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OPINION DEL TUTOR

El presente trabajo consistié en la elaboracién del Manual

de Procedimiento del Laboratorio de Microbiologia e Higiene de
Planta, de la Empresa Agroindustrial del Valle de Sébaco, situada

en el Km.105 de la carretera Panamericana.

El manual consiste en un documento obligatorio de la empre-
sa, el cual contiene las normas y procedimientos del trabajo dia-
rio en el proceso productivo de vegetales, por lo tanto, permite
disponer de una guia exclusiva de referencia, para la aplicacién
de métodos de andlisis e interpretacidén de resultados en el con-
trol de calidad y en el andlisis de la situacién higiénico sani-

taria de la planta.

El contenido del manual, es producto principalmente de la
experiencia de trabajo, que permitié una seleccién de informacién
y métodos que reunan los elementos necesarios para servir de guia
al personal técnico involucrado en el control microbiolégico e

higiénico sanitarioc de los alimentos.

A lo largo del desarrollo del trabajo se pudo observar su
efectiva aplicacién en las lineas de produccién, control de pro-
ductos y sanidad de planta; lo que permitié la obtencién de un
producto terminado de calidad que compitiera en el mercado inter-
nacional.

Lic. Irma Contreras de Cuadra
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I. INTRODUCCION:

El desarrollo de la Industria de Alimentos en el pais tiene un
potencial debido a las caracteristicas de sus Recursos Naturales
Agropecuarios que por su cardcter perecederos deben ser proce-
sados. En Nicaragua las principales industrias conserveras de
frutas y hortalizas son IFRUGALASA, VALLE DE SEBACO y otras, sin
embargo, existen empresas con mucho tiempo de funcionamiento v
carecen de un laboratorio de microbiologia e higiene, gque asegure
la calidad sanitaria de éstos alimentos, ésto se ve 1limitado por
el costo que implica la organizacién de un laboratorioco de Micro-
biologia e Higiene, originando pérdidas econdémicas pror la descom-
posicion de lotes de produccién o por 1la baja calidad sanitaria
de los mismos, que no permite la competencia en el comercio in-

ternacional de alimentos.

La Empresa Agroindustrial del Valle de Sébaco, ubicada en el
kilémetro 105 carretera Panamericana, concebida como un Proyecto
en 1980 y como Empresa de Produccidén en 1989, cuenta con una
infraestructura para diversos procesos tecnolégicos como: Concen-—
trado de tomate, Tomates pelados, Okra en salmuera, Pepinos en
saimuera, Chilotes en salmuera, Frijoles en salsa, Chiltomas en
salmuera, Hortalizas mixtas, Cebolla deshidatada, etc., y un
laboratorio de control de calidad de apoyo al sistema productivo

de la planta industrial para garantizar los requizitos de calidad
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definido para sus productos, através de los programas de control
sanitario de materia prima, linea de produccién y producto termi-
nado, que requiere la inspeccit6n del lugar de trabajo, la preven-

cién y el control de microbiologia de alimentos e higiene.

El presente trabajo va dirigido a la Empresa Agroindustrial del
Valle de Sébaco, con el propdsito de establecer las normas sani-—
tarias aplicada a los procesos tecnoldégicos de la industria de
alimentos que asegure su vida Gtil, aceptabilidad desde el punto
de vista de la salud publica y cumplir con los reguisitos sani-
tarios en concordancia con las normas internacionales de higiene

¥ sanidad de alimentos.
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IT1. OBJETIVOS:

Elaborar un manual de

procedimiento para el funcionamiento del

laboratorioc microbioldgico e higiene de los alimentos.

Definir la organizacién del laboratoric de

microbiologia e
higiene de los alimentos y sanidad de planta.
funcionamiento del laboratoric de

Establecer las normas de

Microbioclogia e Higiene de Alimentos.

Elaborar normas y procedimientos para los programas de Con—

trol Sanitario de Alimentos.




ITI. MARCO DE REFERENCIA

La conservacioén de alimentos es uno de los mejores sistemas, nos
permite disponer durante todo el afioc y no solamente de forma es-
tacional, de alimentos perecederos. La preparacién de las comi-
das es mas coémoda y en general los alimentos se obtienen de forma
mias limpia e higiénica. Los avances conseguidos por estos méeto-
dos de conservacién han hecho posible que los paises con exce-
dentes de ciertos productos puedan atender las necesidades de

otros, suministrandoles suplementos alimentarios de alta calidad

(1).

Los alimentos contienen, en general las sustancias (Proteinas,
Carbohidratos, Grasas, Vitaminas, etc.) necesarias para 1la vida
de los microorganismos y por tanto, representan un medio propicio
para que éstas se desarrollen. La mayoria de los microorganismos
al desarrollarse sobre los alimentos provocan cambios indeseables
tales como acidificacién, putrefaccidn, etc.. Aungue también pue-
den hacerlo las enzimas proplas del alimento, pero su accidn es

mucho mas lenta y moderada (2).

Lag fuentes mds importantes de contaminacidén de los alimentos:

a) Los alimentos podrdn contener microorganismos del suelo, del

agua, de las materias fecales, del animal mismo y otros.

’f
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b)

c)

d)

e)

f)

g)

h)

5
Contaminacién adquirida durante el transporte de los lugares
de produccién, a las plantas de procesamiento. Comprende la
contaminacién en barcos de pesca, camiones refrigerados,

etc.

Contaminacidén durante las operaciocnes de deshuesado, evisce-
racidn, etc. de animales y durante el lavado, eliminacién de

cdscaras y escaldado en vegetales, entre otras.

Contaminacién por el personal que manipula el alimento:
microorganismos de la piel, de la boca, de 1la nariz, de las
heces fecales y de otras areas del organismo tienen acceso a

los alimentos en esta forma.

Contaminacién por el agua que se emplea en la industria.

Contaminacién por los equipos e instrumentos de trabajo.

Gérmenes transportados por el aire mediante particulas de

polvo pueden aumentar la carga microbiana y muchos de ellos

pueden ser peligrosos.

Las moscas, insectos, roedores, gatos, perros y aves contri-

buyen tambien a contaminar las materias primas cuando tienen

acceso a ellas.
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1) Los envases no higiénicos pueden ser tambien motivo de in-

feccién de los alimentos.

Los microorganismos patégenos pueden tener entrada al organismo
mediante los alimentos y producen infecciones o intoxicaclones
causadas por la presencia de una téxina bacteriana formada en el
alimento o por la entrada de bacterias en el organismo através de

la ingestidén de alimentos contaminados.

