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I. INTRODUCCION ¥ OBJETIVOS

Hay varias clases de bebidas que no se toman por su valor nu-
tritivo, sino por su poder refrescante y por sus efectos estimu-
lantes; por ejemplo: bebidas carbonatadas con un contenido mo--
derado de alcohol como la cerveza y las bebidas estimulantes no
carbonatadas y sin alcohol como el café€ y el té. EL chilate es
una bebida refrescante gue puede considerarse como alimento en
el sentido mds amplio ya gue se elabora a base de ingredientes
alimenticios: es una mezcla formada de cacao y arroz molidos,
az@icar y canela:'con agua. Para su consumo se agrega hielo para

enfriarlo.

Se expende en establecimientos comerciales de diferente nivel
por lo que su conservacién en muchos casos es deficiente, ademés

que es elaborada a nivel casero.

El chilate se consume en voluimenes considerables a lo largo
de las costas guerrerenses, habiendo seleccionado el puerto de
Acapulco, para realizar esta investigacién.

S8e sabe que en todo el Estado de Guerrero y algunos otros
Estados del Sur de la Repdblica Mexicana es muy apreciada esta
bebida, por lo gque se considera importante su control sanitario,

as{ como conocer el valor nutritivo de ella.

Seqlin investigaciones realizadas, el chilate se consume en
nuestro pafs desde la época precortesiana. Se sabe que el fruto
del cacao, entre los antiguos moradores de Mesoamérica, equiva-
1fa simb6licamente al coraz6n humano, as{ como el chocolate re--
presentaba la sangre. Los indfgenas mesoamericanos preparaban
varias bebidas de cacac, entre ellas el chilate o boronté, que
afin hoy emplean en sus ritos los sacerdotes Chorités en Guatema-
la, estd compuesto de mafz, cacao y agua pluvial.



Boronté& (bebida nueve), se llama asf porque alude al episodio
mftico de Popol-vuh acerca de la creacidén del género humano;

"y moliendo entonces las mazorcas amarillentas y las blancas,
hizo XMUCANE nueve bebidas y de éste alimento provinieron la

fuerza y la gordura y con €1 crearon la musculatura y el vigor

del hombre".

El chilate profano, que hoy se prepara como bebida en el sur
de la Repiblica Mexicana, se compone de mafz tostado, agua y al-
mendras de cacao molidas. En el Estado de Guerrero es utilizado
el arroz en lugar del mafz tostado. Otra variante del chilate
es la mezcla con chile, como el chillocahuatl, bebida de cacao

enchilada mencionada por Molina en su diccionario. (1571)

Dada la naturaleza de la bebida se considera como objetivo de
este trabajo comprobar y controlar la calidad sanitaria de este
producto, haciendo necesario el Andlisis Microbioldgico que per-
mita verificar las condiciones de elaboracién y manejo y el An&-~

lisis BromatolSgico para comprobar su valor alimenticio.



II. GENERALIDADES

I. CONSTITUYENTES

Esta bebida como anteriormente se menciond, estd constituida
a base decacan y arroz molidos, canela y azfcar como saborizan-
tes y principalmente agua, por lo gque a continuacién se mencio-
nardn las caracteristicas de cada uno de los ingredientes que

componen este producto.

1.1. CACAO.

El 4rbol de cacao llamado Theobroma cacao, tiene una corteza

gris parduzca muy caracterfstica y crece a una altura de 4 a 7.5m.
El drbol debe tener las condicione. adecunadas para un buen creci-
miento. Necesitan de un medio ambiente tibio y hfimedo. La tempe~
ratura de 18-35°C son adecuédas, pero el 4rbol se desarrolla muy
bien a temperaturas de 40% y humedades relativas que llegan al
100%. El buen crecimiento requiere de sombra y de una precipita-
cién anual mfnima de 125 cm. Aunque es deseable que ésta sea su--
perior, un exceso puede provocar anegamiento y el desarrollo de
enfermedades fGngicas., Las flores son aproximadamente de 1 cm.

de didmetro; sé producen muchas pero son pocas las que se polini-
zan, al parecer por peguefios jejenes (insectos del género
Culicoides). Las flores se producen durante todo el afio asf que
en el mismo &rbol se encuentran flores y vaina de cacao. La vaina
totalmente desarrollada serd de 15-~25 cm de longitud y 7.5-10 cm.
de grueso en el centro, encierra de 30 a 40 granos rodeados de una

pulpa mucilaginosa blanca.

Cuando las vainas de cacao estdn maduras, se cortan del 4rbol
con machetes o cuchillo similar. Se cosechan los frutos maduros,

los sobremaduros, los enfermos y los picados por insectos.

Luego se transladan al sitio donde se lleva a cabo la fermenta-
ci6én y se clasifican para que se pueda realizar una fermentacidn
uniforme.



Después de un dfa o dos, las vainas se abren con el machete
y los granos y la pulpa se eliminan a mano o con herramientas ma-~
nuales. Los granos se depositan en una canasta, en espera de
comenzar la fermentacién.

Los granos se fermentan para ayudar a la eliminacién de la
pulpa adherida a ellos y prepararlos para el secado. Sin embargo,
los cambios qufmicos y bioldgicos que se llevan a cabo durante la
fermentacién son esenciales para el desarrollo adecuado del sabor
a chocolate en la etapa de tostacifén. La fermentacién se lleva a
cabo primero en la pulpa por medio de levaduras, y luego por ac--
cién enzimdtica del propio cacao con oxidacidn y condensacién que
da como resultado la eliminacidén de gran parte del sabor amargo
original. La duracién de la fermentacién varfa de tres a nueve
dfas, segln el tipo de grano.

El secado de las almendras de cacao fermentadas se realiza
mejor al sol, pero la lluvia, la estacién o el clima, puede reque=-
rir del uso de un secado mecédnico.

Generalmente los granos se consideran en dos categorfas: gra--
nos bdsicos y granos de sabor. Los granos bdsicos tienen un sabor
fuerte y, quizds mordente. Son los mds comunes y los menos costo-
sos. Los granos de sabor, ademds de tener un carécter bdsico de
buen chocolate, tienen propiedades aromdticas importantes al sabor
general, Estos granos no son tan comunes, son m&s costosos.

TABLA 2.1,
COMPOSICION QUIMICA PROMEDIO DEL GRANO DE CACAQ

Humedad ..v.eecvennennens %

Grasa ..eeoe.. ceeeeessess 93
Carbohidratos .......ev0. 16
Fibra de celulosa .vsv... 2.6
Protefnas ...eeveevseeeees 20
Ceniza eevresrsoreerennien 3.2
Teobromina «veaveveevvre.s 1.3

Compuestos tdnicos ......, 6




1.2. ARROZ

El arroz, Orysa sativa, ha sido uno de los productos de grano

de uso comGn desde tiempos remotos.

En escala mundial, el arroz es la cosecha de cereales mds im-
portante, ya que constituye el alimento principal de mds de la
mitad de la poblacién del mundo.

Las diversas variedades de arroz reflejan la gran diversidad
en las condiciones de cultivo. Los mejores rendimientos se obtie-
nen en los climas subtropicales de temperatura templada. Casi
siempre se siembra en suelos que retienen la humedad bajo condicio-
nes de inundaci6n. Se cultiva principalmente en Asia en donde se

produce alrededor del 93% de la cosecha mundial.

La composicién del arroz puede variar ligeramente, de acuerdo
con las variedades del cereal, las condiciones geogrificas, meteo--

rolégicas y otros factores.

Los granos de arroz que contienen del 10 al 14% de humedad son
granos maduros y secados correctamente. Si al llegar del campo,
los granos tienen un contenido de humedad considerablemente m&s
elevado, es preciso secarlos hasta que estdn dentro de esta escala,
ya que de otra manera, se pueden enmohecer y podrir durante el al-
macenamiento, antes de que sean procesados. La mayor parte del
arroz’ se consume en forma de granos intactos, desprovistos de la
cdscara y el germen.

TABLA 2.2

COMPOSICION QUIMICA PROMEDIO DEL GRANO DE ARROZ

Humedad . . . . . . . . . . . . 1l1%
Carbohidratos . . . . . . . . . 65
Protefnas . . . . f e s+ . .. 8
Grasa . « o« + + o v o o o« 2 & . 2
Fibra no digerible . . . . . . 9
Cenizas « + « « 4+ v 4 4 o+ow .o« 1
Calorfas . . . . . . . . .. .310




El grano de arroz estd formado por la cdscara (hollejo),
la capa de la semilla (pericarpio), el embrién (germen) y el
endospermo harinoso.. El recubrimiento de la semilla consta de
seis capas de células diferenciadas y las m&s cercanas al endos-
permo forman la capa de aleurona que es rica en protefnas, lipi-
dos, minerales y vitaminas del complejo B. Las protefnas y sales
minerales se encuentran presentes en las cé&lulas de aleurona y

también en las células exteriores que contienen almidén.

El grano de arroz con la ciscara u hollejo y seco, se conoce
como arroz en céscara o en bruto. Llega a los molinos en grandes
sacos 0 a granel. Las diferentes variedades y los diversos gra--
nos de arroz deben separarse y mantenerse en lotes distintos. EI
primer paso en la molienda de arroz es eliminar la cdscara y pre-
servar la mayorfa de los granos enteros. En el proceso de molienr
da, el arroz bruto se vacfa en grandes tambores desde donde se
lleva a través de una serie de midquinas en las cuales se cierne y
se revuelve con aire para eliminar piedras, suciedad, paja y otros
materiales extrafios, (?igura 2.1.)

El arroz en bruto, limpio, se pasa a una mdquina de rodillos
de hule o "descascaradora", El arroz fluye entre las superficies
ahuladas de los rodillos que giran en direcciones opuestas y cada
uno a diferente velocidad. La presi6n entre los dos rodillos es
ajustable y se requla por medios neum&ticos porgue las diversas
variedades de arroz requieren diferentes presiones de trabajo. En
algunos molinos, la clscara se utiliza como combustible para gene-

rar energfa, pero en la mayorfa de ellos se tira como desperdicio.

De las mdquinas descascaradoras, el arroz se transporta a un
dispositivo llamado "separador", donde se apartan los granos con
cdscara de los que ya est&n limpios. Los granos limpios salen de,
la caja en el extremo superior mientras que los granos con cdscara
1o hacen en el extremo inferior por la diferencia de gravedad es-~

pecifica y coeficiente de friccién superficial entre ambos granos.



El arroz descascarado en esta ectapa de molienda, se conoce
como arroz "café&"; su color varfa entre café y verde. En la

siguiente etapa de molienda, el arroz café pasa a las pulidoras
que eliminan por friccién las capas'exteriores de la ciscara y

el germen de los granos de arroz.

La pulidora hace gque el salvado se elimine por abrasién, en
su mayor parte, debido a la presidn entre los granos y también
por la friccién entre éstos y la malla de aéero dspera de que
estd provista la mdquina. El salvado suelto y pequefios trozos de
grano pasan a través de la malla de la pulideora y se separan por

aspersién y cernido.

AdGn teniendo cuidado, algunos de los granos se rompen durante
la molienda. Varias mdquinas, llamadas clasificadoras, separan
los diferentes tamanos de granos. Los granos enteros y de tres
cuartos, se refinen en una fraccién conocida como "arroz de cabe-
za"; los de tamaio de un tercio a un cuarto de longitud, se cono-
cen como "residuos" y los fragmentos todavia mds pequefios, como
tamizado o "cervecero", ya que se utilizan en la fabricacién de
cerveza. Los rendimientos de productos y subproductos que se ob-
tienen a partir del arroz en bruto en el proceso de molienda son:

%
Cdscara « o+ « « « o o « o o 17.0 - 21.0

Salvado. . . . .. .., .. 8.0-14.0
Pulimento . . , . . . . . . 1.8- 4.0
Arroz de primera . . . . +. 37.0 - 65.0
Arroz de sequnda . . . o 2.6 - 11.7
Residwos . . . . . . . . . 3.1 ~"11.0
Arroz cervecero . . . . . 2.0 - 4.9

Pérdida y desperdicio . . 1.2 - 3.0
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Fig. 2.1

DIAGRAMA DE FLUJO DE LAS OPERACIONES
DE UN MOLINO DE ARROZ.

y.Tolva, 2.Cicidn. 3.Ventitador y separador de mallas. 4..Separador magnético
5.Separador de espigas. §._ Separodor de disco indentado, 7 _Tembor .

