vida y sobre todo
las demandas del consumidor, los cambios en la demografia y el comportamiento

humano.

Por todo esto, esta Procesadora, esta conciente de que la globalizacion de los
mercados de los alimentos ha aumentado el reto de |a gestion de estos riesgos.
Por lo que la inocuidad de los alimentos ha sido tradicionalmente y continuara
siendo, responsabilidad de esta empresa y de todas y cada uha de las empresas

que elabora alimentos.

Asi mismo, luchando por sobrevivir y trascender en misién y visién, nos vemos en
la necesidad de adecuarnos a las exigencias y cambios del mercado actual,

garantizando asi un alimento seguro y de calidad.

Partiendo del conocimiento de que el mole es un producto complejo, debido a la
mezcla de ingredientes, en diferentes cantidades o proporciones, como lo son
diferentes tipos de chiles, (guajillo, pasilla), chocolate, maiz, algunas especias, etc.
Nos percatamos que es un producto con altas probabilidades de presentar
contaminacion microbiolégica. Debido a esto, esta empresa considerd la
implementacion de las medidas adecuadas para la produccion industrial del

producto.

Por ello la importancia de realizar estudios microbiolégicos durante la vida de
anaquel establecida para estos productos, buscando siempre un alimento
caracteristico del pajs, elaborado cumpliendo con las exigencias legales,
sanitarias y sobretodo proporcionando al cliente un producto con la calidad que

merece.
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4. HIPOTESIS

+ Las dos variedades de mole en estudio cumplen con las especificaciones
microbiolégicas del Pliego de Condiciones Para el Uso de la Marca Oficial
Mexico Calidad Suprema en Mole (PC-019-2004), basado en la NMX-F-
4221982, por lo que pueden considerarse alimentos seguros en cuanto a

su calidad microbiologica.

+ |la calidad microbioldgica no decrece durante la vida de anaguel del

producto.

+ La calidad de las dos variedades de mole es aceptable en los limites

microbiologicos, antes de 6 meses.

R —
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Partiendo de muestras representativas de Mole Tradicional y Mole Especial,

ambos elaborados en Procesadora de Productos El Ranchero S.A. de C.V., se

realizaron los siguientes analisis microbiologicos:

Indicadores:

Mesdfilos aerobios

Coliformes Totales e identificacion de Escherichia coli
Hongos y Levaduras

Esporulados Totales y Termorresistentes aerobios

Esporulados Totales y Termorresistentes anaerobios

Patogenos Potenciales

Salmonella spp.

Staphylococcus autreus
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5.1 Esquemas

Muestras: Muestras de Mole en su
Mole en pasta Tradicional empagque original
Mole en pasta Especial

Condiciones de Muestreo y almacenamiente:
Temperatura ambiente

Empacado en cubeta grado alimenticio de 1Kg
Homogenizacion y

Lugar de muestreo: dilucién de la muestra

Procesadora de Productos el Ranchero S.A. de C.V.

ANALISIS
MICROBIOLOGICO

Microorganismos Esporulados
Indicadores Totales y
Termorresistentes
Anaerobios y
Aerobios

+Mesofilos Aerobios Bacterias
Patogenas

«Coliformes Totales y E. coli

eHongos y Levaduras

Staphylococcus
aures Salmonelia spp.

Figura 5.1 Diagrama General de la Metodologia.
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5.20rigen de las muestras

Las muestras se tomaron dentro de la planta a temperatura ambiente, al azar
durante el transcurso de la produccion de un lote hasta reunir 1Kg (muestreo cada
hora durante 8 horas) por cada muestra (mole tradicional y mole especial). Las
muestras se almacenaron en cubetas grado alimenticic de 1Kg, las cuales se
mantuvieron con las condiciones de almacenamiento de Procesadora de

Productos El Ranchero durante los meses de analisis.

5.3 Preparacion de las muestras para su andlisis microbiolégico.

En la campana de flujo laminar y mediante una cuchara estéril se tomo muestra de
mole Tradicional o Especial y se colocé en bolsas de plastico con sello marca
“Ziplog” etiquetadas previamente con los datos de cada muestra. Posteriormente
se mezclo y homogeneizo cada una de las muestras.

Durante el analisis las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente (18-
21°C).

5.4 Analisis Microbioldgico

Se prepararon los medios necesarios para la cuantificacion de los
microorganismos indicadores, para la identificacion de Salmonella spp,
esporulados totales y termorresistentes aerobios y anaerobios e identificacion de
microorganismos patégenos.

Todo el material utilizade para el analisis microbiclogico fue previamente
esterilizado en autoclave a 121°C durante 15min, tanto puntas como material de
vidrio, se us6 agua destilada para la disolucion de los medios y cajas petri de
plastico estériles. La manipulacién del trabajo microbiolégico fue llevada a cabo en

campana de flujo laminar previamente limpiada y desinfectada.

I ——
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Se utilizé agua peptonada al 0.1% como diluyente en las muestras

Para preparar 100mL de agua peptonada se disolvieron 0.1g de peptona en
100mL de agua destilada. Asi mismo se preparo agua peptonada para distribuirse

en tubos de ensaye con 9mL cada uno con tapones y se esterilizaron.

Se utilizo Caldo Lactosado como diluyente para el pre-enriguecimiento durante la
determinacion de Salmonefla spp.

Para preparar 225mL de Caldo lactosado, se disolvieron 3g de Extracto de carne,
5g de peptona y 5g de lactosa en 1L de agua destilada, la cual se distribulyo en
porciones de 225mL en frascos de 500mL de capacidad. Posteriormente se

esterilizo.

NOTA.- Los medios utilizados en la determinacién de Salmonefla spp, para el
enriguecimiento selectivo (caldo tetrationato, y caldo selenito) asi como los medio
de gque se utilizaron para el aislamiento selectivo y diferencial (XLD, SS Hecktoen,
VB, Sulfito bismuto) fueron solicitados al area de preparacion de medios del
Laboratorio 1-A, debido a las minimas cantidades que se utilizan para su
preparacion. Igualmente se solicitaron los medios para la determinacion e

identificacion de Esporulados aerobios / anaerobios totales y termorresistentes.

5.5 Métodos empleados.

Para el muestreo y transporte de la muestra se aplico la metodologia descrita en la
NOM-109-SSA1-1994 “Procedimientos para la toma, manejo y transporte de

muestras de alimentos para su analisis microbiolégico”.

Para hacer las diluciones decimales se aplico la metodologia descrita en la NOM-
110-SSA1-1984 Preparacién y dilucion de muestras de alimentos para su analisis

microbiclogico.