La sanidad e higiene de los alimentos, significa aplicar medidas
sanitarias en cada paso de la operacidn; las préacticas sanita-
rias, por tanto se relacionan con el adquirir alimentos sanos ¥y
con su almacenamiento higiénico; con la adecuacién de la planta
fisica y con los tratamientos Qque eliminan las bacterias patdge-
nas del equipo y utensilios usados en la preparacién y al servi-
cio de los comestibles; con la buena salud, higiene personal y

hibitos apropiados de trabajo de quiénes los manejan. {(3)

Fn base a las consideraciones anteriores el manual tiene la fina-
l1idad de servir de guia orientativa y practica, para establecer
las buenas practicas de fabricacidén tomando en cuenta las técni-
cas sanitarias en el manejo de los alimentos antes, durante y
después de la produccidn. Esto involucra andlisis de materia
prima, puntos criticos de la produccidén, producto terminado, al-
macenamiento y el manejo posterior del alimento hasta su consumo.

Es debido a ésto la importancia de elaborar normas microbioclégi-




[

7
cas, las cuales establecen los principios aplicables a las dife-
rentes actividades de la industria alimenticia y a la vez implan-
tar reglas, con el objetivo de ordenar una actividad determinada,
para el beneficio v con la participacidn de todos los intere-
sadog y en particular para lograr la optimizacién de la economia
en general, cumpliendo las condiciones funcionales y los reguigsi-

tos de seguridad.

El manual se basa en los resultados comprobados de la técnica y
la experiencia que expresa las conclusiones de un trabajo de nor-
malizacidén, en el gque se da una solucidén Oéptima de un problema
que se repite, cuyas disposiciones son de cumplimiento obligato-
rio o recomendados debido a que son aprobados, editados y distri-
buidos por la empresa y son de obligatorio cumplimiento para di-

cha empresa.

Es notorio que las industrias de alimentos donde existe un manual

de procedimiento para el funcionamiento del laboratorio microbio-

légico e higiene de los alimentos goza de los sigulentes benefi-

cios:

1. Un mejor producto final.

2. Una planta limpia.

3. Cumplimiento de las normas sanitarias.
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Iv. MATERIAL Y METODO.

Para la elaboracién del manual de procedimiento de microbiologia
de higiene de alimentos del departamento de control de calidad de
la Empresa Agroindustrial del Valle de Gébaco, se partidéd de la
estructura organizativa de la planta industrial, refiriéndose al
presente manual solo a la organizacién y funcionamiento del labo-

ratorio de microbiologia e higiene de alimentos.

Para establecer el funcionamiento del laboratorioc de microbio-
logia e higiene se deberdé tomar en congideracién la infraes-
tructura del local, el equipo instalado, personal contratado y,

el tipo de servicio brindado por el laboratorio.

Para la elaboracién de las normas de los programas de control
sanitario de alimentos, se partid de la experiencia acumulada del
trabajo correspondiente al periodo 1988—1§92, el cual consiste en
la recopilaci6én y andlisis de una serie de informacidn obtenidas
en las diferentes lineas de produccién puesta en marcha, y de las
recomendaciones brindadas por la asistencia técnica bllgara. Asi
mismo, para facilitar la elaboracién de las normas en forma orga-
nizada se ha recurrido a la agrupacidén de los mismos por afinidad
en la orientacién del trabajo, estableciéndose seis grupos de

normas:
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Las que contienen las orientacibnes del trabajo,

materiales y reactivos.

Las que contienen el uso y el manejo de los

equipos.

Lag referidos a la higiene del ambiente, perscnal,

equipos, agua, envases y maguinaria.

Las que se aplican a los procesos tecnoldgicos,

producto terminado y tinciones.

Las que se aplican para las tomas de muestras.

Las que contienen los formatos, que se aplican

para llevar el registro de las diferentes acti

vidades durante el procesc tecnolégico.

et e ]
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V. BESULTADOS:

Organizacién del Laboratorio de Microbiologia e Higiene.

En el diagrama No. 1, se presentd la estructura organizativa
de la planta industrial de la Empresa Industrial del Valle
de Sébaco, la cual estd administrada por la direccién gene-
ral, que a su vez se apoya en la gerencia administrativa,
comercial, agricola e industrial; correspondiendo la geren-
cia industrial al area donde se procesan las materias primas
y teniendo de apoyo el departamento de mantenimiento, pro-
duccion y control de calidad gue es el érgano gque prueba me-—
diante evidencias objetivas el cumplimiento de 1las diapo-
siciones y documentos técnicos-normalizativos, en relacidn a
la calidad de la prbduccién y del producto y correspondién-
dole al laboratorio de microbiologia e higiene la emisidén de
resultados de las inspecciones y andlisis efectuados en los
procesos tecnolégicos y en los programas de higiene aplica-

dos a la planta.

Funcionamiento del Laboratoric de Microbiologia e Higiene.

E]l laboratorio de microbiocleogia e higiene de alimentos esta

organizado de la forma siguiente:
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2.1. Aspecto General del Local:

El laboratorio es una habitacidén ventilada con buena ilumi-
nacién aislada de locales para otros fines, la parte baja de
la pared es lisa sin grietas donde se acumule el polvo o su-
ciedad al igual que el piso. Las ventanas no abren a la al-
tura de las mesas, si no en su parte posterior. El labora-
torio estd equipado con aire acondicionado, electricidad,

agua y gas.

Para la distribucién del trabajo, el laboratorio estd dise-
fiado fundamentalmente por tres salas de trabajo y dos am-

bientes de bodega:

- Sala principal o de trabajo: Es aguella donde se en-
cuentran las mesas para la preparacidon de medios de
cultivos microbiolégicos reactivos, materiales, micros-

copio, balanzas y preparacion de muestras.

- Cuarto de sismbra: Son cuartos pequefios equipados con
lamparas de rayos ultravioletas, en el que se realizan
las siembras y resiembras de microorganismos y toda

aquella operacién gue reguieran una estricta asepcia.
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- Cuarto de esterilizacién: Es aquel donde esta gituado

el autoclave, esterilizador, destilador de agua, asi

como un calentador para la preparacién de medios de

cultivo y reactivos.

Ambiente de Bodega: Son dos cuartos, en el primero Se
encuentran los productos quimicos ¥ biolégicos, para
uso en el laboratorio, y en el segundo cuarto de bode-

ga, se encuentra la cristaleria y equipo necesario para

el laboratorio.

Asi mismo los ambientes de trabajo estén acondicionados con:

- Mesas de trabajo del laboratorio que son de superficie

impermeables ¥ lisas, sobre ellas se aituan todos los

instrumentos de trabajo.