8. Descoscarador de disco, 9.Descascarador con bando de hule. 10.Separador
de hollejo.

N.Mdquina separadora. 12.. Eliminador de holiejo. 1] Seporador de
hollejo

4. .Eliminador de hollejo. 15..Separador de holl éjo. 16..Cepillo
17.. Stparador de disco indentado.

A.Polve B. Pu]a C.S5emillas © Holiejos E. Cascara F .Pulimento G,Residuos H.Arroz
pafa cervecerias |.Finos L, Arroz de sequnda M. Atrtoz de primera.



1.3. AZUCAR

El azdcar de mesa com@in, es un carbohidrato: la sacarosa
(C12H22011)' compuesta de una molécula de glucosa y una molécula
de fructosa. Se obtiene principalmente de la cafa de az(ecar.

Se produce moliendo y triturando la cana de azicar. El jugo

se neutraliza con cal, se filtra, concentra, cristaliza y cen-
trifuga para producir azdcar cruda. El azdcar cruda se refina
por lavado, disolviéndola, haciéndola pasar sobre carbdn de hue-
sos, filtrando, concentrandc, cristalizando y centrifugando.

El resultado es el azlcar blanca refinada que contiene 99.96%

de sacarosa.

Los dcidos hidrolizan fA&cilmente a la sacarosa produciendo
azlcar invertido que contiene iguales proporciones de glucosa y
de fructosa. El proceso se llama inversién, puesto que la ro--
tacién 6ptica de la luz polarizada, cambia de positiva a nega--
tiva durante la hidr6lisis. La inversién también puede efec~-~-
tuarse con la enzima sacarosa. La inversidn disminuye la ten--
dencia del azdcar a cristalizar en los dulces, los helados,

los productos horneados y los refrescos.

La concentracién de soluciones de sacarosa se puede medir por
medio de la refraccién de la luz a través de la solucién. Cuan
do una solucifin contiene mds aztcar, su Indice de refraccién
serd superior. Es ventajoso medir la concentracién por medio
de un refractémetro para ahorrar tiempo y esfuerzo. Basado en
el principio de refraccifn, se ha introducido el grado Brix pa-

ra expresar la concentracién de soluciones de sacarosa.
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1.4. CANELA

La canela se obtiene de la segunda corteza de las ramas del
canelo, cuyo nombre cientffico es Cinnamomun zeylanicum, es ori-

ginario de Ceildn y Sur de la India, de la familia de las laured-
ceas, de 7 a 8 metros de altura, con tronco liso; hojas parecidas
a las del laurel; flores terminales blancas y de olor agradable;

y por fruta, drupas ovales de color pardo azulado. Se le cultiva
en diversos pafses tropicales. Es un drbol resistente que se de-
sarrolla bien en toda clase de terrenos, aunque vegeta mejor en

los arenosos con poco humus. EX clima mds favorable es el hdmedo

de una temperatura media anual de 15 a 17%¢.

La canela se empieza a colectar cuando el 4rbol tiene S a 6
afilos de edad. Se cortan ramas de uno a dos metros a las que se
despunta y se les quitan las hojas y se hacen cortes transversales
y longitudinales. Se separa la corteza. Los trozos de &sta se
reGnen en hacecillos que se dejan secar y se les quita la epider--
mis. Las tiras de canela ya limpias se cortan en trozos y se les

deja secar al sol.

La canela es de color rojo amarillento, de olor aromitico y sa-
bor agradable, muy apreciada como condimento, aromatizante y as--

tringente.
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2. COMPONENTES QUIMICOS DE LOS CONSTITUYENTES
2.1. AGUA:

El aqgua es una sustancia esencial para la vida humana, presen-
te en los alimentos y en la mayorfa de los productos alimenticios,

el agua es el componente mds abundante.

La presencia del agua en los alimentos y su concentracién de--
terminan en alto grado su sabor y digestabilidad, asf como la es-
tructura ffsica y la capacidad de manejo técnico del material.
Sin embargo, lo m4s importante, es que casl todos los wprocesos de
deterioro que se realizan en los alimentos recibern influencia, en
una u otra forma, de la concentracidn y movilidad del agua en el
alimento. Como una orientacidn aproximada, podrfa decirse gue,
independientemente de la composicién de los materiales alimenti--
cios, cuando hay una concentracifn alta de agua, la descomposicién
serd causada por el crecimiento y desarrollo de bacterias y mohos
en los alimentos y por reacciones enzim&ticas y no enzimdticasy a
concentraciones bajas de agua, las pérdidas de calidad se produ--
cen principalmente por reacciones autooxidativas y de deterioro

fisico.

La intensidad y rapidez de los diversos procesos de deterioro
es distinta a diferentes concentraciones de aqua; sin embargo,
el alimento es m4s estable cuando hay una baja concentracién de
agua y ho a concentraciones elevadas. [l potencial del agua para
tomar parte en los procesos de deterioro de un producto alimenti-

cio estd caracterizado por la actividad del agua (aw), en el pro-



ducto, de acuerdo a la Ley de Raoult, es la relacién entre la
presifn de vapor del agua del producto alimenticio y la pregi6n

de vapor del agua pura a la misma temperatura:

aw= (Pproducto/Po)
Donde:
a, = actividad del aqua
P . presi6én de vapor del agua del
producto = producto
P, = presién de vapor del agua pura

La actividad del agua en cualquier producto depende de la com-
posicidn quimica del mismo, del estado de agregacidn de sus cons-
tituyentes, del contenido de agua y de la temperatura del produc-
to. Una grdfica del contenido de agua en un producto en relacidn
‘a su actividad a una determinada temperatufa se conoce como iso--
terma de sorci6n. Por la isoterma de sorcién puede caracterizarse
el estado termodindmico del agua en un producto alimenticio; los
materiales que enlazan cantidades relativamente altas de agua a

valores bajos de la actividad; se conocen como higroscépicos.

Las isotermas de sorcidén de la mayorfa de los productos alimen-
ticios son de forma sigmoide; no obstante, es posible que tengan
diferentes formas. Puesto que el comportamiento de los productos
alimenticios respecto a la sorcién de agqua est8 determinado por

la composicién quimica y el estado fisicogufmico de losg constitu-

yentes.

Los productos a base de almidén, incluyendo los granos, absor-
ben mAs agua a bajas actividades que los materiales ricos en pro=-

tef{nas como la carne.
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Los azlcares, en general, representan un grupo de materiales

que presentan dos tipos de comportamiento de sorcién.

En el estado amorfo son muy higroscépicos, entanto que en el
estado cristalino su higroscopfa es baja. El cambio del estado
amorfo al cristalino puede causar problemas, porque durante la
transformaci6n se libera agua. Si el azdcar es parte de una mez-
cla, los otros materiales presentes en la mezcla recogen, el agua
y, por lo tanto, casi siempre estdn sujetos a cambios ffsicos y

quimicos.

Si un material higroscépico se recubre con otros que sean li-~
geramente higrosc6picos, como serfa la grasa, también se reduce
la capacidad de absorcifén de agua en los alimentos. La actividad
del agua (aw) tiene una gran influencia sobre el deterioro de
los productos y, por lo tanto, sobre la vida en el almacenamiento.
Puesto que la reduccién de la actividad del agua de un producto
alimenticio por deshidratacién no s6lo mejora su capacidad para
ser almacenado sino tambi€n afecta su estado fisicoquimico y, por
ende, su sabor y el costo del proceso de deshidrataci6n, es nece-
sario seleccionar muy cuidadosamente la actividad del agua en los

productos que van a ser almacenados.

Puesto que el deterioro puede ser causado por diversos tipos
de reacciones, no puede establecerse una relacifn general entre

la actividad del agua y el tipo de deterioro.

Cuando ciertas reacciones de deterioro son dominantes pueden
establecerse intervalos para la actividad del agua. Aasf por

ejemplo cuando la a, es de 1 a 0.8 la reaccidn de deterioro domi-



nante es debida al crecimiento de microorganismos y posiblemente

por reacciones enzimdticas.

reacciones se anotan en el siguiente cuadro:

Algunos ejemplos de estos tipos de

TIPO DE REACCION DETERIORATIVA

DOMINANTE

TIPO DE POSIBLE
REACCION DETERIORATIVA

1 -0.8

Crecimiento de microorganis-
mos

Reacciones enzimg-
ticas

0.91
0.88
0.8

Bacterias
Levaduras
Mohos

6.8 - 0.65

Reacciones enzimdticas
{descomposicién de grasas y
reacciones de oscurecimiento)

Oscurecimiento no en-
zimdtico

0.75

0.7
0.65

Crecimiento de microor
ganismos, bacterias
halofflicas

Levaduras osmofflicas
Mohos xerofflicos

0.65 - 0.3

Reacciones de oscurecimiento
no enzimdticas
(reacciones de Maillard)

Reacciones enzimdticas
autooxidacidn.

0.35 - 0.0

Autooxidacidén, cambios
fisicos

Reacciones de decolo--
racién no enzimdtica.
Reacciones enzimdticas

DETERIORO DE MICROORGANISMOS

El crecimiento de microorganismos se favorece cuando la activi-

dad del agua estd entre 1 y 0.63, en tanto que a valores de 0.75 y

0.65 solo pueden crecer ciertos tipos especializados de microorga---

nismos como son las levaduras osmof{licas.

En el caso del deterioro por microorganismos, el factor tiempo

es de mayor importancia, ya que, después de un periodo de iniciacién

de 3 6 4 dfas, puede observarse el crecimiento de microorganismos
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en los productos alimenticios con una elevada actividad del agqua.
Cuando las actividades del agua llegan a un nivel de‘0.8, se re-
quieren de 4 a 5 semanas para que el producto sea danado por los

microorganismos.

REACCIONES DE DETERIORO QUIMICO
Reacciones enzimdticas:

Las reacciones enzimdtidas se llevan a cabo prédcticamente a
cualquier nivel de actividad del agua; sin embargo, son prominen-
tes en valores superiores a 0.3. Las enzimas que. causan las reag
ciones enzimiticas son enzimas intrfnsecas del vroducto o enzimas

extranas, por ejemplo, de microorganismos.

Las reacciones enzimédticas mas importantes son la descomposi--
cién de las grasas por la accitén de lipasas, fosfolipasa
lipoxidasas en los materiales que contienen grasas y las reaccio=-
nes enzimdticas de oscurecimiento del color en frutas y verduras

provocadas por la peroxidasa y la fenoloxidasa.
Reacciones no enzim&ticas:

Las reacciones no enzim&ticas de oscurecimiento que también se

\d
llaman reacciones de Maillard, ocurren précticamente a cualguier
nivel de actividad del agua; sin embargo, se acentda mds en los

valores medios, 0.4 a 0.6

La caracterfstica de la reaccifn, es una decoloracidn del tono

café del producto, gue casi siempre se relaciona con la
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presencia de un sabor amargo. Los cambios se deben a la reac-
cién de los carbohidratos y de los grupos amino de los amino&-

cidos y proteinas.

Autooxidacién:

A bajos niveles de actividad del aqua, el tipo mds impor--
tante de deterioro es la autooxidacién de los lipidos que se
presentan a causa de reacciones de radicales libres entre el
oxfgeno vy los lfpidos no saturados. Los afectos de la autooxida-
cién disminuyen constantemente al aumentar el contenido de agqua,
de manera que puede suponerse que &sta causa un efecto protector.
Todavia no se cuenta con una explicacién detallada de la forma
en que actla la proteccifn del agua. Sin embargo, parece que el
efecto protector va ligado a la estabilizaci6én de los constituyen

tes que tienden a formar radicales libres.

DETERIORO FISICO Y FISICOQUIMICO

Si los materiales que contienen protefnas y almidones se secan
hasta valores muy bajos de la actividad del agua, se presentard

un proceso irreversible de desnaturalizacién.

La desnaturalizacién es causada por una interacci6n de los sitios
reactivos v da como resultado cambios en textura, principalmente

en alimentos ricos en protefnas.

CALIDAD DEL AGUA

De primordial importancia es la calidad sanitaria, asf como el

sabor, olor y color del suministro de agua.
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Las impurezas en el agua que afectan su uso incluyen materia
en suspensifn, s6lidos totales disueltos, alcalinidad y ©H,

sulfuros, cloruros, sflice, gases disueltos, hierro y manganeso.

El aqua para la limpieza debe cumplir con las normas locales,
estatales y federales del aqua potable como la gque se usa en la

fabricacién y procesamiento de productos alimenticios.