Pagina 40



()
~ %
g1

§

Para las determinaciones de mesofilicos aerobios, coliformes totales, E. coli,
Staphylococcus aureus, mohos y levaduras se utilizaron las técnicas descritas en
(Microbiology 3M, 2007).

Para la determinacion de la presencia o ausencia de Salmonella spp. se utilizé la
metodologia descrita en la NOM-114-SSA1-1994 Método para la determinacion de

Salmonella en alimentos.

Para la determinacioh de esporas totales y termorresistentes (80 °C y 100 °C), se
utilizé la metodologia descrita en (Association of Official Analytical Chemist, 1995;
Vanderzant, C. 1992).

NOTA.-

#» Los andlisis de microorganismos indicadores (mesofilicos aerobios,
coliformes totales y mohos y levaduras) se realizaron guincenalmente
durante los 6 meses.

» Las determinaciones de bacterias patcgenas (Sthaphylococcus aureus,
Salmonella spp, E. coli y Esporulados) se realizo al inicio de los 6 meses y

al término de estos.
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6. RESULTADOS.

CALIDAD MICROBIOLOGICA DE MOLE ESPECIAL
(almacenado a temperatura ambiente en cubeta gradu alimenticio)
CRITERIO Noviembre Diciembre Enero Febrero [ Marzo
UFCig UFCIg UFC/g |[ UFC/g |[ UFCig FCig |[ UFCip |[ UFCig
Mesafllicos 1 I
SEroblos 3500 || 3900 3,900 3,900 4,300 4500 || 3,600 3100
Califormes P
toinia s 180 180 180 | 210 210 210 250 220 | 210 150
Hanges 200 200 200 || 200 200 200 300 270 || 200 100
Levaduras |[ <10ve. || <10va I 2 || 20 20 20 20 =10ve || «10ve || <10uva
"UTCig corrasponds o jas Oni T formadorat de Colonias por gramo de ajimenio. =

TABLA 6.1 C de microor en mole E

LIDAD MICROBIOLOGICA EN MOLE ESPECIAL

CAl
{almacenado a temperaturs amblente en cubéts grado alimenticis)
Términe de

CRITERIO Inicio de Vids de Anaguel almacenamiento
{6meses)
Salmoneita spp Negaliio en 25 g Negatho en 25 g
Staphylococcus mifeLs <100 UFC/g vs 100 UFC g ve
Escherichia cof 15 UFC /g s <1§'UFC/g 12
Esporulados Totales - 7
Termormes|stentes m;m sMvs <iMve
Esporulados Tatales y :
Termenesistentes anasrobios ot <My

5 por gramo du alimenlo
ale Especial

"UFCig correcponde & las Unidades farmadoras de Colonla
TABLA 6.2 N altgH &N m

de
de
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Grafico 6.1 Curva de crecimiento de mesoéfilicos aerobios en mole Especial durante
su Vida de Anaquel (Bmeses).
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Grafico 6.2 Curva de crecimiento de Coliformes Totales en mole Especial durante su
Vida de Anaquel (Bmeses).
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Grafico 6.3 Curva de crecimiento de Hongos en mole Especial durante su Vida de
Anaquel (6meses).

25

Grafico 6.4 Curva de crecimiento de Levaduras en mole Especial durante su Vida de
Anaquel (Bmeses).
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CALIDAD MICROBIOLOGICA DE MOLE TRADICIONAL
{almacenado a temperatura ambiente en cubeta grade alimenticio)
CRITERIO Cctubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo
™ " i - ™ ks ” r r 2" nuincenn ” r
qgingima inina quincime aulncms gsingoma incws auinguns i guingima
*UFCig UFCig UFCig UFCig UFEC/g UFCig UFCig UFCig UFCig UFC/yg UFCig UFC/
Mesdfilicos
aerobios 4.400 4,400 4.800 4,800 4,900 4,800 4.800 4,700 4,200 4,300 4,000 3,700
Caolifarmes
totales 150 150 150 150 200 200 200 170 150 150 120 120
Hongos 100 100 100 100 100 200 200 110 110 100 100 :‘eo
=10 <10 <10 =10 <10 <10
Levaduras Y8, VB, ¥.B. ¥.8. 20 20 20 15 15 13 Y., ¥.e.,
"UFC/g carresponda a las Unidades formadoras de Colonias por gramo de alimenta,
TABLA B.3 Crecimiento de microorganismos indicadores en mole Tradicional

CALIDAD MICROBIOLOGICA EN MOLE TRADICIONAL

{almacenado a femperatura ambiente en cubets grada alimenticla)

CRITERIO

Inicio de Vida de Anadg

Témino de

Negathve en 25 g

Negallve &n 25 g

Saimonelia spp
Staphyiococcs aureus <10°UFT/g @2 <100°UFCg &
Escheriehia eoll <I57UFCig ua <{5'UFC/g ve
Espondados Totales y
Termorresistentes asmblos c3vs “Wve
Ezporulados Totales y y
Termorresistentes anasrobios <30 v= <=
e5 formadoras de Colonlas por grame d& alimenta
i i . en male i

TABLA 6.4 C

"UFC/g corresponde & las Unidad
imi de
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Grafico 6.5 Curva de crecimiento de Mesofilicos aerobios en mole Tradicional
durante su Vida de Anaquel (meses).
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Grafico 6.6 Curva de crecimiento de Coliformes Totales en mole Tradicional
durante su Vida de Anaquel (Bmeses).
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Grafico 6.7 Curva de crecimiento de Hongos en Mole Tradicional durante su Vida de
Anaquel (6meses).
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Grafico 6.8 Curva de crecimiento de Levaduras en Mole Tradicional durante su Vida
de Anaquel (6meses).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

En el estudio influyeron algunos factores externos a la composicion original de las
muestras, como lo es el método de muestreo, ya que se realizé de forma aleatoria
y no siguiendo un método probabilistico, esto debido a gue los productos
analizados (mole especial y mole tradicional) se producen a granel.

También pudo haber influido en la microbiota de los moles el manejo durante el

envasado y el transporte de las mismas.

Por otro lado, cabe mencionar que aunque durante el almacenamiento se forma
una red de todos los componentes que integran a los alimentos —la cual protege a
los microorganismos de cambios bruscos-, probablemente algunos de los
microorganismos mas susceptibles a dichos cambios, pudieron haberse perdido o
desarrollado mas facilmente, sobre todo por las oscilaciones de humedad vy
temperatura que pudieron ocurrir durante el almacenamiento, previos o durante su

analisis.