- l.a cristaleria, productos guimicos ¥ biolégicos los Qque

se situan en bodegas con armarios destinados para este

fin.

5 2. Equipo Instalado:

El equipo instalado tiene un lugar especifico dentro del

laboratoric y segun las necesidades, se situan las incu-

badoras, refrigeradoras, etc.
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2.3. Personal:

El laboratorio cuenta con un responsable o jefe del labora-
torio de microbiologia e higiene, que es un profesional
Licenciado en Tecnologia de Alimentos, que dirige el labora-
torio tanto técnico como administrativamente, elabora el
programa de actividades diarias para cada analisis, indican-

do claramente los métodos de ensayos correspondiente.

Por la importancia del laboratorio y la cantidad de trabajo
se cuenta con dos analistas microbiolégicos técnicos en con-
servas de frutas y vegetales. Los analistas son capacitados
por el responsable o jefe del laboratorio de microbiologia e
higiene, para preparar las dreas de trabajo aplicando planos
de limpieza y desinfeccidén, en la preparacién de medios de
cultivos, en la preparacién de cristaleria, en el manejo de
los instrumentos de trabajo, en el montaje de los andlisis y

en la toma de muestra.

2.4. Plan de Trabajo:

El Responsable o Jefe del laboratorio de microbiologia e
higiene de alimentos elabora el plan de trabajo, el cual
corresponde a las actividades diarias requeridas por cada
una de la lineas de produccién instalada, orientando las

mismas como también la metodologia para ejecutarlo.
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2.5. Aseguramiento de la calidad en el laboratorio:

La ejecucién de los trabajos es supervisada por el responsa-

ble o jefe de laboratorio para conocer las causas mas impor-

tantes de las variaciones en los resultados obtenidos.

Normas Sanitarlas:

a)

b)

c)

El grupo de normas para la preparacién de medios de
cultive y reactivos se presentan en el anexo No. 1; las
cuales describen las generalidades; fundamento ¥ pro-—
cedimiento para la preparacién de medios de cultivos vy

reactivos.

El grupo de normas para el uso vy manejo de los equipos,
se presentan en el anexo No. 2; las cuales describen
las generalidades, fundamento y procedimientos de las
estufas bacteriolégicas y de cultivos, del bafio univer-
sal, de la estufa de desecacidn y esterilizacién de la
estufa de desecacién al vacio, del autoclave ¥y los re-
gistros de utilizacioOn de 1los equipos y el control de

operacién de incubadoras.

El grupo de normas de higiene se presentan en el anexo
No. 3; los cuales describen las generalidades, funda-

mento y procedimiento de la limpieza y desinfeccidén del




d)
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laboratorioc industrial, determinacién del grado de con-
taminacién del drea de trabajo, determinacidén de micro-
organismos coliformes en manos del personal, determi-
nacién del grado de contaminacién de equipos y maqui-
naria, determinacién del nimero mas probable de micro-
organismos coliformes en agua, higiene del envase e

higiene de tapas de los envases.

El grupo de normas para antes, durante y después del
proceso, se presentan en el anexo No.4; las cuales des-
criben las generalidades, fundamento y procedimiento de
la determinacién del conteo total de microorganismos
aerobicos mesofilos viables, determinacién de hongos
filamentosos y levaduras viables, determinacién de es-
poras,determinacién del control microbiolégico en la
produccién de conservas eaterilizados (frutas y hor-
talizas frescas), efecto del escaldado, determinaciodn
del control microbiolégico en especies y otros condi-
mentos, tincién simple, tincién de Gram, .tincién de
Ziehl-NEELSEN, preparado de la gota pendiente, prepa-
rado natural cubierto, coloraclidén de esporas, prepa-
racién de soluciones colorantes, prueba de esterilidad,
conteo directo de hifas de mohos por el método de
Howard, valoracién estadistica de los resultados del
conteo de los mohos (Howard) y determinacidén del con-

trol microbioldégico en alimentos enlatados sometidos a




e)

f)
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tratamiento térmico.

El srupo de normas para la toma de muestras de materias
primas, productos en procesos ¥y productos enlatados, se
presentan en el Anexo No. 5, las cuales describen las
generalidades, fundamento ¥y procedimiento para la toma
de mueatra, preparacidén y toma de muestra para produc-
tos enlatados, etiquetado de muestra y muestreos para

1a toma de decislén sobre un lote de producciodn.

El grupo de formato que se aplican para llevar el
Registro de las diferentes actividades diarias antes,
durante y después de los procesos tecnolégicos se pre-
sentan en el anexo No.6; los cuales reflejan las dife-

rentes actividades durante el proceso tecnolégico y las
diferentes actividades realizadas en el Laboratorio,
como es el registro de higiene vy limpieza en la Planta
de Produccién, andlisis de agua, de maquinaria, materia

prima y de higiene personal (muestreo en manos)
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VI. DISCUSION

Dada la existencia de un Laboratorio Industrial, debidamente e-
gquipado en la Empresa Agroindustrial del Valle de Sébaco y consi-
derando que la Empresa, es responsable de la calidad de los pro-
ductos que elabora se debe organizar y ejecutar el control de ca-
lidad de los mismos; procediendo con tal fin a elaborar un ma-
nual de procedimiento con el propdsito principal de hacer cumplir

las normas establecidas.

Corresponde a los organismos rectores la elaboracién de documen-—
tos técnicos normalizativos a nivel nacional que sirvan de guia
para la elaboracidén de normas de empresas para efectuar los tra-
bajos de control de la calidad en las mismas. Asi como la aseso-
ria técnica para su implantacién y 1la aprobacién comc norma de
Empresa en correspondencia con las normass nacionales y éstas a

su vez con las normas internacionales.

Sin embargo, existe un érgano rector de Higiene de Alimentos
adscrito al Ministerio de Salud v no responde a la complejidad
del control sanitario de las empresas, nl a la ejecucién de
normas de higiene antes, durante y después del proceso, limi-
tandose solamente a la toma de muestra de producto terminade para
la verificacién de la calidad sanitraria como reguisito para ex-
tender la Carta de libre Exportaciédn de los productos elaborados,

por lo tanto, esta inspeccidén se ha dado en el momento en gque la




deran aplicacbles a sus procesos

VII. CONCLUSIONES

Se concluye que la experiencia acumulada de ccuatro afios

bajo ¥ la aplicacién del presente manual, garantiza la
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empresa lo solicita, =n consecuencia, las normas de Empresas se

corresponden con normas internacionales que las empresas consi-

de tra-

calidad

sanitaria de los productos elaborados en la Empresa Agroindus-
trial del Valle de Sébaco, ya que se definen las normas para cada
una de las 4dreas de trabajo que conllevan al procesc gradual de
la elevacidén de 1la calidad de la produccién desde las materias

primas, los materiales, los componentes y el producto terminado.
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VIII. RECOMENDACIONES.