Esta agua debe estar libre de contaminacidn en la fuente de
suministro y protegerla de la contaminacién subsecuente. Gran
parte del sabor y olor del agua puede eliminarse por medio de la
cloracién. La mayor parte de los tratamientos para la desinfec-
cién del agua utilizan cloro debido a su bajo costo, facilidad
de obtencién y de aplicacién. En la cloracidén del agua se emplea
un compuesto de cloro, como gas cloroc, o soluci6n de hipoclorito
de sodio o de calcio; se agregan en una concentracién tal que en
el tiempo de contacto y a la temperatura y pH que se encuentren,

tengan una accifén germicida adecuada.

2.2. CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos constituyen la clase m&s abundante de
compuestos orgdnicos. Contribuyen a las 3/4 partes del peso seco
de los vegetales y est&n ampliamente distribuidos, con frecuen---
cia, como c6mponente5'fisioldgicos importantes en plantas, anima-
les y formas inferiores de vida. En plantas y animales sirven
principalmente como elementos estructurales o de reserva alimen--
ticia. Los carbohidratos vegetales, en particular representan un
gran almacén de energfa disponible como alimentoc para el hombre y

los animales.



18

Los carbohidratos pueden definirse en forma general como
compuestos de carbono, hidrSgeno y oxigeno. Casi siempre tie-
nen al hidrSgeno y al oxfgeno en la relaciSn encontrada en el

agua. Aasf pues, la mayorfa de los carbohidratos tienen la f£&r-

mula empirica CX(HZD)y‘

Uno de los carbohidratos mds sencillos es la d-glucosa que
es el componente metabdlico central en el suministro de energia
de las plantas y animales. Su conformacién mds estable es la de
silla, en gue todos los grupos oxhidrilo son ecuatoriales en la

forma b~d. En la industria alimentaria este zzdcar se llama

dextrosa.

H

HO

La d-glucosa existe en la miel, las frutas y las bayas y co-
rresponde al 50% de la sacarosa invertida. Su principal fuente
comercial es el almid6n que, .al gelatinizarse en agua se hidroli-
za completamente a d-glucosa por medio de la enzima glucocamilasa,
casi siempre con ayuda de una diastasa para adelgazar el almid6n.
El hidrolizado, al concentrarse, produce cristales de monohidrato

de . -d-glucosa, la principal forma cristalina de dextrosa que se

vende en el comercioc.
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Los carbohidratos se encuentran almacenados como reserva en
todas las plantas, pero los mids abundantes y de mayor distribu~-
cién en las reservas de carbohidratos son los almidones. Estos
polisacdridos de reserva se almacenan principalmente en las se--
millas, frutos, tubérculos, rafces y médula de los tallos. Los
almidones se presentan como partfculas definidas o grdnulos de
2 a 1504 de didmetro. El aspecto ffsico y las propiedades de los
Qranulos varfan ampliamente de una planta a otra y pueden utili~-
zarse para clasificar a los almidones de acuerdo con su origen.
Algunos son redondos, otros elipticos y otros poligonales. Los
di&metros de los grdnulos de algunos almidones comestibles, da--
das en micras son: mafz 4 a 26,4 , papa blanca 15 a 100 4 ,
camote 15 a 55 4{ , tapioca 5 a 36 4, arroz 3 a 94y trigo 2 a

36 4.

2.3. PROTEINAS

En el tejido vegetal o animal, del que se derivan todos los
alimentos, las protefnas realizan las mds diversas funciones esen
ciales para el proceso de la vida. Funcionan como enzimas bioca-
talfticas y como hormonas, como agentes de transporte de hidrége-
no y como codificadores genéticos. Las protefnas suministran
una capacidad protectora contra la enfermedad, en los anticuer---
pos, y evitan la pérdida de sangre por medio del mecanismo de la
coagulacién. Como enzimas metab6licas, las protefnas regulan
las fuentes de energfa de los organismos vivos y como protefnas
de los midsculos contrédctiles convierten la energfa quimica en
energfa mecdnica. Las protefnas también se consideran como el

depbsito esencial de alimento para la regeneracién cfclica de
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todas las protefnas biofuncionales., Como macromoléculas anfé-
teras de estructura dnica, las protefnas presentan propiedades
ffsicas especiales de consecuencias en la tecnologfa de alimen-
tos. Por su capacidad para interactuar, pueden formar agrega--
dos moleculares, micelas coloidales, fibras, ccdqulos, geles y
sistemas viscoeldsticos. Las protefnas al enlazar el agua.
pueden coagularse con el calor o por acidificacién y, como molé-
culas tensocactivas, provocar la formacién de espuma v la emulsi~
ficacién. Las propiedades ffsicas y biolGgicas de las protefnas
son afectadas considerablemente por la temperatura, ol bH, c¢lec-
trolitos y los esfuerzos ffsicos gque pueden produclr desnatura--
lizaci6én. Al desnaturalizarse las protefnas, pierden su activi-
dad biol6gica y con frecuencia sufren cambios ff{sicos importan--

tes.

El blanqueo, la pasteurizacién y los tratamientos de este--
rilizacién que se utilizan para la inactivacién de enzimas vy la
destruccién de microorganismos y espuma son, intrfinsecamente,

procesos de desnaturalizacidn.

Generalmente la desnaturalizacién se define como una modi-~
ficacidn estructural de la molécula nativa de protefna exclusi-
va de la hidrélisis de los enlaces covalentes primarios. EI1
término se restringe a los cambios en los enlaces no covalentes
secundarios que mantuvo la conformacidn molecular de la protef-
na natural y no incluye a la protedlisis o a la ruptura de en--

laces disulfuro.

La desnaturalizacién es, esencialmente, un proceso de de-~

sorganizacién que da lugar a la formacién de moléculas orienta-
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das al azar, a partir de la estructura molecular sumamente or-

denada que caracteriza al estado nativo.

La desorganizacifén molecular inherente a la desnaturaliza-
ci6n, puede producir profundos cambios en las propiedades biol6-
gicas, quimicas y ffsicas de las protefnas nativas. Las protei-
nas enzim&ticas, hormonales y virales, al degradarse, casi siem-

pre pierden sus actividades bioldgicas especfficas.

La desnaturalizacidn se manifiesta con frecuencia como una
reduccidén de la solubilidad de la protefina, de una pérdida del
poder de cristalizacién, aumento en la viscosidad de la solucién

y mayor susceptibilidad a la p;otedlisis.

La conformacifn estructural de las moléculas de protefna

que explica su diversidad, funcionalidad dnica y su capacidad de
desnaturalizacién, se predice por el contenido y secuencia lineal
de sus monémeros de aminodcidos. Las protefnas son macromolécu~--
las anfolfticas gue contienen varios oientos a varios miles de
aminodcidos por molécula, lo que representa una gama de pesos mo-
leculares de 10,000 a mds de 200,000. Los elementos estructura--
les primarios son aproximadamente 20 aminodcidos unidos por enla-
ces peptfdicos en cadenas polipeptfdicas lineales. El tamafo de
los sustituyentes en el dtomo de carbono varfa descde el &tomo de
hidr6geno én la glicina hasta el anillo heterociclico del indol

en el triptofano.
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2.4. GRASAS Y ACEITES

La diferencia entre una grasa y un aceite radica en su condicidn
a temperatura ambiente. Una grasa es sélida y un aceite es fluf-

do.

Las grasas y los aceites esencialmente son triglicéridos, o sea
el producto de la esterificacién de una molécula de glicerina
con tres moléculas de 4cidos grasos. El tipo de &cido graso y su
posicifn estructural en la molécula del triglicérido determinan,
en alto grado, las propiedades qufmicas y fisicas de los trigli--
céridos resultantes. Por ejemplo, una grasa s6lida puede diferir
de un aceite lfquido simplemente en el tipo de &dcido graso presen-
te en el triglicérido, aunque ambos productos contengan &cidos
grasos con una cadena de 18 carbones. Por ejemplo, las esteari--
nas son esencialmente trigliceridos saturados de 4cidos grasos
con 18 carbonos, en tanto que los aceites vegetales son triglicé-

ridos de &4cidos grasos no saturados de 18 carbonos,

El grado de saturacién o insaturacién puede alterar la forma f£f-
sica de los triglicéridos en una grasa s6lida o en un aceite 1f--
quido. Aungque el tipo de 4cido graso y la posicién estructural

explican las variaciones espec;ficas ﬁnicas entre las grasas y

los aceites, éstos comparten muchas propiedades en comin. La ma--
yorfa de la grasa y los aceites son insolubles en agua, pero so--
lubles en la mayorfa de los disolQentes orgdnicos. Tienen densi-
dades mas bajas que el agua, aunque a temperatura ambiente pue---

den variar de sustancias lfquidas o s6lidas. En general, los



productos lfgquidos se llaman aceites mientras que los s6lidos se
conocen como grasas. Ambos términos sin embargo, se refieren a
los triglicéridos y representan cerca del 95% de todos los com--
ponentes grasos en los alimentos que se consumen, Un término

mis amplio, lipido, se utiliza para abarcar a diversas sustancias
qufmicas como mono y diglicéridos, fosfatidos, cerebr6sidos, es--
teroides, terpenos, alcoholes grasos, dcidos grasos, vitaminas
solubles en grasas y otras. Sin embargo, &stas se consideran co-
mo los componentes en menor escala, de los compuestos presentes

en los alimentos.

Las grasas y los aceites tal como se encuentran en la naturaleza,
pueden tener dcidos grasos con -cadenas de carbone de 2 a 24,

siendo predominantes los dcidos grasos de Cip ¥ Cyg- Los dcidos
grasos de mayor interé€s son los de cadena aliféticas rectas, con
un nGmero par de &tomos de carbono y un solo grupo carboxilo. La

f6rmula estructural general de un 4cido graso saturado es:

CHB(CHZ)XCHZ-COOH

El &cido oleico es el &cido graso que se presenta con mds frecuen-—

cia en la naturaleza.

Los dcidos grasos de mayor insaturacién son mds reactivos. La ac-
tividad aumenta a medida que el nmero de dobles enlaces se incre-
menta. Los dcidos grasos polinsaturados estdn sujetos a la poli--
merizacién v los &cidos grasos insaturados con dobles ligaduras

conjugadas polimerizan mds rdpidamente que aquellas que tienen

dobles enlaces aislados.



Las caracterfsticas ffsicas de los aceites y grasas dependen

esencialmente de cuatro factores:

1)
2)
3)
4)

El grado de insaturacidn,
La longitud de la cadena de carbono de los 4cidos grasos,
Las formas isoméricas de los &cidos grasos,

La configuracién molecular del triglicérido.
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IITI. ANALISIS BACTERIOLOGICO
1. MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS

Como los microorganismos se distribuyen ampliamente en la natu-
raleza, puede anticiparse su presencia y multiplicacién siempre
que en el ambiente se presenten factores favorables o condiciones
ambientales para su crecimiento. Casi siempre los factores prin--
cipales gue limitan el crecimiento de los microorganismos, son el
suministro de alimento, la temperatura, la humedad y el pH. Win--
gln producto alimenticio que haya alcanzado su madurez estd libre
de microorganismos. Sin embargo, no todos los alimentos presen~-~
tan la misma cantidad de microorganismos, por ejamplo, las nueces
y otros productos con cdscara estdn protegidos por una capa semi=-
permeable que ofrece la proteccifén mdxima a la pulpa de la nuez

contra la actividad biol6gica.

Las bacterias, los mohos y las levaduras, constituyen un gran
grupo de micrcorganismos presentes en los alimentos. Los microor-
ganismos derivan su energfa y otras actividades metab6licas del
alimento, lo mismo que el hombre, asf que al desarrollar en los

alimentos, pueden causar cambios biogqufmicos importantes en ellos.

Las causas principales de la descomposici6én y alteracién de

los alimentos son las siguientes:
1. El crecimiento y la actividad de los microorganismos, espe-
cialmente bacterias, levaduras y mohos
2. La actividad de las enzimas naturales de los alimentos

3. Los insectos, pardsitos y roedores

<
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4. La temperatura; tanto la temperatura ambiental como la tem=-

peratura alta, aceleran en general los procesos biodquicos.
5. La humedad
6. El aire y més particularménte, el oxfgeno
7. E1 pH
8., La lué
9. El1 tiempo

Estos factores no influyen aisladamente, sino en forma combina-
da, algunos simulténeamente, otros causando cambios\que propician

el efecto de otros factores.