Durante el estudio se procurdé cuidar las muestras al maximo para evitar uha
contaminacioh mientras se realizaba el mismo;, se tomaron las medidas
necesarias, tales como. manejo de muestras en area aséptica y con utensilios

estériles.

De acuerdo con lo observado en las tablas y en las graficas, las cuentas de
mesofilicos aerobios, coliformes totales, hongos y levaduras en los productos
analizados es variable, al inicio se cbserva un ligero aumento en el crecimiento de
éstos microorganismos, sin embargo los valores obtenidos durante los 6 meses
se mantuvieron dentro de los limites microbiolégicos maximos sugeridos en la
NMX-F-422-1982.

Se observa también, que a medida que transcurre el proceso de almacenamiento
de los productos, la carga microbiana se ve afectada, esto debido a los factores

fisicoguimicos de los mismos.
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Logrando asi Unicamente el crecimiento de aquellos microorganismos capaces de

soportar las condiciones caracteristicas del producto: baja humedad, poca agua

disponible y acidez elevada.

En la parte final del almacenamiento se observa que hay una disminucién de la

carga microbiana, debido a que incrementa el contenido de acidez, causando la

disminucion de su crecimiento.

Por otra parte las bacterias patogenas fueron analizadas en ambos productos, al

inicio y al término de 6 meses, observandose que los niveles son aceptables de

acuerdo a los limites microbiolégicos de patégenos indicados en la NMX-F-422-

1982.
TIPO |l
TIPO | L TIPO (I
MICROORGANISMO i oo Maximo
Maximo permitido permitido
Cuenta de_ mesofilicos aercbios 500,000 UFC/g 500,000 UFC/g
(cuenta estandar)
Coliformes totales 500 UFC/lg 500 UFC/g
Hongos 500 UFC/g 500 UFC/g
Levaduras 500 UFC/g 500 UFC/g
Salmonella ; ;
(en 25g) Negativo Negativo
Staphylococeus aureus (en 0.1g) Negativo Negativa
Escherichia Coli (en 0.1g) Negativo Negativo
Cuenta de termofilicos aerobios MNegativo 100 UFCig
Cuenta de termofilicos anaerobios Negativo

Tabla 7.1 ESPECIFICACIONES MICROBIOLOGICAS PARA LOS DIFERENTES TIPOS DE MOLE

Fuente: NMX-F-422-1982 Productos alimenticios para uso humano — Alimentos Redionales — Mole y
sus derivados Secretaria de Economia (antes SECOFI).
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Al percatarnos que hay infinidad de técnicas para establecer la calidad
microbiclégica de productos, buscamos una téchica que nos proporciohara
resultados confiables, a un bajo costo y sobre todo certificados por organizaciones

Nacionales e Internacionales. Por lo que nos decidimos por el método petrifil 3M.

Los resultados se basaron en las Normas y especificaciones microbioldgicos que
deben cumplir los diferentes tipos de mole, es decir, se dispuso de informacion
para saber si las cantidades de microorganismos presentes en los productos son

reglamentarios o no.

Sin embargo, puede asegurarse que sera necesaria |la actualizacion de la norma
que se tomo de referencia, ya que los limites microbiolégicos que establece son
muy antiguos. Y hoy en dia los alimentos se consideran un vehiculo muy
importante de transmision de enfermedades microbiologicas, y con el paso del
tiempo las enfermedades infecciosas y las intoxicaciones alimentarias, se han
convertido en un gran problema.

El hallazgo de nuevos patégenos transmitidos por alimentos atrae a los medios de
comunicacion sobre la seguridad de los alimentos, haciendo que los consumidores
seamos mas conscientes de dichos riesgos, gracias a lo cual, exigimos alimentos

cada vez mas seguros.

Por otra parte también se tomo conciencia sobre la utilizacion y manejo de la
materia prima utilizada, puesto que se sabe que para la obtencion de productos
inocuos no solo tiene que ver |a parte de proceso, sino que también la utilizacion

de materia prima de calidad es parte fundamental.

Las materias primas deben inspeccionarse y clasificarse antes de llevarlas a la
linea de produccion y en caso necesario, deben efectuarse las pruebas de
laboratorio pertinentes. Para cualquier proceso de elaboracion, no deben
emplearse materias primas que no sean aptas para el consumo humano o en mal

estado.
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Fue importante considerar que para la elaboracion del mole se utiliza una variedad
de chiles y materia prima con diversas caracteristicas, las cuales pudieran afectar
a la calidad del producto terminado, sin embargo se mantuvieron las BPM muy

presentes para desarrollar un producto inocuc y de calidad para nuestros
consumidores.
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8. CONCLUSIONES.

Los resultados microbioclogicos obtenidos en esta investigacion, sobre las dos

variedades de Mole demuestran que:

Los microorganismos indicadores (bacterias mesofilicas aerobias, hongos y
levaduras, asi como coliformes totales) determinados durante los 6 meses
de almacenamiento, nos indican que ambos productos se encuentran por
debajo de los limites microbiologicos maximos sefalados en la NMX-F-422-

1982. Por lo que son microbiolégicamente aptos para su consumo.

La ausencia de E. cofi asi como de Salmonella y S aureus
enterotoxigénico en las dos variedades de Mole, indica qgue los productos

son seguros ya que cuenta con calidad microbiolégica libre de patégenos.

La ausencia de bacterias esporuladas aerobias y anaerobias indica que no
hay riesgo de presencia de Bacillus spp ni de Closfridium spp, entre los

cuales pueden encontrarse causantes de intoxicaciones alimentarias.

La presencia de microorganismos enh productos de consumo, ho significa
hecesariamente un peligro para el consumidor o una calidad inferior de ese

producto.

Los criterios microbiologicos son un buen referente para garantizar el

cumplimiento de las buenas practicas de manufactura.

La vida de anaquel de un producto depende de, la concentracion inicial de

microorganismos de descomposicion y las condiciones de almacenamiento.

Para evitar pérdidas del producto e incrementar su vida Util sera necesario

evitar |a contaminacion de la materia prima y del producto terminado.
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Existen muchos tipos de microorganismos con diferentes requerimientos, de
tal forma que un alimento puede ser propicio para que desarrolle cierto

microorganismo pero no para otros.

La fecha de caducidad o el consumo preferente es un requisito importante

en los alimentos de hoy en dia.

El deterioro microbiolégico de los alimentos ocasiona pérdidas, es costosoy
puede influir negativamente en el comercio y enh la confianza de los

consumidores.

Las Buenas Practicas de Manufactura en la Procesadora son apropiadas.
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ANEXO 1
BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA (BPM'S), EN PROCESADORA DE
PRODUCTOS “EL RANCHERO” S.A. DEC.V.