El Jefe o responsable del Laboratoric de Microbiologia
e Higiene, debe ser una recurso capacitado y responsa-
ble, para aplicar los documentos normalizativos ¥ cri-
terios técnicamente sustentados para el aseguramiento

de la calidad.

Organizar y participar conjuntamente con la Direccidn
de la Empresa y el Departamento de Produccidén en reu-
niones, seminarios, conferencias ¥ exposiciones, a fin
de interpretar cada una de las normas y poder garan-

tizar su aplicacidn durante las diferentes etapas del

proceso tecnologico.

Participar en el Consejo Téacnico de calidad, ante si-
tuaciones de reclamos por incumplimiento en las espe-

cificaciones de la calidad sanitaria.

El personal técnico del Laboratorio deberd capacitarse
obligatoriamente, previo a su contratacion de acuerdo a

un programa elaborado por el personal de Direccidn

El sistema de Registro deberd ser cumplido como se

estipula en el manual, que permita de esta manera la
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inspeccién del proceso y la evaluacion del trabajo del

Laboratorio.

Es importante que dentro del Departamento de Higiene de
Alimentos del Ministerio de Salud, se estructure un
Departamento de Normas Sanitarias que regulen la indus-

trias de alimentos.




21

IX. BIBLIOGRAFIA.

.- Frazier, W. C, y D. C. Westhoff. MICROBIOLCGIA DE IOS

ALIMENTOS. 3a. Edicién (traduccién del inglés por Jo-

sé Tormo Iguacel). Editorial Acribia, Zaragoza, Espafia,

1885.

.- F.A.O. ANALISIS MICROBIOLOGICO. Manuales para el Control de

Calidad de los alimentos. Estudio Fao: Alimentacién y

Nutricién. Serie: 14/4. Roma, 1981.

.— COVENIN. MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS. FONDONORMA, Caracas,

Venezuela.

.- N. C. 76-02:82. CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES. Método de

ensayo microbiolégico: Preparacion de medios de cultivo

y reactivos.

.— E. Merck Darmstardt. MANUAL DE MICROBIOLOGIA. 1978.

.- Folletos de Instrucciones Técnicas, Uso y Mantenimiento de

Equipo.

.— Normas Bulgaras.




22
8.- N.C. NE. IAL.2253.006. INDUSTRIAS DE CONSERVAS DE FRUTAS Y

VEGETALES. Limpieza y Desinfeccién. 1983.

9.- Gonzalez Raymundo. MICROBIOLOGIA DE BEBIDAS. Editorial Pueblo

y Educacién. Habana, Cuba. 1984.

10.-N.C. 76-04:82. PRODUCTOS ALIMENTICIOS Y BEBIDAS. Métodos de
Ensayo Microblolégico. Determinacién del Nimero més

probable de microorganismos coliformes.

11.-Limonta Xiomara. MICROBIOLOGIA DE LA HARINA. Editorial Pueblo

y Educacidén, Habana, Cuba. 1984.

12.-Rubiera Ferndndez, Pedro. MICROBIOLOGIA DE CONSERVAS DE
FRUTAS Y VEGETALES. Editorial Pueblo y Educacién.

Habana, Cuba. 1983.

13.-N. C. 76-04:82. PRODUCTOS ALIMENTICIOS Y BEBIDAS. Métodos de
Ensayo Microbiclégico. Determinacién de Hongos Filamen-

tosos y Levaduras viables.

14.~Rubiera Fernidndez, Pedro. MICROBIOLOGIA GEMERAI. DE LOS
ALIMENTOS. Editorial Pueblo y Educacién. Cuba. 1987.

15.-N.C. 76-04:82. PRODUCTOS ALIMENTICIOS Y BEBIDAS. Método de

ensayo microbiolégico. Prueba de esterilidad.




23

Ne

A N & X O

lllllll'll'-lllllll~




24

EMPRESA CONSERVA DE FRUTAS Y VEGETALKS N.E
AGROINDUS METODO DE ENSAYO MICROBIOLOGICO 00-01
TRIAL PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO NMIC

Y REACTIVQS 1992,

1. ALCANCE.

Esta norma establece el procedimiento para la preparacidén de
los medios de cultivos y reactivos que se utilizan en los andli-
ais microbiolégicos de las conservas de frutas y vegetales.

2. GENERALIDADES.

2.1. "Agar": es el principal medio s6lido <con un contenido
de agar de 1% o mds el cual es colocado en platos de
petri.

“Medio": es el principal medio semis6lido conteniendo
menos del 1% de agar.

“"Caldo": es un medio liguido libre de agar, conteniendo
carne o productos de proteina {(peptona, extracto), son
solubles en agua a temperatura amblente.

"Solucidén': es un liguido principal libre de agar es un
medio sintético.

2. 2. Para la preparacién de medios de cultivo y reactivos se
emplearon productos quimicos analiticos de calidad P.A.

2.3. Por agua destilada se entendera el agua para andlisis y
por agua esteril el agua para andlisis sometida a
esterilizacién con vapor a presién a 121 C durante 20
minutos.

2.4. Los recipientes utilizados para la preparacién de los
medios de cultivo tendran de 2 a S veces el volumen de
medio a preparar y estaran limpios y secos.

2.5. En la preparacién de los medios de cultivo se empleara
una balanza técnica con divisidén de 0.lg y en casos
requeridos se utilizara balanza analitica.

2 6. E1 PH de los medios de cultivo se standariza con solu-
cioén de hidroxido de sodio al 10% o con solucidén de
dcido citrico al 10%, utilizando un medidor de PH con
presicién de 0.1 unidades de PH.
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2 7. Para la distribucién de los medios de cultivo no se
llenaron los recipientes mds de la mitad de su altura y
después de esterilizados se extraen del autoclave para
concluir su enfriamiento en un lugar fresco para evitar
calentamientos prolongados.

Los medios con agar se fundirdn en bafio de agua y nunca
sobre la cocina o llama. Una vez fundidos deben ser

utilizados en un tiempo no mayor de 3 horas y no se
fundirdan mas de una vez.

D
co

2. 9. Los medios de cultivo preparados estériles, se conser-

vardn en un ambiente fresco para evitar la evaporaciodn,
v no se guardardn por tiempo prolongado. ©Ge prepararan
en cantidad suficiente para una semana.

2 10 Todos los medios de medicién utilizados estardn verifi-
cados y aptos para su uso.