Es frecuente que se agrupen los microorganismos por sus carac--
terfsticas fisiolbSgicas, que pueden provocar alteraciones en los
alimentos, por ejemplo: aguellas que producen acidez o alecalini--
dad del medio, otras que por contener enzimas lipoliticas, pecto--
1fticas o proteolfticas deterioran los alimentos. O0tro grupo es
el de bacterias que descomponen los productos enlatados o los ali-
mentos refrigerados. O0tros que por ser tolerantes a la sal y al
az(car en concentraciones altas pueden alterar alimentos conserva-

dos mediante estos métodos.

El conocimiento de las caracterfsticas de los alimentos y de
las condiciones adecuadas de la conservacidén permite controlar
considerablemente a los microorganismos presentes en los alimentos,
favorecer los cambios deseables y suprimir los efectos indeseables

v de deterioro,
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Siempre deben consumirse alimentos envasados estfriles, mante-
ner los productos perecederos frfos y tener a mano vegetales y
animales que estén preservados en forma adecuada por algfin método
de conservacién. S$i se da la atencién correcta a la limpieza de
los utensilios y se mantienen alejados los insectos y otras plagas
del alimento, es poca la oportunidad para que se presente una in--

fecci6n o envenenamiento por alimentos.

Los alimentos’ de cualquier tipo que estén preparados y sean pe-
recederos, no deben conservarse sin refrigeracién; por lo general,
debe crearse una condicién en el alimento para retardar el desa---
rrollo de microorganismos. Para su rdpida multiplicacifn, las

bacterias patégenas requieren de ‘temperaturas cercanas a las del

cuerpo humano.

Las bacterias necesitan mids humedad que los mohos y las levadu-
ras, pero pueden desarrollarse en el aire o sin el, en condiciones

hGimedas y a temperaturas moderadas.

Las temperaturas cercanas al punto de congelacién del agua,
restringen el crecimiento de todos los organismos, por lo tanto,
el control mds simple del desarrollo microbiano, son las bajas tem-

peraturas.

Los alimentos que est&n libres de microorganismos se mantienen
a bajas temperaturas, no sufrirdn deterioro microbiano, pero algu-
nas de ellas pueden ser susceptibles al deterioro guimico y fisi--
co. Los alimentos estériles estdn sujetos a reacciones quimicas
que pueden provocar pérdidas en valores nutritivos. Cuando se

trata de la nutricién del hombre, deben éonsiderarse todos los
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factores para obtener alimentos aceptables para el consumnc.

La contaminacién de alimentos por los microorganismos, es un
problema con el que se ha tenido que luchar durante mucho tiempo.
Desde luego, al mejorar las condiciones de higiene tienden a dis-
minuir considerablemente, sin embargo, diffcilmente desaparecen
atin con los m€todos mds adelantados. De ellos habrd microorga---
nismos patdgenos y no patdgenos siendo de interé&s primordial, el
estudio de algunos microorganismos indicadores que nos permitan

conocer la calidad del producto.

Todas las bacterias encontradas en los alimentos se incluyen
en la clase ESQUIZOMICETOS y la mayorfa de ellos en los Grdenes

Pseudomonaddcea, Espirilfcea, Acromobacteriécea, Enterobacteridcea,

Micrococdcea, Brevibacteridcea, Lactobacilfcea, Propionibacterid-

cea, Corinebacteridcea, Bacil&cea y Bruceldcea.

El tipo de alimento y condiciones de conservacién y manejo,
propicia el desarrollo de determinados grupos microbianos. Asf,
las bacterias que fueron identificadas con mayor frecuencia en el

chilate fueron las de la familia Enterobacterdcea, gque incluye

los géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Paracolobac-

trum, Edwarsiella, Citrobacter, Hafnia, Serratia y Proteus y las

yue no se encontraron, Erwinia, Salmonella y Shigella.

Las bacterias de esta familia son en general bacterias bacila-
res, no esporfgenas, Gram negativas, que crecen bien en medios de
cultivo artificiales. Los cuatro primeros géneros nombrados ante-
riormente son sapréfitos importantes en la bacteriologfa de los

alimentos y Proteus, Salmonella y Shigella son gérmenes patdgenos
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gue pueden producir diferentes tipos de desarreglos intestinales,
infecciones e intoxicaciones, que en algunas ocasiones pueden

llegar a ser mortales.

BACTERIAS COLIFORMES

Las bacterias de los géheros Lscherichia, Enterobacter, Kleb--

siella y Paracolobactrum se incluyen en el grupo coliforme o coli-

aérogenes y en conjunto se les denomina microorganismos coliformes
o bacterias coliformes. Son bacilos cortos, Gram negativos, aero-
bios y anaercbios facultativos, no forman esporas, fermentan la
lactosa con produccién de gas. Las especies mds importantes son:

Escherichia coli y Entercobacter aerogenas (llamada también Kleb---

siella aerogenes a la forma inmdvil}.

bDebido a que E. Coli se considera principalmente de origen
intestinal y E. aerogenes procede generalmente de vegetales (aun--
que ocasiocnalmente tambié&n del intestino}, se ha estudiado bastan-

te el modo de diferenciarlos.

Escherichia coli produce mids dcido en caldo glucosado, lo que

se aprécia mediante el indicador rojo de metilo, forma indol pero
no acetofina (acetil metil-carbinol); produce di6xide de carbono e
hidrégeno en la produccidn 1:1 y no puede aprovechar el citrato

como fuente finica de carhono.

Enterobacter aerogenes produce menos &cido, forma acetil metil-

carbinol pero no indol, la proporcién de co, al hidrégeno produci=-
dos es de 2:1 y utiliza el citrato como Gnica fuente de carbono.

Generalmente, la cantidad de gas producido es superior a la que
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da E. Coli, por lo que es el agente productor de gas mds peligro-

50 en leche y otros alimentos.

E. Coli, y E. aerogenes, fermentan los azidcares, dando &cido

l&ctico, alcohol etflico, dcido acético, dcido succfinico, CO2 e

hidrégeno.

Las bacterias del género Paracolobactrum se encuentran en una

posicidén intermedia entre E. Coli y E. aerogenes. Algunas no fer-

mentan la lactosa o lo hacen mas lento.

En general, las bacterias coliformes son perjudiciales para
los alimentos, ya que su presencia en algunos de ellos, indican
contaminacién por desperdicios cloacales y, por lo tanto, posible-

mente por bacterias entéricas patdgenas.

Algunos caracteres que hacen a las bacterias coliformes impor-

tantes en la alteracidn de los alimentos son:

1) Su capacidad para crecer bien en numerosos substratos y para
utilizar como fuente de energfa un gran nimero de hidratos
de carbono y algunos otros compuestos orgdnicos, y como fuen

te de nitr6geno compuestos nitrogenados bastante sencillos;

2) Su capacidad de sfntesis de la mayorfa de las vitaminas que

necesitan;

3) La posibilidad de crecer bien a temperaturas comprendidas

dentro <e un amplio margen;

4) Capacidad para producir, a partir de los azficares, cantida~--

des coénsiderables de 4dcido y gas;

5} Pueden ocasionar sabores desagradables;
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6) Capacidad de produccién del E. aerogenes de mucosidad y

viscosidad en los alimentos

PROTEUS: Son bacilos rectos méviles Gram negativos, mes6filos,
se han encontrado en carnes, pescados, huevos en descomposicidn,
ocasionando a veces un olor putrefacto. La presencia de bacterias
de este género en gran n@mero de alimentos sin refrigerar, las ha
hecho sospechosas de ser causantes de intoxicaciones alimenticias.
Originan dcido y gas a partir de los azlcares; la especie mds co-~

min es Proteus vulgaris.

2. METODOLOGIA

Los andlisis microbiolSgicos son importantes, ya gque son utili-
zados en el control de calidad como indicadores de la calidad de
los productos. Los andlisis microbiolSgicos permiten detectar
tanto los microorganismos patégenos, como los no patégenos siendo
algunos de ellos los siguientes:

. Andlisis rutinarios: permiten el control del proceso de ela-

boracién.

. Andlisis para detectar el grado de frescura de la materia

prima.

. Andlisis paraAinvestigar las causas de descomposicién del

producto.

. An4lisis de productos sospechosos de producir intoxicacio-

nes.

Entre los andlisis microbiol6gicos de mayor valor en el control
sanitario, estdn: la cuenta total de microorganismos; la cuenta

de mohos y levaduras; la determinacidén de colibacterias; la deter-
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minacidn de estreptococos grupo D (Lancerfield) y la determina-

cién de Salmonella y Shigella.

Para estimar la calidad sanitaria del chilate, se adoptaron
algunas pruebas bacterioclfgicas ampliamente ensayadas y evaluadas,
que deben seguirse exactamente para que las variaciones inherentes

al método sean mfnimas v los resultados reproducibles.

Las té&cnicas que fueron aplicadas a este producto, son:

1} Cuenta de organismos mesofflicos aerobios
2) Cuenta de organismos coliformes

3) Investigacidn de Salmonella.

2.1. MUESTREO

Algunas recomendaciones importantes al realizar los andlisis

bacteriol6gicos son:

. Las muestras se deben tomar con instrumentos esterilizados

y transportar en recipientes adecuados.

Al muestrear, se debe evitar la contaminacién por polvo y

saliva.

. Las muestras no deben entrar en contacto con detergentes y

desinfectantes que afecten la viabilidad de los microorga—---

nismos.

. Los envases deben etiquetarse adecuadamente para evitar con-
fusiones, incluyendo informacién que pueda influir en la

interpretacién de los andlisis.

Debido a que los microorganismos se multiplican con rapidez,
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es necesario iniciar los andlisis tan pronto como se tengan las
muestras. 8i esto no es posible, las muestras deben conservarse

congeladas.

2.2. PREPARACION DE LA MUESTRA

Los andlisis siguen una cierta secuencia.
Primero se inicia la prueba cuantitativa que consiste en hacer
diluciones de la muestra y después la siembra de &stas diluciones,
en medios de cultivo que permitan su cuantificacidén. Después se
inicia la prueba determinativa que utiliza medios de cultivo selec
tivos en donde puedan crecer ciertas clases de microorganismos.
Luego se someten las colonias aisladas a pruebas biogquimicas que

permitirdn la confirmaci6én e identificaci6n del microorganismo.

Las colonias obtenidas de cada dilucifn se cuentan para calcu-

lar el ndmero de gérmenes contenidos en la muestra.

Para identificar los microorganismos, los medios de cultivo
deben contener un sustrato adecuado a &ste. Dependiendo del meta--~
bolismo de la especie, se adicionan inhibidores de otros organismos
sustancias qufmicas que reaccionan con productos del metabolismo.
Los medios de cultivo se preparan en forma lfquida, semisGlida y

s6lida, dependiendo del tipo de cultivos que se requieran.

2.3. MATERIAL Y EQUIPO

Autoclave con termémetro y mandmetro
Horno para esterilizar a 180%

Incubadora con termostato que evite variaciones de t 0.5%
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Baflo Marfa con termostato y termémetro

Balanza semianalftica Marca Sartorius de una cap. de 1200 gq.
Contador de colonias Quebec

Microscopio compuesto binocular Marca Zeiss

Cajas de Petri de 100 x 15 mm

Pipetas bacteriolbgicas de 1 ml. y 10 ml. estériles

Frascos de wvidrio de boca angosta de 250 ml. de capacidad con
tapén de rosca, conteniendo 90 ml de solucién buffer¥® 13 del volu~
man senalado después de la esterilizacién.

Frascos de vidrio de 500 ml. de capacidad con tapén de rosca, con-
teniendo 225 ml de caldo lactosado

Tubos de ensayo de 16 ¥ 150 mm conteniendo 10 ml de caldo selenito
Tubos de ensayo de 16 x 150 mm conteniendo 10 ml de caldo tetratio
nato

Tubos de ensayo de 13 x 100 mm.

2.4. MEDIOS DE CULTIVO

AGAR PARA METODOS ESTANDAR
(Para cuenta en placa)

Es un medic de cultivo rico en nutrientes y elaborado de acuer-
do a2 la formulacién de la APHA (American Public Health Association
Se recomienda para el recuento de bacterias de interés sanitario,
las cuales se utilizan como Indice de contaminacién ¢ carga micro-

biana en diversos alimentos.

AGAR DE BILIS Y ROJO VIOLETA

Mecdio selectivo para la deteccién de coliformes en agua, pro-
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ductos lédcteos y otros alimentos. Los gérmenes Gram positivos
son marcadamente inhibidos por las sales biliares y el cristal
violeta que contiene. Las colonias de las bacterias fermentado-
ras de la lactosa, son de color rojo, dependiendo su tamafio del

nGmero de bacterias que existen en la placa.