Definicidn.
Para Procesadora de Productos El Ranchero, las BPM son el conjunto de
acciones que TODOS debemos realizar de manera adecuada para la obtencién de

productos INOCUOS y de CALIDAD para el consumo humano.

Que incluyen.

1. EDIFICIOS

2. EQUIPOS Y UTENSILIOS
3. PERSONAL

4, CONTROL DE PROCESOS

1. EDIFICIOS

i Patios.
» BSe da mantenimiento a las areas verdes que estan alrededor de las
instalaciones para eliminar la propagacion y presencia de plagas
» Se evita la acumulacién de basura, desperdicios y chatarra en areas cercanas

a la planta

& Sanitarios
» Estos no tienen acceso directo con las areas de produccion
» Las puertas de entrada poseen sistema de cierre automatico
» Estan provistos de retretes, papel higiénico, lavamanos, jabdn, toallas de papel
(sanitas) y recipiente para basura con pedal.
» Se colocan rotulos que indican al personal que debe lavarse las manos

después de usar los sanitarios
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@ Vestidores y regaderas
Los vestidores cuentan con casilleros para guardar objetos personales
iSe prohibe guardar alimentos!

Las regaderas se limpian y sanitizan de acuerdo a un programa de limpieza.

i Disefo.
Se cuenta con un espacio suficiente entre equipos y lineas de produccion para
su operacion y mantenimiento
Se evitan los obstaculos que impidan el transito de materiales, paso del

personal o limpieza del area

Fig 10.1 Procesadora de Productos El Ranchero

i Pisos
Se presentan sin grietas e irregularidades
Las uniones entre pisos y paredes son redondeadas para facilitar la limpieza y

evitar acumulaciones de polvo que favorezcan la contaminacion

& Techos
El disefio evita |la acumulacidn de polvo, ademas de que se cuenta ¢on un

programa y un procedimiento de limpieza.

4 Ventanas y puertas

Son faciles de limpiar e impiden la entrada de agua, polvo y plagas.

& Puertas
Abren hacia fuera y estan ajustadas a su marco

Cuentan con proteccion para evitar el ingreso de roedores y/o plagas

Pagina 61



Fig 10.2 MANUAL AIB

& lluminacién
» Los focos y lamparas suspendidas sobre materias primas, producto en proceso
o terminado, se encuentran protegidas para evitar la contaminacion por vidrioo

en caso de rotura.

Fig10.3 Word Clipart.

& Ventilacion
» Es adecuada para la actividad que se desarrolla.
» La direccion de |a corriente de aire es de del area inocua hacia afuera.

» No se presenta condensacion de vapores

2. EQUIPOS Y UTENSILIOS.
Las superficies en contacto con el producto, son de lainami o acero incxidable, por
lo gue no son:

s Absorbentes
o Aditivas o,

« Reactivas

Fig 10.4 Procesadora de Productos “El Ranchero”
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Ademas de que son de de facil limpieza y desinfeccion.

Es importante eliminar articulos y utensilios en malas condiciones

Fig 10.5 Procesadora de Productos "El Ranchero”

3. PERSONAL

i Higiene personal
Se sensibiliza al personal, y se les invita a;
« Bafiarse diariamente

» La limpieza debe incluir cuerpo, cabello, ropa y calzado,

Fig 10.6 Pr de F *“El Ranchero”

¥ Uniforme
La vestimenta del personal que ingresa a produccion cumple lo siguiente:
= No se permiten blusas o camisas sin mangas
= No se permiten sudaderas, chamarras, suéteres o pants
= No se permite el uso de pantalon corto

= No se permiten cinturones con decoracion desmontable

El Personal Administrativo

* Utiliza sobre la ropa una bata blanca
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Cofia
= Esta debe encontrarse en buen estado y limpia

=  Debe cubrir completamente cabello y las orejas

Cubreboca
Fig 10.7 Procesadora de Productos

“El Ranchero”

= Debe cubrir nariz y boca Debe cubrir nariz y boca
= Debe encontrarse en buen estado y limpio

= Se debe cambiar cada vez que se desgaste o ensucie

Zapatos
= Deben estar limpios y en buen estado
= Debe ser zapato cerrado

= Notenis, no zapato de tela

Fig 10.8 Procesadora de Productos “El Ranchero®

El personal se quita todo tipo de joyeria antes de ingresar al area de produccion

= Relojes

= Anillos

= Pines

3 Gk Fig 10.9 Word Clipart

= Piercings Fig 10.10 Word Clipart
= Cadenas

= La mujeres no utilizan maquillaje

= No utilizan perfumes, ni cremas perfumadas en produccién

iEl producto absorbe olores!
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= No se ingresan articulos personales a produccién
=  No se ingresa comida
= No se utilizan teléfonos celulares

= No se permite el uso de recipientes de vidrio

Practicas no permitidas en Produccion
= Comer,

= Beber (solo agua en areas asighadas)
= Medicamentos

= Fumar

= Masticar chicle

= Tomar productos de la linea Ele 1001 Yverd ellpart

Control de enfermedades.
» Se informa al jefe inmediato cuando se tenga alguna enfermedad contagiosa,
alguna cortadura, quemadura o lesion abierta

» Cualquier persona en estas no se le permite el contacto directo con el producto

80

—A
\hl&“ﬁ)

Fig 10.12 Procesadora de Productos “El Ranchero”

% Lavado de manos.
Debido a que en las manos y ufias se pueden encontrar microorganismos dafinos

huestra salud y de los productos preparados y/o elaborados.

Fig 10.13 Procesadora de Productos “El Ranchero”
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El lavado de manos se realiza:

* Ala entrada y salida de produccion

= Después de ir al bafio, fumar, toser, estornudar o sonarse la nariz, antes y
después de comer

= Después de manipular equipos, utensilios o superficies sucias

= Después de cambiar de actividad en el area de trabajo

= Siempre gue |las manos se Siempre que las manos se ensucien

Fig 10.14 Lavado de Manos. Induccicn al Sistema HACCP. CONACYT/CIATEJ.