FUNDAMENTO DEL METODO.

Los medios de cultivos son preparaciones sé6lidas, semisdli-
dos o liquidas, que constituyen el micromundo de los mi-
croorganismos en condiciones de laboratorios, intentando ser
un reflejo de su habito natural satisfaciéndose de sus
principales necesidades como ser vivo.

Los medios de cultive se han agrupado atendiendo a 1los
caracteristicos que presentan algunos tipos de microorganis

mos. Una vez dentro del grupo microbiano de interés, nos
puede interesar un medio de cultivo general o particular, ya
sea para detectar una propiedad morfolégica, bioguimica,

etc.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.
Agar para conteo total placas.

4.a. Agar Nutritivo.

Extracto de carne 3.0gr.
Peptona de carne 0. 08r.
Agar - Agar 120y

Si se posee el medio deshidratado se pesan 20gr del mismo,
se disuelve en 1 litro de agua destilada fresca y completa-
mente desmirealizada dejando reposar por 15 minutos. Se
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aplica calor hasta disolver completamente. Se ajusta el PH
a 7.0 + 0.2 se distribuye en erlenmeyer de 100ml aprdximada
mente en cada uno. Se taponea con algoddén y se retapa con
papel fuertemente amarrado. Se esteriliza en autoclave a
121 C por 15 minutos.

Procedimiento:

Agregar a los platos de Petri 10 ml del medio liguido en-
friado alrededor de 45 C. Homogenizar la mezcla.

Evaluacidn:

Incubar 24 a 48 horas a 368 C, contar las colonias que han
sido desarrolladas.

4.b. Caldo Nutritivo.

Extracto de Carne 3.0gr
Peptona de Carne 5.0gr

Disclver completamente, 8gr en 1 1litro de agua destilada
fresca y completamente desmineralizada. Esterilizar en el
autoclave por 15 min. a 121 C. Ajustar el PH a 7.0 + 0.2

Procedimiento:

El caldo nutritivo es usualmente distribuido en tubos. Es
usado en ves de esterilidad y en la cultivacidén de ves
sensitivo de microorganismos dafiinos.

4.c. Usos.

El agar nutritivo y caldo nutritivo son empleados en el
cultivo de microcorganismos dafliinos en particular en el
examen bacteriolégico de bebidas, aguas industriales y aguas
de desechos, y en todos las especies de materiales alimenti-
cios.

AGAR EXTRACTO DE CARNE, PEPTONA DE COSEINA, GLUCOSA.

Peptona de coseina 5 gr (por litro)
Estracto de carne 3 Er
D (+) Glucosa 1.0gr
Agar - Agar 12.0gr
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Disolver 21 g en un litro de agua fria fresca y destilada ¥y
completamente desmineralizada, dejar en reposo por 15 minu-
tos y hervir hasta disolverlo completamente, esterilizar en
el autoclave por 15 minutos a 121 C.

El PH del medio a 30 C deberd estar entre 7+ 0.1

Procedimiento:

El medic es usado con el método de vertido de platos para el
cual se forman cantidades iguales (1 ml) de dilucién del
material de la muestra preparada con solucién RINGER’S son
pipeteadas dentro del plato petri y mezclado homogeneamente

en porciones de 12 a 15 ml del medio liquido calentado a 45
C.

Usos:

Para la determinacién del conteo total de microorganismos
aeroblos en leche, agua y otros materiales.

Standard cuenta Agar:

Extracto de carne 3.0 g/litro
Peptona de caseina 5.0 g
(Libre de carbohidratos

facil de fermentacidn)

Cloruro de Sodio 5.0 g

Agar - Agar 12. g

Disolver 25 gramos en un litro de agua fresca, destilada o

completamente desmineralizada, dejar reposar por 15 minutos
a 121 C.

Procedimiento:

Para determinar el conteo miecrobiano rrepare serie de dilu-
ciones de la mezcla usando agua al grifo estéril agregar el
medio liguido estéril y enfriado entre 50 a 55 C en Bafio

Maria; mezclar vigorozamente con movimientos retatorios.
Incubar de 24 a 48 horas a 36 C.

Evaluacién.

El conteo de colonias se hace cuando estan desarrolladas.
El nimero de colonias corresponde al numero total de mi
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croorganismos vivos presentes. El conteo microbiano es
igual al numero de microorganismos por ml de material exami-
nado y multiplicado por el factor de dilucidn.

Agar Extracto de Malta.

Extracto de Malta 30.0 gr.
Peptona de Harina de soya 3.0 gr.
Agar - Agar 15.0 gr.

Agregar 48g a 1 litro de agua fresca y destilada y completa-
mente desmineralizada y dejar reposar por 15 minutos, hervir
hasta disolver completamente. Esterilizar en el autoclave
(10 min a 121 Cj}. PH del medio listoc a 22 C: es de 5.6 =+
0.1

Procedimiento:

Si el agar es usado para conteo microbioldgico, el PH debe
ser ajustado a 3.5 para suprimir el crecimiento bacterial.
Para ajustar el PH de 4.5 a 3.5 afiadir al medio liquido ¥
enfriade a 50 C alrededor de 20 & 50 ml de solucidén de acido
ldetico o dcido citrico al 10% filtrado y esterilizado,
dcido tartarico al 5% filtrado y esterilizado.

Usos:

Determinacién, aislamiento y conteo de hongos, en particular
levadura de wvarios materiales.

Endo C Agar:

Peptona de carne 10 gr/litro
Lactosa 10 gr/litro
Sulfito de sodio anhidro 2.5 gr/litro
Fucsina basica 0.4 gr/litro

Dipotasio hidrogeno fosfato 3.5 gr/litro
Agar - Agar 12.5 gr/litro
Disolver 39 gr en 1 litro de agua completamente desminerali-

zada y rescante ) destilada, mezclar por 15 minutos. La
fuccina pllede—Prepararse en solucidn, con 40ml de etanol
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(Etanol absoluto). Entonces hervir hasta disolver completa-
mente, esterilizar en el autoclave (15 min a 121 C) si
después de enfriado el medio presenta excesivo color rojo
intenso que pueda inferir con la evaluacién, entonces agre-
gar gota a gota de solucidn de sulfito de sodio recientemen
te preparado y llevar el medio a ebullicidén para eliminar el
color rojo. El PH de el medio listo a 37 C es de 7.4 + 0.2

Procedimiento:

Es importante para la identificacidén en platos de coli
bacterias fecales pero, usualmente va precedido por caldo de
enriquecimiento lactosa peptona o caldo lactoso fuccina.