En ocasiones los cocos del contenido intestinal, se pueden de-
sarrollar en el medio como colonias puntiformes de color rosado.
En estudios realizados por Hartman, se demostr6 que el medio pre-
parado y solamente hervido, d& los mismos resultados que el medio

esterilizado en autoclave.

CALDO LACTOSADO

Es el medio recomendado por la APHA y otras autoridades sanita-
rias para investigar la presencia de coliformes en agua, leche,

gelatina y productos farmacéuticos.

Para comprobar previamente la esterilidad del medio se recomien

da incubarlo a 35°C durante 24 horas,

AGAR XD (Xilosa~Lisina Desoxicolato)

Para aislamiento de bacterias enteropatfgenas especialmente de

los géneros Salmonella y Shigella,

En el agar XLD es posible obtener las siguientes reacciones de

diferenciacidn:

La degradacién de xilosa, lactosa y sacarosa, con produccién de
dcido, se manifiesta por un cambio de color del rojo de fenol al

amarillo. El tiosulfato de sodio sirve como substancia reaccionan
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te y la sal de hierro como indicador de la formacién de sulfuro
de hidrdgeno. Las bacterias que descarboxilan la lisina o cada-
verina, se reconocen por la presencia de un color rojo pdrpura

alrededor de las colonias, lo cual se debe a la elevacidn del pH.

Caracterfisticas de las colonias:

Arizona: Rojas y transparentes con el centro negro

Citropacter: Amarillas y opacas. Pueden presentar un centro negro
y orillas claras

Edwarsiella: Rojas con el centro negro y borde claros

L. Coli, Enterobacter, Serratia: Amarillas y opacas, halo de pre-

cipitado amarillo alrededor de las colonias.
Klebsiella:Grandes amarillas, pidlidas, mucoides y opacas.
Halo de precipitado amarillo rodeando a las colonias.

Proteus mirabilis y Proteus vulgaris: Amarillas, transparentes

con bordes claros. Centro negro, especialmente. Pro-

teus mirabilis.

Proteus morgani y Proteus retgeri: Rojas y transparentes

Providencia y Shigella: Rojas y transparentes

Salmonella: Rojas transparentes y bordes amarillos con centro

negro si producen H,yS. Sin centro negro si no son pro=

ductoras de HZS'

BASE CALDO TETRATIONATO

Es un medio lfquido selectivo y de enriquecimiento empleado pa-

ra aislar Salmonella typhi y otras Salmonellas provenientes de

heces, aguas de albahal, alimentos, etc.

Momentos antes de usarse se agregan 0.2 ml (de 3 a 4 gotas) de
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solucidn yodo yodurada por cada 10 ml de medio.

CALDO SELENITQ DE SODIO

Medio de enriquecimiento selectivo de Salmonella

El caldo selenito de sodio es mds selectivo para el aislamien-
to de Salmonella cuando se incuba de 16 a 18 horas a 43° en vez
de 37°%.

AGAR EOSINA Y AZUL DE METILENO

Es un medio selectivo para la investigaci6n y diferenciacién

de bacilos entéricos y microorganismos coliformes.

Caracter{sticas de las colonias:

Escherichia coli: De 2 a 3 mm de didmetro. Azul negras en la
parte central, y bordes claros a la luz transmitida. Presentan

un brillo metflico verdoso a la luz reflejada.

Enterobacter aerogenes: Grandes de 4 a 6 mm de difmetro. Elevadas

y mucoides, café grisfceas en el centro a la luz transmitidad.

Generalmente no tienen brillo metdlico y con tendencia a unirse.

Salmonella y Shigella: Transparentes, ambarinas hasta incoloras.

Proteus sp.: Semejantes a Salmonella v Shigella

Staphylococcus aureus coagulosa positivos:

Puntiformes incoloros
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AGAR VERDE BRILLANTE

Es un medio altamente selectivo empleado para aislar Salmonella

(excepto S. typhi y Shigella), de heces, leche, y otros alimentos

de importancia sanitaria.

El medio, de un color café al principio, pasa a rojo durante la

incubaci6n a 37°C. Los gérmenes gue degradan la lactosa son inhi-
bidos completamente, presentando algunas de las cepas no inhibidas
colonias verde amarillento, opacas y rodeadas de un halo amarililen
to. Los microorganismos lactosa negativos, como Salmonella y oca-
sionalmente Proteus, forman colonias de color rosa pdlido, trans--
parentes y rodeadas de un halo rojo brillante. Algunas colonias

de Proteus forman colonias rojas.

AGAR SULFITO Y BISMUTO

Es un medio altamente selectivo para aislar Salmonella typhi, asf

como otros bacilos entéricos, de heces, aguas negras, aguas de be-

bidas y diversos alimentos.

En presencia de HZS' las Salmonellas reducen las sales de hierro
y bismuto a sGlfuro de hierro negro que se deposita en la colonia,
y a bismuto metdlico que se precipita en el medio de cultivo for--

man un halo brillante pero menos obscuro alrededor de la misma.

Tanto el color negro de la coloﬁia como el brillo metdlico del
halo aumentan si la placa se deja 2 a 3 horas a temperatura ambien

te y en presencia de la luz.
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Las colonias de coliformes, Shigella (que generalmente no desa-
rrollan), y Proteus presentan un color verde, café o negras y no

ennegrecen el medio.

Caracterf{sticas de las colonias

Salmonella typhi: Elevadas con centro negro, bordes claros vy.
trasltcidas. Colonias en "ojo de pescado". Se
vuelven uniformemente negras a las 48 horas.
Entre las 18 a 24 horas se forma en el medio de
cultivo un halo neqgro grisdceoc y con brillo metd-

lico rodeando a la colonia.

Otras Salmonellas: Elevadas y generalmente mds pequeiias que la

Salmonella typhi. Negras si producen HZS' Halo
negro grisdceo con brillo metdlico después de 36
a 48 horas de incubacién. Café pardas si forman

H,S verdosas si no son productoras de sulfuros

2
como Salmonella paratyphi A. Pequenas y pardas

como Salmonella choleraesuis y Salmonella gallina-

rum, que son bastante inhibidas.

Arizona y citrobacter: Grandes elevadas, negras grisdceas, como

gotas de plomo. Halo gris negro y con brillo me-
tdlico. Las cepas no fermentadoras de la lactosa
varfan del verde al café€.

Coliformeg y Proteus: Desarrollo ocasional. Colonias que pueden

ser verdes, cafés y afin negras. Estas dltimas

mds pequefias que Salmonella typhi y por lo general

sin brillo metdlico en el medio que rodea a la co-

lonia.
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Shigella; Casi todas inhibidas. FEn el caso de que crezcan Sh.

flexniri, Sh. sonnei, son de color café, deprimidas

en el centro y con bordes elevados {crateriformes)

AGAR CITRATO DE SIMMONS

Se usa para diferenciar las bacterias entéricas. Gram negativas,
basdndose en la utilizacién del citrato. BEs recomendable vara la
diferenciaci6n de coliformes aislados del aqua. Solamente los
microorganismos que utilizan el citrato como nica fuente de carbo-

no, crecen en el agar citrato de Simmons.

La aparicién de un crecimiento visible generalmente va acompanado

de un cambio alcalino (azul) del indicador

Negativos Positivos
Escherichia Arizona
Shigella Citrobacter
Minia (- 0 +) Salmonella
Listeria Enterobacter
Klebsiella
Serratia

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR (TSI)

Medio diferencial muy usado en la identificacién de Enterobacterias
pat6genas y sapr6fitas. Su modo de accibn es semejante al medio
de Kliger gque contiene dos az@cares, adicionado ademds con 1% de

sacarosa. Esto permite el reconocimiento y exclusién de Proteus.



41

Hafnia y Providencia no fermentan la lactosa o lo hacen muy len-

tamente y sf en cambio fermentan la sacarosa con bastante rapidez
lo cual permite excluir a ese grupo de bacterias de Salmonella y

Shigella.

MEDIO SIM

Es un medio semisSlido usado rutinariamente en la diferenciacién
e identificacidn’ de cultivos puros de Enterobacterias y gque detec-

ta la produccidn de sulfuros, indel y movilidad de las mismas.

Un ennegrecimiento nos indica produccidn de sulfuros. Desarrollo
s6lo a lo largo de la puncién, inmovilidad. La movilidad del ger=-
men se denota por una turbidez difusa en el seno del medio, y la
produccidn de indol por medio de los reactivos de Ehrlich o de

Kovacs que dan una coloracién rojo p@rpura si es positiva.

MEDIO MIO

Se utiliza para la identificacidén de Enterobacterias sobre la base
de movilidad, la produccién de ornitina descarboxilasa o de indol.
Las reacciones son similares al medio SIM, para movilidad e Indol,
solo que antes de agregar el reactivo de Kovacs se lee la ornitina
descarboxilasa que es indicada por el color plrpura del medio. La
ornitina negativa produce un color amarillo en el fondc que puede

ser pdrpura al final.
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CALDO UREA

Se emplea para la identificacidén de bacterias, particulaxrmente pa-

ra diferenciar los miembros del g&nero Proteus de la Salmonella y

Shigella. Se usa para la determinacidn de la actividad de la

ureasa en microorganismos de la familia Brucella, Bacillus, Sarci-

na y Mycobacterium.

CALDO DE LISIN2

Se usa para la identificacién de microorganismos, en especial de
bacilos entéricos, basdndose en la descarboxilacidn de la lisina.
Los bacilos entéricos producen acido en la fermentaciédn inicial de
dextrosa ocasionando- un cambio de colcr amarillc. Los cultivos
que también producen descarboxilacién de la lisina, forman cada-
verina y el caldo vuelve a tomar el color pdrpura alcalino. Por
tanto un color amarillo después de 24 horas indica un resultado
negativo. El color pflirpura, es un resultado positivo que indica

la descarboxilaci6én de la lisina.

2.5, RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILICAS AEROBIAS POR VACIADO EN

PLACA (20)

PROCEDIMIENTO:

1. Homogeneizar la muestra agitando vigorosamente el recipiente

2. Transferir 10 ml a un frasco con 90 ml de diluyente. Agitar.

3. Efectuar diluciones usando alfcuotas de 1 ml en tubos de 9ml
de diluyente, hasta la quinta dilucidn.

4. Inocular 1 ml de las diluciones en cajas Petri estériles

5. Agregar a cada caja 12 - 15 ml del medio agar cuenta estdndar
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fundido y mantenido a 43° - 45°% eh bano marfa.

Incorporar el inSculo al medio por rotacidn de la caja sobfe
una superficie lisa. Dejar solidificar.

Incubar a 35°C durante 24 horas

Contar todas las colonias en aquellas cajas que contengan menos
de 300; una mitad representativa de la caja si contiene aproxi-
madamente 301 a 500 colonias y multiplicar el resultado por 2;
una cuarta parte representativa de la caja si el nfmero en toda
la placa es aproximadamente de 501 a 800 y multiplicar por 4 y
contar los cuadros mayores de la cuadrfcula del contador al
azar y sacar la media aritmética y multiplicar por 65 el total
contado, si el nGmero es mayor de §00.

Se reporta can relacidén a 1 ml de muestra original.

2.6. RECUENTO DE ORGANISMOS COLIFORMES (28)

PROCEDIMIENTO:

1. Inocular 1 ml de las diluciones 1072, 1073 a cajas de Petri

.2. Agregar de 12 a 15 ml del medio Agar de Bilis y Rojo violeta
fundido y conservado a 45°¢ t 1°¢.

3. Dejar solidificar

4, Agregar 4 6 5 ml del medio y extenderlo ladeagdo la caja de ma--
nera que cubra completamente la superficie del medio.

5. Dejar solidificar

6. Incubar a 35°C durante 18-24 horas
Efectuar la lectura de las cajas. Contar como coliformes las

colonias de color rojo oscuro que exhiben un halo de precipita-
ci6n tfpico y generalmente de un tamafio aproximado de 0.5 mm

en placas con escasa poblacién.
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Cuando las cajas presentan un gran nimero de colonias, las co-
rrespondientes a los organimos coliformes en ocasiones presen-
tan caracterfsticas un tanto atfpicas, con menos de 0.5 mm de
didmetro.