Pasos para el lavado de manos:
© Descubrir los antebrazos hasta el codo

Fig 10.15 Pr

@ Mojar las manos y aplicar la cantidad necesaria de jabon para cubrir las
manos Yy antebrazos

Fig 10.16 Procesadora de Productos “El Ranchero®

© Hacer espuma y lavarse las manos y antebrazos hasta el codo frotando
vigorosamente con movimientos circulares
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© Frotar las manos en las palmas, en el dorso, entre los dedos y ufias, con

movimientos de ida y vuelta y circulares y friccionando las yemas de los
dedos

Fig 10.17 Procesadora de Productos “El Ranchero”
® Enjuague hasta eliminar todo el jabén

Fig 10.18 Procesadora de Productos “El Ranchero”

@ Sacar el papel del despachador y secarse perfectamente las manos

Fig 10.19 Procesadora de Productos “El Rancherc”

@ Depositar la toalla desechable dentro del bote de basura

Fig 10.20 Procesadora de Productos “El Ranchero”

6 Aplicar el gel sanitizante

Fig 10.21 Procesadora de Productos “El Ranchero”
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4. CONTROL DE PROCESOS.

Y v VY

Y

Se realiza inspeccion del area

Se tiene un programa de orden y limpieza

Se lleva un registro para el cumplimiento de Buenas practicas de manufactura
Se cuenta con formatos de registro de revision de parametros de calidad

Fig 10.22 Procesadora de Productos “El Ranchero”

Practicas de limpieza

Se busca prevenir contaminacion de materiales o productos

Se etiquetan los productos de limpieza

Se siguen procedimientos de limpieza de cada area

Se utilizan recipientes de basura en buen estado, limpios y con bolsas para
basura y con tapa.

Los utensilios de limpieza se encuentran en buenas condiciones, limpios y

almacenado en los lugares adecuados

Fig 10,23 Procesadora de Productos “El Ranchero”

Manejo de materiales

Se eliminan en forma inmediata los derrames, fugas, desperdicios y
producto dafiado.

Cuando se trata de sustancias quimicas se siguen los procedimientos de
seguridad correspondientes.
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Qperaciones de manufactura
= [En areas de fabricacion no se colocan materiales en tarimas de madera,

para esto se utilizan tarimas de de plastico.

Fig 10.24 Procesadora de Productos “El Ranchero”
Manejo de materiales

= Se realiza inspeccion todo vehiculo antes de cargarse

Fig 10.25 Procesadora de Productos “El Ranchero”

En caso de encontrar una mala practica de manufactura, se avisa al Jefe
Inmediato (Aseguramiento de Calidad).
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ANEXO 2

Conteo de Bacterias Aerobias =152

El nnte indicador rojo que se encuentra en la placa colorea
las colomas para su mejor identificacién. Cuente todas las
colonias rojas sin importar su tamafio o la intensidad del
10N 10j0.

Conteo de Bacterias Aerobias = 0 Conteo de Bacterias Aerobias = 16

La Placa Petnifilm para Recuento de Aerobios Totales es de La figura 3 nwestra una Placa Petrifilm AC con crecinmento
facil mterpretacion. La figura 2 nuiestra una placa s bajo de colomas.

crecimuento de colonias.
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Conteo de Bacterias Aerobias = 143

El rango recomendado de conteo en la Placa PemfilmAc
esti entre 23-250 colomas. Obsérvese la figura 4.

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10°

La figura 6 muestra una Placa Pemfilm 4 con colonias
DY NUMErosas para contar.

Conteo de Bacterias Aerobias = 560 “estimado™

Cuando el mimero de colomas es mayor a 250 (como se
puede observar en la figura 3), por su excesivo crecinuento.
los conteos deben ser estimados. Determine el promedio de
colonias en un cuadrado (1 cov) y multpliquelo por 20 para
obtener el conteo total por placa. El drea de 3 on de
Petnfilm AC es de 20 cor’.

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10°

Con conteos muy altos, el drea total de crecimiento puede
varar o colorearse rosa, como se muestra en la

Usted podm observar colonias individuales sélo en el filoo
borde del area de crecimuento. Registre este conteo como
muy numeroso para contar (MNPC).
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Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10°

Ocasionalmente. la dismbucion de las colomas puede
aparecer de forma desigual. no homogénea, como se
muestra en la fizura 8. Esto también es una indicacion de un.
resultado NNPC.

v L4
“
» ‘10 :
- .

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10

Las colomas de la figura 9 podrian confundirse como
contables a primera vista. Sin embargo, si usted abserva
detalladamente el borde o filo del drea de crecinuento,
podra visualizar una alta concentracion de colonias
Registre este resultado como MNPC.

Conteo de Bacterias Aerobias = 160

Como se aprecia en la figura 10, algunas especies de
bactenas pueden llegar a licuar el gel de las Placas
Pemnfilmac.

Cuando esto ocurra:

1. Determine el promedio en los cuadros no afectados
v estime los resultados.

2. Realice conteos prelimunares para venficar el
crectmuento: la heuefaceion generalmente se
presenta de manera tardia.

Conteo de Bacterias Aerobias = 83

Debido a que en las Placas Petnifilm Ac las colomas de
aercbios se tifien de rojo. se las puede diferenciar de
particulas o residuos de producto, ya que éstos tienen
una forma irregular y color opaco (observe los circulos
1y 2delafigural1).
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ANEXO 3

3M Placas Petrifilm"R Guia de interpretacion
para el Recuento de Coliformes Totales

Conteo de Coliformes totales = 69.
Seguin AOAC intemnacional (colonias con gas)

~ La identificacién de los Coliformes puede variar por
pals (observe en las recomendaciones de uso
seccion incubacion tiempo y temperaturas que se
encuentran aprobadas).

Seglin la norma AFNOR se deberan contar todas
las colonias con y sin gas. Verifigue segln las
normas locales de su pais la aplicacion del sistema
de conteo y referencia.

Conteo de Coliformes Totales =0 Contec de Coliformes Totales =79

Observe el cambio del color del gel desde fa figura 2 hasta el 5. El rango de conteo para Ia pobfacidn total de Coliformes en la
Mientras el conteo de Coliformes aumenta el color del gel se Piaca Petrifim™® CC es de 15 — 150. No cuente las colonias que
oscurece. Las burbujas de fondo son caracteristicas del gely no  han crecido en la zona de hule espuma por cuanto han sido
son resultado del crecimiento de Coliformes. removidas de Ia influencia del medio.
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Conteo de Coliformes Totales = 220 “estimado™ Conteo de Coliformes Totales = MNPC

£l drea circular de crecimiento es de 20 cm®aproximadamente.  La Placa Petrifim*® CC con crecimiento excesivo (MNPC = muy
Conteos estimados pueden hacerse en placas que contengan numeroso para contar) tienen una de las siguientes

mas de 150 colonias, a través del conteo de cuadros caracteristicas: Muchas colonias pequefias, muchas burbujas de
representativos y determinando el promedio por cuadrado. gas y/u oscurecimiento del color del gel.