Evaluacién:
Colonias Microorsgsanismos .
Rojo Lactosa— positiva

Rojo con un permanente brillo e

Metdalico Escrerichia Coli
Rojo, a veces con un inconsecuente Enterobacter
brillo metdlico, semi-esferica, aerogenes, Klebsie
mucosa. lia

Colores, claros Lactosa - negativa

£l medio debe almacenarse en un lugar oscurc ¥y a temperatura
de refrigeracién.
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Caldo Tioglicolato:
1. Composicidn: (g por litro)
Peptona de coseina 15.
Extracto de levadura

D(+) Glucosa

0
0
.5
5
Cloruro de Sodio 5
5

5
5
L{+) cysteine 0.
2
0

Tioglicolato de sodio

Disolver 29 gr en 1 litro de agua recientemente destilada
completamente desmineralizada, hervir en la cocina hasta
disolucién completa.

Llenar los tubos (10 6 15m) y esterilizar en el autoclave 15
min a 121 C.

PH de medio listo a 37 C: 7.1 + 0.1

El caldo tloglicolato debe ser preparadco reclentemente antes
de ser usado, si esto no es posible, llevarlo a ebullicidén y
enfriar inmediatamente antes de ser usado.

Usos:

Para la cultivacidén y solucién de organismos microaerofiles
obligados y facultativos.

PREPARACION DE REACTIVOS
Solucién de Acido Citri 1 10% m/m:

Se pesan 10 gr de dcido citrico. Se disuelve en aproximada-
mente 80 ml de agua, se completa volumen hasta 100 ml, se
distribuye en erlenmeyer y se calienta a ebullicidén por 10
min.
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2. Solucidén de hidréxido de sodio al 10% m/m:

Se pesan 10 gr de hidréxido de sodio. Se disuelve en apro-
Ximadamente 80 ml de agua, se completa volumen hasta 100 ml,
e

se distribuye en erlenmeyers, se rétula Y 8e guarda en
refrigeracién.

NORMA EXTRANJERA CONSULTADA

(7) NC 76 - 02 : 82 Conservas de frutas y vegetales. Método de
ensayo microbiolégicos. Preparacién de
medios de cultivos Y reactivos.

Bibliografia Consultada:-

E. MERCK DARMSTARDT “Manual de Microbiologia", 1978.
Pags. 101,175,227,263,318, 381.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N E
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 01-01
DEL VALLE DE USO Y MANEJO DE LAS ESTUFAS BACTE- NMIC
SEBACO RIOLOGICAS Y DE CULTIVOS. 1992
1. ALCANCE:

Esta norma establece el uso y manejo de las estufas bacte-
riclégicas y de cultivos.

2.  GENERALIDADES:

2.1. Son méquinas térmicas gue producen en un pequefio espa-—
cio las diferentes temperaturas éptimas de crecimiento
de los microbios.

2.2. Dentro de las incubadoras se realizan las incubaciones
de los platos petri y tubos de ensayos sembrados.

3.  FUNDAMENTO:

Es indispensable por 1o menos tres incubadoras y elegir un

modelo lo mds grande posible, para disponer de bastante
espacio.

4.  PROCEDIMIENTO:
CONEXION A LA RED ELECTRICA:

Una plaquita colocada en la parte frontal de la estufa,
indica las caracteristicas del voltaje que debe ser conecta-
da, asi como la potencia en watios.

Cerciorese de que la instalacién eléctrica es de las carac-—
teristicas que figuran en la plaguita.

CONEXION A TIERRA:

Para conectar la estufa a tierra, deberd utilizarse una base de
enchufe que corresponda al tipo de clavija que lleva el aparato.
En caso de que no disponga de esta base, la conexion a la tierra
puede hacerse a cualquier tornillo del mueble exterior de la
estufa.
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Una vez efectuads las verificaciones anteriormente citados debera
introducir la clavija en la base del enchufe, teniendo el inte-
rruptor de puesta en marcha en la posicidén de "0" y el termostato
en 1 minimo.

PUESTA EN MARCHA:

Accionar el interruptor de puesta en marcha y al mismo tiempo se
iluminard el piloto de sefializacién de linea (color 4&mbar)
indicando gue la estufa recibe corriente.

Desplazar el mando del termostato de menos a mids y fijarlo a la
temperatura que se desee trabajar; al mismo tiempo se 1luminard
el piloto de calefaccién (color rojo}.

Transcurrido en tiempo prudencial, se apagard el piloto rojo ¥y
seguidamente ira efectuando una serie de conexiones y desoonexio—
nes, hasta estabilizar la temperatura preseleccionada.

Para estar seguro de que la estufa estd ya estabilizada en su
temperatura fijado de antemano, es necesario dejar transcurrir un
tiempo desde su puesta en marcha que oscila entre 1 1/2 a 2
horas. 81 una vez estabilizada la temperatura, no fuera la
adecuada, se tendrd gue desplazar el mando del termostato en mas
o en menos segun el caso, y dejar estabilizar de nuevo.

La graduacién de la escala del termostato solo sirve de referen-
cia, siendo la temperatura real la que indica el termdmetro.

TERMOSTATO DE SEGURIDAD:

Para regular el termostato de seguridad de forma gue la tempera-
tura de la estufa se desconecte de 2 a b C. por encima de la
temperatura de trabajo en caso de que fallara el termostato de
regulacién, se procederd de la sigulente forma: A la primera
puesta en servicio, se tendrd que desplazar el botdén del termos-
tato todeo hacia la derecha.

Después de transcurridas por lo menos unas dos horas y se tenga
la seguridad de que la temperatura ya estd estabilizada, esperar
a que se encienda el piloto rojo.

Una vez se hayva encendido girar el botén del termostato de
seguridad lentamente hacia la izguierda hasta apagar el piloto
rojo, al mismo tiempo saldrd el botdén de enclavamiento.
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Girar de nuevo, lentamente hacia la derecha unos 3 6 4 milimetros
de recorrido, pulsar de nuevo el botdn de enclavamiento Yy se
encendera el piloto rojo. De esta forma, tendremos el termostato
de seguridad unos 2 6 5 C mas alto que el de la temperatura de

trabajo.

Las estufas que llevan interruptor horario estdn preparadas para
desconectary automédticamente, después de un tiempo fijado de
antemano. Para hacer uso del dispositivo una vez esté la estufa
en marcha girar el botdén del relo] hacia la derecha fijandolo en
el tiempo que se guiera que la estufa se desconecte y accionar el
conmutador del temporizador hacia la posicidn "0" (Automdtico
temporizador) guedando asi preparada para gue se desconecte en el
tiempo que se ha fijado.