8. Multiplicar por la inversa de la dilucién para obtener el nd-
mero de colonias /ml.

NOTA: Las colonias mds representativas se sembraron por estrfa en pla-
cas con medio agar eosina azul de metileno (EMB)

Se incubaron durante 24 horas a 37°C y se hicieron pruebas bioguf-

micas de las colonias representativas de las bacterias coliformes.

La interpretacién de las pruebas bioqufmicas se hizo comparando

los resultados con la tabla 3.1.

2.7. INVESTIGACION DE SALMONELLA (20,28)
PROCEDIMIENTO:

a) Preenriquecimiento:

1. Inocular 25 ml. de la muestra a 225 ml de caldo lactosado, ho-
mogeneizar

2. Incubar a 35°C durante 24 horas

b)Enriquecimiento:

1. Inocular 1 ml de la muestra incubada en 10 ml de caldo selenito
cistina y 1 ml en 10 ml de caldo tetrationato (adicionar 0.2ml
de una solucién yodo-yoduro de potasio)

2. Incubar a 43°C durante 18-24 horas

c)Aislamiento:

1. Inocular a partir de los tubos una placa de Agar-verde-brillan-
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te y/o de agar sulfito de bismuto, Agar XLD, o agar SS.

Por medio de una asa sembrar por estrfa de manera de obtener
colonias bien aisladas.

Incubar a 35°C durante 24 horas y observar cuidadosamente las
colonias desarrolladas.

Seleccionar colonias sospechosas de pertenecer al género
Salmonella.

5i no se observan colonias sugestivas del  género o no hay desa-

rrollo, proseguir la incubacién 24 horas més.
Identificacidén Bioqufmica:

Seleccionar al menos 2 colonias tfpicas sospechosas de cada pla-
ca, que se encuentren bien aisladas.

Transferir de cada una, con asa recta, a una serie de tubos de
cultive que consiste en agar TSI, agar LIA, agar SIM, caldo su-
rraco y caldo manitol sin volver a tocar la colonia.

Incubar a 35°C por 24 horas

Interpretar los resultados
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Tabla 3.1

DIFERENCIACION DE ENTEROBACTERIAS
MEDIANTE PRUEBAS BIOGUIMICAS,
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Gas H,5 (TSi) B Y e L T T T
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Ornitina dd + + d - + & + o+ < &+ + = -
Fenilalaninag e e e e e e el e e e+ s
Gas apartir
- o+ 4+ + + + o+ + /- - & -1+ -

de glucosa o/ d

Lactosa + = =~ d d + + + <+ f+ - - - - -
Sacarosa d - - - d + +« + d + +«+ d - d d
+,90% de aislomientas positives; -,90% de aislamientos negativds; o, positiva

tordia (3-8 dias); w, reaccion ddbil; «/-, mayoris positiva, pero menos del 90°.
positivas, /¢, mayoric negativa, pero menos del 90°, negativas
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Iv. ANALISIS FISICOS Y QUIMICOS

Debido a que el Chilate, como ya se menciond, es una bebida
'que se elabora a nivel casero, se hizo un anflisis de las caracte-
risticas bromatolégicas del producto para conocer la cantidad de

nutrientes presentes en é1.

Los parametros bromatolégicos que se midieron, fueron los si--
guientes:
~ pH
~ Densidad
- ®Brix
-~ Acidez
- Protefnas
-~ Grasas
~ 86lidos

- Cenizas

IvV.1. pH (18)

Para determinar el pH se utiliza un potenciémetro, debidamente
calibrado. El potenciémetro debe calibrarse con frecuencia. Para
dsto, se utilizan dos soluciones amortiguadoras, una con pH de 4 y

otra con un pH de 7.

1.2. Material y Equipo

Potencibmetro

Vaso de precipitado de 100 ml
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Procedimiento!

1) Se vierte la muestra en un vaso

2)
3)

4)
5)
6)
7)

Se

Se

conectan los electrodos en la muestra

toma la temperatura de la muestra. Conforme a su tempera-

tura se ajusta el aparato con el botdn correspondiente.

Se

Se

Se

Se

en

Iv.2,

2.

misma.

La

enciende el aparato y se escoge la sensibilidad

toma la temperatura cuando la aguja se haya estabilizado
apaga el potenciémetro

sacan los electrodos de la muestra. Se lavan y se guardan

su estuche.

DENSIDAD
Fundamento del mé&todo (18)

densidad de una sustancia es el peso de un mililitro de la

Generalmente se determina utilizando un densfmetro o picnémetro,

haciendo la lectura a 20°C,’aunque también puede efectuarse a otras

temperaturas pero corrigiendo la lectura a 20°C. La densidad eva=--

lda la concentracién del 1lfquido y en menor grado su composicién.

2.2.

Material

Probeta de vidrio de 250 ml

Densfmetro con termémetro acoplado

2.3.

Procedimiento:

1) Se coloca la muestra ya homogé€nea, en la probeta, sobre una su-
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perficie plana y horizontal

2) Se introduce el densimetro en la parte central, evitando que se
adhiera a las partes internas de la probeta.

3) Se deja transcurrir aproximadamente 30 segundos y se hace la
lectura, evitando el error de paralaje.
Se corrige la lectura en el densimetro de acuerdo con la tempe-
ratura de la muestra al hacer la medicién. La escala corres~--
pondiente estd& considerada para determin;ciones a 20%. Hacien
do las correcciones adecuadas cuando la determinacién no se ha-
ce a esta temperatura, se suma 0 se resta 0.0002 a la densidad
hallada, por cada grado de temperatura respectivamente superior

o inferior a 20°c.

1v.3. ®Brix
3.1. Fundamento del método: (18)

La concentracién de sacarosa se expresa con el grado Brix. A una
temperatura de 20°C, el grado Brix equivale al porcentaje de peso
de la sacarosa contenido en una solucién acuosa. Si a 20°C una
solucién tiene 60°Brix, ésto significa que la solucidn contiene

60% de sacarosa.

3.2. Equipo:

Sacarfmetro
3.3. Procedimiento:

1) Se mantiene la temperatura de los primas a 20%
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2) Se abren los prismas Yy se coloca una gota de la soluciéh
3) Se cierran los prismas
{) Se abre la entrada de luz

5) Se procede a hacer la lectura.

IV.4. ACIDEZ
4.1, Fundamento del método (18)

La acidez titulable es el porcentaje de peso de los dcidos con-
tenidos en el producto. &8e determina por medio de titulacién, neu
tralizando los iones de hidr6geno del dcido con una solucién de

hidréxido de sodio de concentracién conocida.

4.2, Material y equipo:

a) Bureta graduada

b} Soporte universal

c) Pinzas para bureta

d) Matraces erlenmeyer de 300 ml

e} Pipetas graduadas

4.3, Procedimiento:

a) Se llena una bureta con una solucién de NalOH 0.1 N.

b) Se introducen en un matraz 5 gr. de muestra

c) Se adicionan 5 gotas de fenolftaleina comoc indicador

d) Se adiciona gota a gota la solucién de hidr6xido de sodio,
agitando -la muestra

e) Continuar la titulacién hasta que aparezca un color rosa tenue

que permanezca por mds de 20 segundos
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f} Tomar la lectura de la bureta y calcular de acuerdo con la

f6rmula siguiente.

4.4. Cdlculos:

AxBxCx 100
D

% de acidez =

En donde:

=
1

Cantidad en ml de alcali usado

B - Normalidad del NaOH usado

(@]
i

Miliequivalente expresado en gramos del &cido predominante

en el producto

o
]

Peso de la muestra en gramos

IV.5. PROTEINAS
5.1, Fundamento del método de Kjeldahl-Gunning (27)

Este método se basa en la descomposiciSn de los compuestos del ni-
trégeno org&nico por ebullicién con dcido sulf@rico. El1 hidr6geno
y el carbén de la materia orgéniéa se oxidan hasta €0, y agua. EL
4dcido sulfdrico se transforma en 80,4, el cual reduce el material
nitrogenado a amoniaco. Este amonlaco se libera después por la
adicién de NaOH, y se destila recibiéndose en una solucifn al 4%

de Adcido b6rico. Se titula el nitrdgeno amoniacal con una solucién
valorada de &cido., En éste método de Kjeldahl-Gunning se usa el
sulfato de cobre como catalizador y el sulfato de sodio para aumen-—

tar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestidn.



5.2.

a)
b)
c)
d)
e)

£)

5.3

a)
b)
c)
d)

e)

Material y equipo:

Matraces Kjeldahl de 800 ml
Digestor y destilador Kjeldahl
Matraces Erleﬂmeyer de 500 ml
Buretas

Probetas

Perlas de vidrio

. Reactivos:

Acido sulfdrico concentrado
Sulfato de cobre

Granalla de zinc

Soluci6én de NaOH al 50%

Sulfato de sodio anhidro

5.4. Procedimiento

a)

b)

c)

d)

e)

Pesar un gramo de muestra en un matraz de Kjeldahl

Anadir 2 gramos de sulfato de cobre, 10 gramos de sulfato de
sodio anhidro, 25 ml de dcido sulfdrico concentrado y unas per-
las de vidrio

Colocar el matraz en el digestor y calentar hasta que tode el
material esté carbonizado;

Continuar calentando hasta que la solucién esté clara y dejar
30 minutos més.

Enfriar-y afiadir 200 ml de agua para disolver completamente la

muestra, agregar 6 6 7 granulos de zinc y 50 ml de NaQH al 50%
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f) Conectar el aparato de destilaci6n, recibir el destilado en
un matraz Erlenmeyer de 500 ml que contenga 50 ml de &cido
b6ricon al 4% v 5 gotas de rojo de metilo como indicador, cui=-
dar que la parte terminal del tubo se introduzca en el 4cido.
Destilar hasta que haya pasado todo el amoniaco (aproximada—~
mente 200 ml)

g} Quitar el matraz y titular con HCl 0.1N el destilado

5.5. Cdlculos

% de N =

Vx Nx 0,014 % 100
» .

En donde:

V - ml de HCl valoradeo utilizados en la titulacién
N - Normalidad de la solucién valorada de HCI1 (0.08686)

P - Pesos de la muestra
Calcular el por ciento de protefnas multiplicando por el factor
correspondiente.

Nota: El contenido de nitrégeno de diferentes protefnas es aprox.
16%, por lo que multiplicando el % de nitrégeno por 6.25 se obtie-
ne la cantidad de protefnas presente en el alimento.

IV.6. GRASAS

6.1. Fundamento del mé&todo de Soxhlet (27}

El método de Soxhlet utiliza un sistema de extracci6n cfclica de
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los componentes solubles en. eter que se encuentran en el alimento.

6.2. Material y equipo

a) Extractor Soxhlet

b) Cartucho o dedal de tamafio adecuado para el extractor
c) Parrilla eléctrica de placa caliente con termostato
d) Estufa de 100 - 110°C con termostato

c) Balanza analftica

6.3. Reactivos

a) Eter etflico anhidro

Nota: En esta determinacién y por carecer de eter 2tflico se uti-

liz6 como solvente tetracloruro de carbono.

6.4. Procedimiento

a) Pesar 2 gramos de muestra y colocarlos en el cartucho o dedél

b) Transferir el cartucho dentro del extractor soxhlet

En la parte inferior ajustar un matraz con cuerpos de ebullicién

(llevados previamente a peso constante). Colocar el refrigerante.

c) Anadir el solvente por el extremo superior del refrigerante en
cantidad suficiente para tener 2 & 3 descargas del extractor

d} Hacer circular el agua por el refrigerante y calentar hasta
que se tenga una frecuencia de unas 2 gotas por segundo

e) Efectuar la extraccién por 4 6 5 horas. Suspender el calenta-
miento, quitar el extractor del matraz y dejar caer una gota

del solvente del extractor a un papel o vidrio de reloj, si al
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evaporarse el €ter se observa una mancha de grasa, ajustar el
soxhlet de nuevo al matraz y continuar la extraccidén. En caso
contrario, evaporar suavemente el eter del matraz y secar a

100° hasta peso constante.

6.5. Cdlculos

Po - Pl x 100
% Extracto etereo =

M

En donde:
Po - Peso del matraz con grasa
Pl ~ Peso del matraz sin grasa

M - peso de la muestra.

IV.7. SOLIDOS (MATERIA SECA Y HUMEDAD)
7.1. Fundamento del m&todo (27)

Humedad es la pérdida de peso que sufre un alimento al calentarlo
a una temperatura no mds alta que la de ebullicién del agua. Ge-
neralmente se considera gue ésta p€rdida corresponde al agqua, pe-
ro actualmente se sabe que esta es la pérdida total de materia vo-

ldtil, expulsada a la temperatura utilizada en el ensayo.