Muttiplique el promedio por 20 y determine el valor estimado por  Para obtener mejores resultados, diluya su muestra.

placa.

Conteo de Coliformes Totales =4 Conteo de Coliformes Totales =2

Cuando existe presencia de gran namero de i de alimento son de forma iregular y no estan
Coliformes coma P mdmmnasmlasﬁaﬂsPehiﬂm"‘cc el asuchm:mnbubqasﬂegas

gel cambia a color amarillento.
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Conteo de Coliformes Totales =8 Los ejemplos 1— 10 muestra varios patrones o formas de
burbujas de gas asociadas con las colonias. Todas deben ser

La forma o patron de |as burbujas puede vaniar. El gas puede enumeradas

romper |a colonia como se observa en el circulo 2 de la figura 8.

Las burmjaspm&mrennmrde una inoculacion inadecuada de
la Placa Petrifim™, éstas son de forma irregular y no estan
asociadas con una colonia roja. Vea el circulo 3 de |a figura 8.
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ANEXO 4

3M Placas Petrifilm"R?

Guia de interpretacion

para el Recuento de E. coliy Coliformes Totales

La identificacion de E. coli puede variar
entre los paises (Vea las
recomendaciones de uso en la seccién
incubacion, las temperaturas y tiempos
sugeridos)

Método validado AOAC internacional
Conteo de E. coli = 49 (colonias
azules con gas)

Conteo de Coliformes Totales = 87
(colonias rojas y azules con gas)

Verifique segun las normas locales de
su pais la aplicacion del sistema de
conteo y referencia.

Conteo de E. coli/ Coliformes = 0

Observe el cambio del color del ge! desde las Figuras 2 hasia la
2. Al aumentar el conteo de E. coli o Coliformes, el color del gel
se vuelve rojo oscuro o plrpura azulado. Las burhujas de fondo
son caracteristicas del gel y no son resultado del crecimiento de
Coliformes (ver recuadro 1).

Conteo de E. coli=13

Conteo de Coliformes = 28

El rango recomendado de conteo en las Placas Petrifilm"™ para
Recuento de £ coli y Coliformes Totales es de 15 a 150 colonias.
No cuente las colonias gue ha crecida en la zona de hule espuma
por cuanto han side removidas de |a influencia del medio.
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Luz posterior Luz de frente
Conteo de E. coli=3

Cualquier azul en una colonia (de azul a rojo-azul) indica la
presencia de £ coli. La luz de frente mejorara la deteccion del
precipitado azul formado por una colonia. El circulo 1 muestra
una colonia rojo-azul cuyo conteo se hizo con luz de atras. El 2
muestra la misma colonia con luz de frente. El azul precipitado es
mas evidente en el circulo 2.

Conteo de E. coli = MNPC

La Placa Petrifiilm*® EC con crecimiento excesivo {(MNPC — muy
numeroso para contar) tienen una de las siguientes
caracteristicas: Muchas colonias pequefias, muchas burbujas de
gas ylu oscurecimientc del color del gel de color rojo 3 rojo
pirpura.

Conteo de E. coli=17

Conteo de Coliformes = 150 “estimado”

El area circular de crecimiento es de 20 cm” aproximadamente.

Conteos estimados pueden hacerse en placas que coniengan

més de 150 colonias, a ftravés del conteo de cuadros
p itati y el p o por cuadrado.

Multipligue el promedio por 20 y determine el valor estimade por

placa.

Conteo de E. coli= MNPC

Altas concentraciones de E. coli pusden ocasionar que el area de
crecimiento cambie a color rojo purpura,
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Conteo de E. coli = 8 (presuntivo)
Conteo de Coliformes = MNPC

Altas concentraciones de £ colf pueden ocasionar que el drea de
crecimiento cambie a color rojo purpura.

Las particulas de alimentos son de forma irregular y no estan
asociadas con burbujas de gas.

Conteo Total = MNPC

Cuando existe presencia de gran nimero de ofganismos no
Coliformes como Pseudomonas en las Placas Petrifim'™ EC el gel
cambia a color amarillento. Reporte conteo estimado MNPC para
Coliformes y realice nuevas siembras a mayor dilucion.

Conteo de Coliformes =78

Las burbujas pueden resultar de una inoculacion inadecuada de la
Placa Petrifim™ |, estas son de forma lrregular y no estan asociadas
con una colonia raj: Vea el circulo en |a parte central de la placa.

La forma o patrdn de las burbujas puede variar. El gas puede
romper Ia colonia como se chserva en el circule del lado derecho
de a placa.
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ANEXO 5

3M Placas PetrifiImMR Guia de interpretacion
para el Recuento de Mohos y Levaduras

. e
-
- -
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-
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Conteo de Levaduras = 44 Conteo de Hongos =27
Las colonias en la Figura 1 son ejemplos de Las colonias de la Figura 2 son ejemplos de Mohos y
Levaduras y tienen las siguientes caracteristicas tienen las siguientes caracteristicas
+« Colonias pequenas = Colonias grandes
+ Colomas con filos definidos + Colonias con bordes difusos
= Colomias con un rango de color desde = Colonias de colores vanables, por ejemplo:
beige o crema hasta azul verdoso, pueden café, beige, naranja, azul verdoso, etc.
también tener tonos rosas = Colonias tienen apariencia plana
= Colonias tienen apariencia abultada, es = Tienen un centro oscuro y se expanden
decir con una tercera dimension: difusamente alrededor del mismo
convexas
s Color uniforme, no difusas.
-
- '.
'
- ®a
an
-
Conteo de Mohos y Levaduras =0 Conteo de Levaduras =12

Conteo de Mohos = 4
En |a Figura 3 se muestra una Placa Petrifilm"™® para Recuento La Placa Petrifilm™™ para Recuento de Mohos y Levaduras de la
de Mohos y Levaduras sin crecimiento de Hongos ni Levaduras Figura 4 muestra crecimiento bajo de colonias de Mohos y
Levaduras
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Fda =
Conteo de Levaduras = 480 “estimado”
Conteo de Mohos = 21

Cuande &l nimero de colonias es mayor a 150, como se puede
observar en la figura 5 por su excesivo crecimiento, los conteos
deben ser estimados. Determine el promedio de colonias en 1
cuadrado (cm?) y multipliquelo por 30 para obtener el conteo total
por placa. El area de inoculacion de Petrifim™™ YM es 30 cm®

Conteo de Mohos = 59

Las colonias de Monos de 1a Figura 7 estan empezando a unirse
y sobreponerse una encima de ofra en la placa. Cuenie cada
centro como una colonia. La placa se puede dividir en secciones
para facilitar el conteo. La seccion remarcada en la Figura 7 tiene
15 Mohos.