Cuando se ponga en marcha otra vez la estufa se tiene gue accio-
nar el conmutador del temporizador hacia la posici6én "I (Manual
sin temporizador).

Bibliografia consultada: Libro de instrucciones técnicas, uso y
mantenimiento.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICO
DEL: VALLE DE 50 Y MANEJO DEL BAS :

SEBACO

N.E.
01-02
NMIC

Esta norma establece el uso y manejo del bafio universal

]“UNITRONIC".
2.~ GENERALIDADES:
Descripcién Técnica:

. Grifo para el vaciador de la cuba.
Interruptor general

Piloto de sefializacién de alarma

Piloto de sefilalizacidn de calefactor

. Mando de offset

Pulsador de TEST

Conmutador para dos rangos de temperatura
Mando del selector

Pantalla displai

3.~ FUNDAMENTO:

.

MNMNMNMNNNNNND
CONHO S WN R

Para un uso correcto de los bafios, es necesario que primero
¥ comno
minimo gue cubra la resistencia eléctrica del interior
la cubeta. De no hacerlo, se corre el riesgo de inutilizar

sean llenados de 1ligquidos hasta un nivel adecuado

el elemento calefactor.

de

Segin sea el tipo de bafic y el rango de temperatura, se
tendra que utilizar el liquido o mezela adecuada.

R i I . Liquig iab]

- 10 hasta + 10 40% de agua y B60% de alcohol

industrial.

- 30 hasta + 60 Shell Kerosene inodoro

- 10 hasta + 15 40% de agua y 60% de etilene—-glicol

+ 20 hasta + 80 Agua perfectamente descalcificada

+ 80 hasta +140 Polietileno glicol 200

+100 hasta +200 Polietileno glicol 400
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PROCEDIMIENTO:
C L4 la Red Eléctrica:

Una plaquita colocada en la parte posterior del bafio, indica
las caracteristicas del voltaje al gue debe ser conectado,
asi como la potencia en watios. Cercidrese de que la insta-
lacién eléctrica es de las caracteristicas que figuran en la
plagquita.

Conexion a Tierra:

Para conectar el bafio a tierra deberid utilizarse una base de
enchufe que corresponda al tipo de clavija que lleva el
bafio. En caso de que no disponga de esta base, la conexiodn
a tierra puede hacerse a cualgquier tornillo del mueble
exterior del bafio.

Puesta en marcha:

Una vez conectado a la red, se accionard el interruptor
general y se iluminard la pantalla displai indicando 1la
temperatura ambiente.

Sel i6n de la temperatura:

Se efectia mediante el pulsador de Test vy el mando del
selector. Presionar el pulsador de test y aparecerd en la
pantalla displai la temperatura gue preseleccionaremos.

El pulsador de test se tendrid gque mantener presionado mien-
tras seleccionaremos la temperatura. Con el pulsador accio-
nado se girara el mando del selector hacia la derecha o
izquierda hasta que aparezca en la pantalla la temperatura a
la que se quiere trabajar; seguidamente dejar de accionar el
pulsador de TEST vy en la pantalla aparecerd la temperatura
real del bafio.

Siempre que se desee saber la temperatura gque se ha selec-
cionado bastard solo con apretar el pulsador de TEST y
aparecersa ésta en la pantalla.

Una vez el bafio alcance la temperatura seleccionado, ésta =se
mantendrd automdticamente y el piloto de calefaccidn irad
emitiendo unos destellos intermitentes, indicando el compor-
tamiento del calefactor.
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Mando de Offset:

El bafio incorpora un conmutador para seleccionar la escala
de temperatura. Asi segun sea la temperatura de trabajo, se
gituard dicho mando en un rango u otro.

Normalmente se situard en la zona intermedia de su recorri-
do. Dicho mando actia sobre el selector como ajuste fino de
la temperatura. ©Si una vez establecida la temperatura real
del baflo, ésta no coincide con la seleccionada, se hard
girar el mando de OFFSET a derecha o izquierda, seglin sea el
caso, teniendo en cuenta que todo el recorrido del mando
a6lo es de 1 C.

Por ejemplo, si se ha seleccionado una temperatura de 50 C vy
una vez estabilizada, el displai nos indica una temperatura
real del Dbafio de 49,6 C se desplazard ligeramente hacla la
derecha el mando de OFFSET y se observard en cudanto aumenta
la temperatura del bafio después de transcurridos unos cinco
minutos; si todavia no alcanza log b50°C desplazar més el
mando o si por el contrario se ha sobrepasado en décimas los
50°C debe retrasarse el mando.

Di ﬂEQﬂjti![Q de Bﬂglnj dﬂd'

En el caso de que por descuido o por evaporacién se quedase
el Dbafio con un nivel de agua por debajo del calefactor,
acttia un dispositivo de seguridad automatico que desconecta
el calefactor y enciende el piloto de alarma.

Para restablecer el servicio, primero desconectar el bafio
accionando el interruptor general, llenar de nuevo el baifio
hasta un nivel que cubra como minimo el calefactor y volvera
accionar el interruptor de puesta en marcha.

Vaciado de la cubeta;

Para vaclar el ligquido del interior de 1la cubeta, abrir el
grifo lateral del bafio. Anteriormente se habrd conectado un
tubo elastico entre el grifo y el desague.

Si se utiliza agua normal de la red, se produciran deposi-
ciones calcdreas que se depositaran en la cubeta, elementos
calefactores v bombas de circulacidn. 81 las incrustaciones
son considerables actGan a modo de aislante, por lo gque
pueden incluso llegar a destruir los elementos calefactores.
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Periddicamente debe limpiarse el interior del Ybafio con una
golucion de agua con un acido débil (preferentemente &cido
acético o &cido formico) hasta que se desprenda toda la cal;
después vaciarlo y enjuagarlo con agua limpia.

Bibliografia consultada:
Folleto de instrucciones técnicas,
uso y mantenimiento.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL HETODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 01-03
DEL VALLE DE S0 Y |} : E_DESK( . NMIC
SEBACO X_ESIERILIZBCIQH 1992

-----------—-------ﬁI

ALCANCE:

Esta norma establece el usc y manejo de la estufa de deseca-
cidén y esterilizaciodn.

GENERALIDADES :

2.1. Hs necesario tener dos o tres hornos, para esterilizar
los instrumentos metdlicos y de cristal.

FUNDAMENTO:

Las estufas de desecacién y esterilizacién son de mucha
importancia en el laboratorio microbiolégico, para esterili-
zar los instrumentos metdlicos y de cristal. El manteni-
miento durante dos horas a 160 C se considera generalmente
suficiente.