7.2. Material y equipo:

a) Desecador de vidrio con un desecante efectivo
b) Horno de 100°C con termostato

c) Crisoles o cédpsulas de porcelana

d} Pinzas para crisol

e) Balanza analftica
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7.3. Procedimiento:

a) En una cdpsula de porcelana a peso constante colocar de 2 a 4
gramos de muestra

b) Colocar en la estufa a 95°C durante 4 horas

c) Transferir al desecador hasta que se alcance la temperatura

ambiente

d) Pesar la cdpsula con la muestra desecada

7.4, Calculos

% Humedad = —EM= ZS) x 100

En donde:

Pm ~ Peso de la cdpsula y la muestra hdmeda en gramos
Ps - Peso de la cdpsul ., y la muestra seca en gramos

M ~ Peso de la muestra en gramos

IV.8 CENIZAS
8.1. Fundamento del método (27)

Las cenizas son los residuos que se obtienen de calcinar un alimen-
to a una temperatura de 650°C. No siempre el residuo representa
toda la materia inorgdnica presente en la muestra, puesto que algu-~
nas sales sufren volatizacién o reduccibén a esta temperatura. Es
aplicable a todas las muestras de alimentos sélidos. Para los
lfquidos se ies determina primeroc los s6lidos totales y sobre este

material aplicar la técnica descrita.
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8.2. Material y equipo:

a) Crisol de porcelana

b) Parrilla eléctrica con regulador.de calor
¢) Pinzas para crisol

d) Desecador

e) Mufla

f). Balanza analitica

8.3. Procedimiento:

a) En un crisol a peso constante, pesar de 3 a 5 gramos de muestra.

b} Colocar en una parrilla y quemar lentamente el material hasta
que ya no desprenda humos, evitando que se proyecte fuera del
crisol.

c) Llevar el crisol a una mufla y efectuar la calcinacién a 600°¢
durante 3 horas por lo menos

d) Dejar enfriar en la mufla y transferirlo al desecador para su
completo enfriamiento

e} Pesar el crisol

8.4. Cdlculos

(PO = Pl) x 100

% Cenizas =
M

En donde:

Po - Peso del crisol con las cenizas
P1 - Peso del crisol vacio

M ~ Peso de la muestra en gramos



V. RESULTADOS

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS BACTERIOLOGICO
TABLA 5.1. ,

RECUENTO DE ORGANISMOS MESOFILICOS

AEROBIOS
Muestra No.de Col/ml
1 2 600 000
2 600 000
3 1 950 0600
4 840 000
5 2 900 000
6 520 000
7 300 000
8 540 000
9 2 140 000
10 87 000
11 127 000
12 310 000
13 19 000
14 250 000
15 19 000 000
16 33 000
17 68 000
18 7 000 000
19 240 000
20 16 000 000
21 21 000 000
22 980 000
23 4 400 000
24 600 000
25 14 000 000
26 126 000



RECUENTO DE ORGANISMOS MESOFILICOS

AEROBIOS

Muestra

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

PROMEDIO:
MEDIANA:

No. de Col/ml.

280

160

400
5 000
600
500
700
700
100
700
500
800
600
goo

gt

o
[ T T =

3,391.750 col/ml
990,000 ccl/ml

000
000
000
000
000
000
000
000
000
Qo0
000
000
goo
000

60
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GRAFICA 5.1 61
HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DEL NUMERO DE
COLONIAS DE ORGANISMOS MESOFILICOS AERO-
BIOS POR MILILITRO DE CHILATE.

20 1% 10t — 1x 108

Sl 1x10% = 1x 108
NN

A &\\\\w 1x 105~ 1 x107
HH[MMI 1x10" - 1 x108




TABLA 5.2.

RECUENTO DE ORGANISMOS COLIFORMES

MUESTRA

W ~1 O U o W N

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

No. de

62

col/ml

290

640
640

13
23
34
12
27
la

10

200
31
47

30
37
140
130
17
49
40
40

000
000
400
000
000
200
800
030
000
000
000
000
800
000
000
000
800
000
000
000
200
000
000
000
000
800
000
000
000

9 000
7 000
5 000

67
50
34

060
0oo
000



36
37
38
39
40

100 000
17 000
30 o000
14 000
13 000

PROMEDIO: 70,375 col/ml.
MEDIANA: 25,000 col/ml.
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GRAFICA 5.2

64

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DEL NUMERO DE COLONIAS
DE ORGANISMOS COLIFORMES POR MILILITRO DE

CHILATE,

VA

N

BEUND

2

1x10°

5 x107
1x104

5 x10%

1 x10°

5)(10s

5x10°
1 x104
5 x10*
1 x 10°
5 x10°

1 x10%




TABLA 5.3.
65

IDENTIFICACION BIQQUIMICA

MUESTRA MICROORGANISMO
1 Entercbacter. aerogenes
2 Klebsiella. ozoenae. Serratia sp.
3 Xlebsiella. ozoenae. E. Coli
4 Klebsiella Sp. Paracolom
5 E. Coli. Klebsiella sp. Paracclom
6 E. Coli. Serratia sp. Enterobacter Sp.
7 Enterobacter sp.
8 Klebsiella Sp. Serratia. Enterobacter
9 Enterobacter Sp.
10 » . Enterobacter aerogenes
11 Klebsiella ozoenae
12 Klebsiella ozoenae
13 Klebsiella sp.
14 Klebsiella sp. Entercbacter sp.
15 Enterobacter sp.
16 Enterobacter sp. Serratia
17 . Citrobacter Sp. Enterobacter sp.
18 Entercbacter sp. Serratia
19 Enterobacter sp. E.Coli. Klebsiella sp.
20 Enterobacter sp. Hafnia
21 Klebsiella sp. Enterobacter sp.
22 E. Coli. Enterobacter sp. Klebsiella sp
23 Enterobacter sp.
24 : Serratia
25 Enterobacter aerogenes
26 Klebsiella sp.
27 Klebsiella sp.
28 Klebsiella sp.
29 Enterobacter aerogenes
30 Enterobacter sp. Klebsiella sp.
31 Enterobacter sp. Klebsiella sp.
32 Enterobacter sp. Klebsiella 'sp.
33 Edwarsiella sp. Klebsiella sp.
3 Proteus mirabilig. P, vulgaris

35 : Klebsiella sp. Enterobacter sp.




36
37
38
39
40

66

E. Coli. Enterobacter sn;

Serratia sp. Enterobacter sp.

Enterchacter sp.

Enterobacter sp. Klebsiella sp.

Enterobacter sp. Klebsiella sp.
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GRAFICA 5.3

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DE MICROORGANISMOS
PRESENTES EN EL CHILATE.
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TABLA 5.4.

RESULTADOS OBTEMINNS EN EL ANALISIS
FISICO Y QUIMICO
PABLA 5.4.

VALORES DE pil OBTENIDOS EN DIFERENTES MUESTRAS DE
CHILATE.

MUES TRA Pl
1 6.2
2 a.7
3 5.9
4 5.2
5 4.8
6 5.4
7 6.3
8 6.4

9 6.7
10 6.5
11 6.7
12 6.3
13 5.9
14 5.4
15 6.4
16 6.3
17 6.1
18 6.3
19 6.0
20 6.4
21 5.9
22 6.4
23 6.l
24 5,2
25 6.5

PROMEDIO - 6.0
MEDIANA =~ 6.2
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GRAFICA 5.4
HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DE pH EN DIFERENTES MUESTRAS DE

CHILATE.
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TABLA 5.5.

VALORES DE DEWSIDAD OBTENIDOS EN DIFERENTES MUESTRAS DE CHILATE

MUESTRA DENSIDAD (g/cms)
1 1.0080
2 1.0070
3 1.0110
4 1.0060
5 1.0100
6 1.0092
7 1.0096
8 1.0114
9 1.0054

10 1.00.

11 1.0084
12 1.0072
13 1.0082
14 1.0090
15 1.0090
16 1.0100
17 1.0074
18 1.0090
19 1.0072
20 1.0084
21 1.0096
22 1.0100
23 1.0084
24 1.0098
25 1.0060

PROMEDIO: 1.0086 g_/cm3

MEDIANA: 1.0090 g/cm3



DIAGRAMA 5.5

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DE DENSIDAD EN DIFERENTES MUESTRAS
DE CHILATE.
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TABLA 5.6.

VALORES DE CBRIX OBTENIDOS EN. DIFERENTES MUESTRAS
DE CHILATE

MUESTRA _OBRIX % DE AZUCAR
1 23°
2 .2
3 ' 21
s 1
5 . | ‘ 19,
6 - 18
7 . o ‘ 19
8 : 20
9 ~ ; 19
10 , | 21
11 o : 18
12 : ’ 22
13 !
14 | 23
15 ‘ To24
16 » 19
17 . 18
18 20
19 21
20 24
21 _ 23
22 21
23 19
24 - 18
25 ' 22

PROMEDIO:; 19.2% pE AZUCAR
MEDIANA: 21 % DE AZUCAR
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GRAFICA 5.6

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DE °/0 DE AZUCAR EN DIFERENTES
MUESTRAS DE CHILATE.
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TABLA 5.7.

VALORES DE ACIDEZ OBTENIDOS EN DIFERENTES
MUESTRAS DE CHILATE

MUESTRA ACIDEZ
1 0.06252
2 0.09378
3 0.04689
4 0.03126
5 0.10941

6 0.06252
7 0.03124

8 0.04689

9 0.06252
10 0.06252
11 0.06252
12 0.07815
13 0.17193
14 0.07815
15 $.04689
16 0.04689
17 0.06252
18 0.04689
19 0.04689.
20 0.04689
21 0.07815
22 0.04689
23 0.06252
24 0.03126
25 0.06252

expresada en términos de dcido ldctico

PROMEDIO - 0.06314%
MEDIANA - 0.06252%
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GRAFICA 5,7

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DE ©°/c DE ACIDEZ EN
DIFERENTES MUESTRAS DE CHILATE.
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TABLA 5.8.

VALORES DE % DE PROTEINAS OBTENIDOS EN DIFERENTES
MUESTRAS DE CHILATE

MUESTRA : t PROTEINAS
1 1.321
2 2.280
3 1,727
4 2.128
5 3.572

6 _ '_ 2.280
7 . 0.304
g, . | 1.368
9 . ' 1.596

w o 1.216

mwo 0.912

2 1.292

13 : - 1.321

4 L 1.0523

15 . 1.216

16 ) 1.585

17 e ~ 2.052

18 ) - 1.426

T I 1.620

20 o 1.592

21 . ’ 2.250

22 ’ 3,425

23', 2.32¢4

24 1.462

25 1.823

PROMEDIO 1.7258%
MEDIANA 1.592%
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GRAFICA 5.8

HISTOGPAMA DE FRECUENCIA DE °o DE PROTEINAS EN DIFERENTES
MUESTRAS DE CHILATE.
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TABLA 5.9.

VALORES DE % DE GRASAS OBTENIDOS EN DIFERENTES
MUESTRAS DE CHILATE

MUESTRA % DE GRASAS
1 . 5.1815
2 ‘ 7.435
30 6.743
4 '  S '3.395
5 L 1 4,379
6  6.2130
7 6.126
g o . 5.533
9 R : 3,970

10 SR 6.495,
11 , 8770
12 ’ . '5.146
13 ' 6.830
14 ' 6.789
15 . 5.997
16 6.432
17 © 6.831
18 , 5,894
19 o 6.546
20 O 7.854
21 ' 4.562
22 o 5,324
23 6.220
24 5,243
25 4.462

PROMEDIO: 5.935 %
MEDIANA: 6.126 ¢
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TABLA

VALORES DE SOLIDOS OBTENIDOS EN DIFERENTES

MUESTRA

WO O~ O Ut e W2 N

BN R NN R b e b b e b b e
Ul & W R H O W m~ G UL oW N O

PROMEDIO
MEDIANA

5.10

MUESTRAS DE CHILATE

- 19.8917%
-~ 18.9580%

SOLIDOS

18.1574

17.6825
20.3945
17.1951
15.9066
23.4624
17.8133
20.5439
24.6602
24.5088
28.7501
16.1630
19,1425
17.5836

15.0693

16.1718
18.9580
20,5317
17.1815
24.3521
19,1825
23.4650
24.5532
18.1837
17.6819

80
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GRAFICA 5,10

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DE °/o DE SOLIDOS EN DIFERENTES
MUESTRAS DE CHILATE.
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TABLA 5.11.