Conteo de Levaduras = MNPC

Conteo estimado: >10*

La Figura 6 comesponde a una Placa Petrifim*™ ¥M que
contiene demasiadas colonias de Levaduras para contar

(MNPC). Las azules en el
recuadro del borde del area de crecimiento se encuentran
presentes a través de toda la placa, pere menos visibles.

Conteo de Mohos = 12 (Figura 8A)

Conteo de Mohos = 4 (Figura 8B)

Las Placas que se muesiran en las Figuras 8A y BB son de la
misma muestra. La Figura 8A correspende a una dilucion 1:10 y
tiene colonias que son muy p fias, tenues y y
haciendo muy dificil su conteo. La Figura 8B comesponde a la
dilucion 1:100 y muestra como diluyendo las muestras se puede
obtener placas con conteos deseables (15 — 150) lo gue facilita
la enumeracion
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REACCION DE FOSFATASA

Conteo de Mohos y Levaduras =0 Conteo de Mohos y Levaduras =0

La Placa Petrifim*™ YM tiene un tinte indicador de fosfatasa Por es algunos producios que pueden
causar un cambio de color del gel. Se pueden observar dos tipos de reacciones: mmmnmmm(mmasmmuaaﬁm
o puntos de color intenso azul (circulos en figura 10) que suelen presentarse en placas de especies y productos granulados.
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ANEXO 6

3M Placas Petrifilm"? Guia de interpretacion
Staph Express para el Recuento de Staphylococcus aureus

Conteo de S. aureus = 11.

Esta ilustracién muestra una Placa Petrifilm*®
STX tipica con colonias rojo violeta de S.
aureys. Cuente todas las colonias rojo
violeta y reporte como colonias de S
aureus..

Conteo de S. aureus =0 Conteo de S. aureus = 24

Esta placa Petriflm* STX no tuvo crecimiento de colonias Las colonias de S. aureus pueden variar en tamafio. Cuente

despues de 24 horas de incubacion. La prueba se ha 1odas las colonias rojo violeta independientemente del tamano.

terminado. Utilice una lupa con luz para observar las colonias con mas
facilidad.
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Conteo de S, aureus =122

El margen de recuento recomendado de |a Placa Petrifilm*
STX es de 150 colonias de S. aureus_ En la figura superior se
puede observar una placa bastante cercana al limite de
recuento recomendado.

El 4rea circular de crecimiento es de 30 cm® aproximadamente.

Conteo de S. aureus = MNPC

Muestras cuyas placas den crecimiento excesivo (MNPC = muy
numeroso para contar) deberan ser diluidas para abtener
mejores resultades. Recuentos estimados se pueden realizarse a
través del conteo de cuadros representativos y determinando el
dio por jrado. Multiplique ef promedio por 30 ¥
determine el valor estimado por placa.
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ANEXO 7

Main Approvals, Certifications
and other Recognitions

3M Microbiology is certified to ISO 9001 for design and manufacturing

International Recognition:

AFNOR - France

WAl foods:

Acerobic Count Plutes

AFNOR Certificate Number 3M 01/1-09/89
(as compared to ISO 4833 method)

WA foods: Coliform Count Plates AFNOR Certificate Number 3M 01/2-09/89A
(except raw shelllish) 24 hour total coliform resull {as compared (o ISO 4832 VRBL method)
BAI foods: Coliform Count Plates AFNOR Certificate Number 3M 01/2-09/898
{except raw shellfish) 24 hour total coliform result (as compared to 1SO 483 1 MPN method)
WA foods: Coliform Count Plates AFNOR Certificate Number 3M 001/2-09/89C
24 hour thermotlernt coliform result (as compared to VRBL 44°C nethod)
WAL [oods: Select E. coli Count Plates AFNOR Certificate Number 3M 011/8-06/01
(a5 compared to [SO 16649-2 E. coli method)
WA foods: Rapid Coliform Count Plates 14 hour result  AFNOR Certificate Number 3M 01/5-03/97A
(s compared (o [SO 4832 VRBL 30°C method)
WALl foads: Rapid Coliform Count Plates 24 hour result  AFNOR Certificate Number 3M 001/5-03/97B

(as compared to IS0 4832 VRBL 30°C method)

WA foods: (except

Rapid Coliform Count Plates 24 hour result

AFNOR Certificate Number 3M 0 1/5-03/97C

processed pork products) (s compared to [SO 4831 MPN method)
WA foods: Entemhacteriacese Count Plates AFNOR Certificate Number 3M 01/6-09/97
(us compared W 1SO 21528-2 method)
WAl foods: High-Sensitivity Coliform Count Plates AFNOR Certificate Number 3M (11/7-03/99
(s compared to ISO 4831 MPN methixd)
WA foods: Staph Express Count System AFNOR Certificate Number 3M 01/9-04/03

(s compered (0 EN ISO 6888-1 method)

AOAC® INTERNATIONAL Official Method of Analysis™

B Raw and pasteurized milk:  Aerobic Count, Coliform Count Plates Method 98633
B Dairy products: Aebic Count, Coliform Count Plates ~ Method989.00
High-Sensitivity Coliform Count Plates Method 99602
B Foods: Aerobic Count Plutes Method 990.12
Coliform Count, E. coli/Coliform Count Plates Method 991,14
Yeast and Mold Count Plates Method 997 02
Rapid Coliform Count Plates Method 2000.15
B Poultry, meats E. cofi/Coliform Count Plates Method 998 08
and seafood:
B Sclected foods: Rapid S. aureus Count System Method 2001.05
Enterobactentacens Count Plates Method 2003,01
B Selected processed -
and prepared fonds: Staph Express Count System Method 200307
B Selected dairy foods: Staph Express Count Systemn Method 2003.08
B Selected poultry, - -
meats and seafiood: Staph Express Count System Method 2003.11

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION (FIL/IDF)

Bulletins 285/1993 and 350/2000

14
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Recognition by Country (in alphabetical order):
Australia:

New South Wales Dairy Test Manual
B Official altemative to standard plate count and coliform count tests
Victorian Dairy Industry Authority (VDIA)
B Milk and dairy products: Aerobic Count Plates
Coliform Count Plates

Canada:

Certificate Number 9503
Certificate Number 9504

Health Protection Branch, Compendium of Analytical Methods

Laboratory Procedures:

B Envisonmental Sampling: Aerobie Count, Coliform Count, E- coli/Coliform

Count, and Yeast and Mold Count Plates
High-Sensiuvity Col Count Plates

Method MFLP-41A

Method MFLP41B

.Dwvl’mduu.\) | ‘.High—Sensiljvi!“; .Enlilhrmﬂ“Cuum Plates

] Fmrxirl‘:lmducﬁr e Siuph E\hréé.ﬁ V(‘(r‘jumrsjswni B
and environmental sampling:

Method MFLP-85
“Method MFLP-21

Health Protection Branch Methods:
B Food products and ingredients:  Aerobic Count Plates
Coliform Count Plates
E. coli/Coliform Count Plates
Yeast and Mold Count Plates

Method MFHPB-33
Method MFHPB-35
Method MFHPB-34
Method MFHPB-32

Chile:

SAG (Chile Department of Agriculture)

W Carcass sampling: E. coli/Caliform Count Plaies
France:

January 2004

AFNOR (see International Validations)

Germany:
DIN (Deutschies Institut fir Normung) Fachbericht 81 Petrifilm Technik 2000 Edition
B Foods: Aerobic Count, Coliform count, E. coli/Coliform
Count und Enterobacteriscene Count Plutes
Japan:
Food Hygicne Manual
B Foods: Aerobic Count, Coliform Count, July 2004

E. coli/Coliform Count, Rapid Coliform
Count Plates; Rupid S, aureus Count,
Staph Express Count Systems

Ministry of Health, Labour .mll ‘elfare

B Carcuss (catle and swine) swab:  E. coli/Coliform Counr Plates

Notification No, 25

Korea:
KOCFR (Korea Code of Federal Regulatory) KFDA2004
B All foods: Aerobic Count Plates Method 78.2.2

Coliform Count Plates
E. coli/Coliform Count Plates

[ Date T Vemion |

Method 7854
Method 7.8.6.3

w
=
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New Zealand:

New South Wales Dairy Test NManual
W Official ahemative fo standard plate count and coliform count tests

AgResearch - Mirinz Meat Rescarch, Microbiological Methods for the Meat Industry -Second Edition.

B Meat products: Aerobic Count Plate (30° C)
Enterobacteriucene Count Plutes
E. coli/Coliform Count Plates

New Zealand Food Safety Authority

B Dairy produce and products: Aerobic Count, Coliform Count Plates
E. coli/Coliform Count Plates

B Animal Products Group Aerubic Count Plates

(farmed animals): E. coli/Coliform Count Plutes

Nordic Countries:

Chupter 6 — Section 6.8
Chapter 8 - Secuon 825
Chapter 8 - Section 8.4.5

MAF Standards D115

MAF Stundards D107.1

Chapter 4 - 4.73
Chupter 4 - 4.8

NordVal Validation

W Al foods: Aerobic Count Plate
Coliform Coum Plate
E. colifColiform Count Plate
Yeast and Mold Count Plate
Staph Express Count System
Enterobacteriaceae Count Plate
Select E. coli Count Plawe

Poland:

Ref, No, 2005-30-5408-00043
Ref, No. 2005-30-3408-00044
Ref, No. 2005-30-5408-00045
Ref. No. 2005-30-5408-(K046
Ref. No. 2005-30-5408-00047
Ref. No. 2004-20-5408-00027
Ref. No. 2004-20-5408-00029

PRN (Polish Normalisation Commitiee)
B Raw milk and dairy products: Petrifilm Plates may be used as 4 method for:
* Enumeration of total aerobic microorganisms

* Enumeration of coliform microorgamsmiy

Commission No. 35 July 1. 1999

* Enumeration of Escherichia coli microorganisms

* Enumeration of yeast and mold

Republic of South Africa:

B Milk and Dairy Products: Aerobic Count, Coliform Count
and E. coli’Coliform Count Plates

United Kingdom:

Government Gazette, No.
R.I55521 of 21 November 1997

Campden Food and Drink Research Association and Leatherhead Food Research Assoclation study

B EMMAS assessment 3M Perrifilm  E. coli/Coliform Count Plute — 1998

B EMMAS assessment 3M Petifilm  Enterobacteriacese Count Plate — 2003

34
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United States:

AOAC INTERNATTIONAL (see International Recognition)

APHA t American Public Health Association)

B Foods: Aerobie Count, Coliform Count, E, colVColiform Compendivm of Methods for the
Count, Enerobacterisceae Count, High-Sensitivity  Microbiological Examination of
Coliform Count, Lactic Acid Bacteria Method, Foods, 4* Edition 2001
Rapid Coliform Count, Yeast & Mold Count Plates

W Dairy: Aerabic Count, Coliform Count, Enterobucterincese  Standard Methods {or the

Count, E. coli/Coliform Count, High-Sensitivity
Caoliform Count. Rapid Coliform Counr,
Yeast und Mold Count Plates

USDA ( United States Depariment of Agriculture) Agriculiural Marketing Service

W Laboratory Methods Aerobic Counf Plates
and Procedures

USDA FSIS (Food Safety and Inspection Serviee)

M Beef, swine, sheep, gouts, E. coli/Coliform Count Plates
horses, mules and other
equine carcass sumpling:

E, coli/Coliform Count Plates

B Poultry, ducks, peese

and guinea carcass sampling:
W Examinution of fresh, Aerobie Count, E, colvColiform Count Plutes
refrigerated and frozen
prepired meat, poultry and
pastenrized egg products:

US FDA (United States Food and Drug Administration)

W All foods: Aerobic Count, Coliform Count
and E. col/Coliform Count Plates

Rev, A/198R, Chapter 4, Section V1

Aerobi¢ t‘nﬁn1:éaal| form Count,
High-Sensitivity Coliform Count Plutes

W Milk:

Venezuela:

Examination of Dairy Products,
1 7= Edition 2004

Dairy Grading Brunch
DA Instuction 918-RL

(Code of Federal Regulutions)
9 CFR Part 310.25

(Code of Federnl Regulutions)
9 CFR Purt 381.94

Microbiology Laboratoey Guidebook,

I Edition 1998, Chapter 3

FDA/BAM (Bacteriological
Analytical Manual ), 8th Editon
and Appendin |, table 4

FDA Milk Liboratory Evaluation
Form 2400a. Revision 3/01

E. coli/Coliform Count Plates
T Acrobic Count Plates

H lgﬁ.;Scn;.uvi.r._\‘ é“nli“t.'urr.;-(“‘nuﬁ} I:’iule;t

Covenin 3276-97

U Covenin33ger

Method approval by private or public organtzations (e.g., AOAC INTERN ATIONAL ar APNORI does not guarantes the performance

of Petrdilm Plates for any particular food product or process.

Date | Version
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