VALORES DE CENIXZAS OBTENIDOS DE DIFERENTES -
MUESTRAS DE CHILATE

MUESTRA $CENIZAS
1 0.1324
2 0.1274
3 0.2035
4 0.1183
5 0.1855
6 0.4793
7 0.1902
8 0.1982
9 0.0532
10 0.1220
11 0.1445
12 0.1316

13 0.1682
14 0.0901
15 0.1928
16 0.1678
17 0.1460
18 0.1578
19 0.1925

120 0.1672
21 0.1879
22 0.3912
23 0.1314
24 0.1487
25 0.1878

PROMEDIO - 0.1766%
MEDIANA -~ 0.1672%
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GRAFICA 5.1

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA DE °6o DE CENIZAS
EN DIFERENTES MUESTRAS DE CHILATE.
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vI. DISCUSION

El estudio bacteriolégico se hizo en 40 muestras de chilate
de distintos lugares de Acapulco, con los que se obtuvieron los

resultados siguientes:

En la tabla 5.1. podemos observar que en la cuenta de organis-
mos mesofflicos aerobios se tuvo un promedio de 3 391 750 col/ml
y el rango de mds frecuencia estd comprendido entre 10 000 y
100 000 col/ml (grdfica 5.1.), siendo la muestra No. 13 la que tu-
vo un menor n@mero de organismos mesofflicos aerobios (19 000 col/
ml} y la muestra No. 21 la que tuvo un mayor nimero de organismos
mesofflicos aerobics (21 000 000 col/ml). Estos datos nos demues-~
tran que existe una elevada contaminacién debida probablemente al

aire, al polvo, o a las condiciones de higiene en que se elabora.

Los datos de esta bebida comparados con los del criterio micro-
biol6gico de aceptacién establecida por la Secretarfa de Salud
para aguas frescas (menos de 10 000 col/ml de organismos mesoffli-

cos aerobios) serfa no aceptable para el consumo humano.

En la tabla 5.2. que corresponde a la cuenta de organismos co-
liformes, podemos observar un promedio de 70 375 col/ml, siendo
la muestra No. 6 la que tuvo menor cantidad (2 200 col/ml de or-~
ganismos coliformes) y las muestras 4 y 5 las gque tuvieron mayor
cantidad (640 000 col/ml). En }a grdfica 5.2. se puede observar

que el rango de mds frecuencia estd entre 10 000 y 50 000 col/ml.

Estos datos indican una mala calidad sanitaria ya sea por
contaminacién fecal en el agua o de la materia prima con que fue

elaborada esta bebida o bien por malas prdcticas higiénicas.
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Sin embargo, debe tomarse en cuenta que el chilate contiene nu-
trientes que hacen gque los organismos coliformes prosperen o al
menos sobrevivan sin que haya tenido contacto inmediato con ma=-
teria fecal. As{, cuando entran en contacto con el alimento

pronto alcanzan cifras elevadas.

En la tabla 3.3. podemos observar los microorganismos que
fueron encontrados en cada muestra de chilate siendo mds frecuen-
te las bacterias del género Enterobacter. La frecuencia en que
fue encontrada es de 27 veces en las 40 muestras analizadas
(grdfica 5.3.), es decir, un 67.5%. En segundo lugar de frecuen-
cia se encontré Klebsiella: 22 veces, es decir, un 55%. En tercer
lugar Serratia: 7 veces; E. Coli: 6 veces. (tras bacterias en---
contradas con menos frecuencia fueron: Hafnia: 2 veces; Proteus:

2 veces; y Citrobacter, Edwarsiella y Paracolom: 1 vez.

Todas las bacterias encontradas a excepcién de Proteus son
consideradas no nocivas para el hombre, sin embargo, pueden ocasio-
nar trastornos intestinales cuando se encuentran en mayor cantidad
a lo permisible en el cuerpo humano o cuando la persona que ha in-

gerido el alimento su sistema inmunolégico se encuentra deprimido.

Uno de los propSsitos de este trabajo era aislar Salmonella de
esta bebida, la cual no se encontré en las 40 muestras de chilate
analizadas. Probablemente su desarrollo pudo verse impedido por
varios factores entre ellos: la presencia de otros microorganis-
mos como E. coli, que ejercen un efecto antagénico con Salmonella,
o bien por los &cidos presentes en esta bebida pues se sabe que

el crecimiento de Salmonella se inhibe a pH &cido, Sin embargo,
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no se descarta la posibilidad de aislar esta bacteria, debido a
que en el chilate coexisten otras sustancias que a la vez esti-
mulan su desarrollo, por lo gue se considera necesario hacer m&s

ensayos sobre la investigacién de Salmonella en este producto.

Analizando los datos obtenidos en cada uno de los parfmetros
ffsicos y quimicos en 25 muestras de chilate, podemos observar en
la tabla 5.4, que los valores de pH obtenidos indican que es una
bebida ligeramente &cida con tendencia a acidificarse m&s con el
transcurso del tiempo, debido a la fermentacién de los carbohidra-
tos presentes en esta bebida. En la grdfica 5.4. se observa que

el rango de mayor frecuencia comprende entre 6 y 6.5.

La tabla 5.5. corresponde a los datos obtenidos de densidad.
Se observa que hay muy poca variacién en la concentracién de los
constituyentes que forman esta bebida, siendo el intervalo de ma-

yor frecuencia entre 1,009 y 1.010 (grdfica 5.5.)

En la tabla 5.6. se observa que los valores obtenidos de ®Brix
(¢ de sacarosa), hay poca diferencia entre una muestra y otra, lo
cual indica que existe casi la misma concentracién de azGcar en
cada una de las muestras. Sin embargo, se observa en la grdfica

5.6., un rango de mayor frecuencia entre 19 y 20% de sacarosa.

En la tabla 5.7., referente al % de acidez, se observa que ge-
neralmente las muestras de chilate son poco dcidas. En la grdfica
5.7., se observa que el rango de mayor frecuencia estd& entre 0.03
y 0.05% de acidez. Se nota ademds que la muestra No. 13 es un po-
co mds acida (0.17193%), debido posiblemente a que tenfa m&s tiem-

po de ser muestreada y se cmpezaba a fermentar.
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En la tabla 5.8, correspondiente a los valores obtenidos de %
de protefnas, se observa que hay poca cantidad de proteinas en
esta bebida, sin embargo, puede considerarse como nutritiva en
comparacién con algunas otras bebidas. En la gréfica 5.8, se
observa que el intervalo de mayor frecuencia estd entre 1y 1.5%
de protefnas, siende el dato mds bajo el de la muestra No. 7

{0.304%), v el mis alto el de la muestra No. 5 (3.572%).

En la tabla 5.9, se observan los valores obtenidos del %t de
grasa presente en las diferentes muestras de chilate, siendo el
valor mds bajo el de la muestra No. 4 (3.3956%) y el mds alto el
de la muestra No. 11 ({8.770%). EIl rango de mayor frecuencia, qgue

se observa en la grdfica 5.9, estd entre 6 y 7% de grasa.

Los valores de s6lidos obtenidos en diferentes muestras de chi-
late se observan en la tabla No. 5.10., siendo el porcentaje de
s6lidos mds bajo el de la muestra 15 (15.0693%) y el m&s alto de
la muestra 9 (24.6602¢%). En la grafica No. 5.10, se observa que
el intervalo de mayor frecuencia se encuentra entre 17 y 19% de

sélidos.

Los valores de cenizas obtenidos, se observan en la tabla HNo.
5.11., donde podemos notar que el valor mds bajo de cenizas corres-~
ponde a la muestra No. 11 {0.0532%}, y el mds alto se obtuvo en la
muestra No. 6 (0.4793%). En la gr&fica No. 5.11., se puede obser-
var gue el porcentaje de cenizas de la mayorfia de las muestras de
chilate se encuentra en el rango de frecuencia entre 0.1 y 0.2%

de cenizas.
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VII. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En el estudio presentado se anotan generalidades sobre los
constituyentes (cacao, arroz, azfcar y canela), y compuestos gqui~
micos (agua, carbohidratos, proteinas y grasas); sus propiedades
fisicas y quimicas, asi como las causas de deterioro que puede

sufrir el chilate.

Se senalaron las bacterias encontradas con mds frecuencia en

los alimentos, sus caracterIsticas morfolb6gicas y biogqufmicas.

Se realizaron varios métodos bacteriolégicos sensibles y repro-
ducibles para conocer la calidad sanitaria que prevalece en este
tipo de bebida; estos métodos fueron:

a) Recuento de Organismos mesofilicos aerobios
b) Recuento de Organismos Coliformes e Identificacién

c) Investigacién de Salmonella

Se obtuvo un promedio de 3 391 750 col/ml de organismos mesoff-
licos aerobios y 70 375 col/ml de Organismos coliformes. Las bac~

terias que se encontraron con m&s frecuencia fueron Enterobacter y

Klebsiella.

No se encontrd Salmonella en las 40 muestras de chilate anali-

zadas.

En el estudio ffsico y qufmiuw se analizaron 25 muestras de chi-

late en el que se obtuvo un promedio de:
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PH viiienrtnrerinenaes 6
Densidad ............. 1.0086 g/cm’
Sacarosa ..... creeaea.19.2%8

Acidez ..., cievinen...0.063148

Protefnas ..... P 1.572%
Grasas ....c.sevenne.. 6.128%
S61idoS crievrrscanane 19.8917%

Cenizas ..... ceeree.. 0.1766%
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CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en el estudio bacterioldgico, se
demuestra que es deficiente la calidad sanitaria de éste produc-
to, debido al elevado nimero de organismos mesofflicos aerobios
Y sobre todo el elevado nimero de organismos coliformes, los
cuales son considerados come indicadores de contaminacién fecal,
aunque s6lo E. coli puede considerarse mds indicativa de contami-
nacién reciente o peligrosa que la de los otros coliformes por
ser ésta de origen intestinal. Sin embargo, puede predecirse qﬁe
la contaminacién principal es debida a prdcticas higiénicas ina-~
decuadas, puesto que se encoqtré con méds frecuencia Enterobacter
que es una bacteria gue habita fundamentalmente el suelo y los

vegetales.

Por 1o anterior, se considera necesario llevar a cabo un con-
trol sanitario mds estricto en la elaboracién de esta bebida, ya
que se puede considerar como un peligro potencial al consumir es-
te producto cuando estd contaminado. Debido a los nutrientes que
contiene, hacen de ella un medio favorable para que se desarro---
llen con m&s facilidad los microorganismos del medio ambiente que
la han contaminado, adem&s en un momento dado puede contener mi--
croorganismos patSgenos que pueden ocasionar enfermedades infec--
ciosas graves. Para evitar esta situacifén, se sugiere orientar a
las personas que elaboran esta bebida para que lo hagan con la
mayor limpieza posible y a la vez se les practique un andlisis
bacteriol6gico de manos, ufias, etc., el cual deberd realizarse por
lo menos cada 6 meses; asf mismo analizar muestras de chilate pe--

riédicamente para lograr un mayor control sanitario ademds de



91

llegar a establecer normas de calidad o criterios microbioldgi-

cos de aceptacidén en este producto.

En cuanto a los datos obtenidos en el andlisis bromatolégico
se concluye que el chilate es una bebida que guarda cierto valor
nutritivo por la cantidad de protefnas y minerales gque contiene,
sin embargo, puede considerarse principalmente energética por
contener mayor cantidad de sacarosa y grasas, ademis de los car--

bohidratos contenidos en el cacac y en el arroz.

Creo necesario que se continde haciendo investigaciones acerca
del valor nutricional de esta bebida, pues los resultados arroja-
dos en este andlisis no pueden ser comparados con pardmetros ya
establecidos, porgue a la fecha no existe ningtn estudio realiza-
do a nivel de propiedades ffsicas y gquimicas del chilate, por lo
que é&ste trabajo queda como antecedente para quien quiera conti--
nuar con estudios referentes a la calidad nutricional de &sta be-

bida refrescante.

Tomando en .cuenta que en la actualidad, el paifs atraviesa por
una crisis socio-econfmica muy fuerte, serfa ideal poder en un
futuro, modificar las propiedades nutricionales del chilate y en
un momento dado, si no igualar a un alimento bdsico (como la le-
che), sf poder substituirlo, para poder mantener a flote la ali-
mentacién que dfa con dfa se hace mis diffcil llevarla a cabo

con plenitud.
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