PROCEDIMIENTO:

Una plaguita colocada en 1la parte frontal de la estufa,
indica las caracteristicas del voltaje que debe ser conecta-
da, asi como la potencia en watios.

Cerciérese de que la instalacidén eléctrica es de las carac-
teristicas que figuran en la plaguita.

Para conectar la estufa a tierra, deberd utilizarse una base
de enchufe que corresponda al tipo de clavija que lleva el
aparato. En caso de gue no disponga de esta base, la cone-
Xién a tierra puede hacerse a cualquier tornillo del mueble
exterior de la estufa.

Una vez efectuadas las verificaciones anteriormente citadas,
deberd introducir la clavija en la base del enchufe, tenien-
do el interruptor de puesta en marcha en la posicién de "0"
v el termostato en el minimo.




|

41
Puesta en marcha:

Accionar el interruptor de puesta en marcha y al mismo
tiempo se 1lumina el piloto de seflalizacién de linea (color
dmbar) indicando que la estufa recibe corriente.

Desplazar el mando del termostato de menos a mds y fijarlo a
la temperatura que se desee trabajar; al mismo tiempo se
iluminard el piloto de calefaccién {(color rojo).

Transcurrido el tiempo prudencial, se apagard el piloto rojo
y seguidamente ird efectuando una serie de conexiones, hasta
estabilizar la temperatura preseleccionada.

Para estar seguro de que la estufa estd ya estabilizada en
sus temperatura fijada de antemano, &8 necesario dejar
transcurrir un tiempo desde su puesta en marcha que oscilara
entre 1 1/2 a 2 horas. S5i una vez estabilizada la tempera-
tura, no fuera la adecuada, se tendrd gue desplazar el mando
del termostato en més o en menos seglin €l caso y dejar
estabilizar de nuevo.

La graduacién de la escala del termostato solo sirve de
referencia, siendo la temperatura real la gque indica el
termémetro.

Para regular el termostato de seguridad de forma que 1la
temperatura de la estufa se desconecte de 2 a 5 oC por
encima de la temperatura de trabajo en caso de gque fallara
el termostato de regulacidén, se procederd de la siguiente
forma:

A la primera puesta en servicio, se tendrd que desplazar el
bot6én del termostato todo hacia la derecha.

Después de transcurridc por lo menos unas dos horas y se
tenga la seguridad de que la temperatura ya estd estabiliza-
da, esperar a que se encienda el piloto rojo.

Una vez se haya encendido girar el botdn del termostato de
seguridad lentamente hacia la izgquierda hasta apagar el
riloto rojo, al mismo tiempo saldra el botdén de enclavamien-
to.

Girar de nuevo, lentamente hacia 1la derecha unos 3 6 4
milimetros de recorrido, pulsar de nuevo el botén de encla-
vamiento vy se encendersd el pilloto rojo. De easta forma,
tendremos el termostato de seguridad unos 2 6 6 9C mas altoe
que el de la temperatura de trabajo.
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Las estufas que llevan interruptor horaric estdn preparadas
para desconectar automdticamente.

Bibliografia consultada:

Folleto de instrucciones técnicas,
uso y mantenimiento de equipo.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 01-04
DEL VALLE DE USO Y MANEJO DE LA ESTUFA NMIC
SEBACO DE DESECACION AL VACIO 1992

1. ALCANCE:

2.~ GENERALIDADES

oC.

2.4. Interruptor general:

2.5. Vdlvula de Venteo:

Esta norma establece el uso y manejo de la estufa de deseca-
cién al vacio (VACIO - TERM" Ref. S-571).

2.1. Mirilla de vidrio Pyrex: Permite visualizar el interior

de cédmara asi como el termds-
tato lector de la tempertura
interna, situado en uno de los
estantes.

2.2. Regulador de la temperatura con escala comparativa en

2.3. Plloto de seflalizacién del calefactor:

Sincronizado con el termostato
ird efectuando ciclos de en-
cendido y apagado.

Para la puesta en marcha de la
estufa.

Para accionar apretar la tecla
hacia el fondo y al mismo
tiempo quedard iluminado, para
desconectarlo volver a pulsar
la tecla.

Se utilizard el restablecer la
presién atmoeférica en el
interior de la estufa o para
regular un vacio determinado.

2.6. Vacudmetro indicador del vacio interior.
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2.7. Terminal de conexién para toma de aire:

Al restablecer la presidén atmosférica o al regular un
vacio, el aire entra por dicho terminal.

2.8. Terminal de conexién para la toma de vacioc.

2.9. Valvula para la toma de vacio.

FUNDAMENTO:

La estufa de desecacidén al vacio se han acreditadoc a la
incubacién de cultivos bajo condiciones anaercbias. El aire
de la estufa se elimina mediante una bomba de vacio Vv se
sustituye por nitrégeno hasta obtener una atmésfera particu-
larmente pura.

PROCEDIMIENTO ;.

Conexién a la Red Eléctrica:

Una plaquita colocada en el chdsis de 1la estufa indica las
caracteristicas del voltaje al que debe ser conectada, asi
como la potencia en watios. Cercidérese de que la instala-
cidn eléctrica es de la caracteristicas que figuran en la
plaquita.

Puesta en Marcha:

Conectar la bomba de vacio al terminal mecanico.

Accionar el interruptor general, al mismo tiempo se ilumina-
rd y desplazar el botdén del termostato hasta la temperatura
que se desee trabajar. Unos grados antes de alcanzar la
temperatura el piloto rojo se apagard e ird efectuando unos
ciclos de encendido y apagado hasta que se alcance la tempe-
ratura de trabajo. La temperatura real se lee con el termd-—
metro que se incluye en uno de los estantes anteriores. Una
vez estabilizada la estufa si la temperatura real no coinci-

de con el termostato, reajustando éste ae conseguira el
calor que deseamos.
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FUNCIONAMIENTO DE VACIO:

Si durante el calentamiento no se producen vapores en el
interior de la estufa a vacioc, se podrd conectar la bomba de
vacio directamente a la estufa. ©Si se desarrollan vapores
de agua, o de disolvente, solo se podran utilizar conectados
directamente con la estufa bombas y la estufa un condensador
refrigerado por agua para que se depositen los vapores ¥ no
dafien la bomba. Ademés hay que agregar en el lado de suc-
cién de la bomba y en el de presidén de la misma, un colector
de condensacién en cada lado.

QBSERVACIONES:

Si no se evaclia el espacio Uutil durante el calentamiento,
deberd abrirse totalmente la vdlvula de venteo, a fin de que
no se origine sobrepresidén en el interior.

Finalizado el secado no debe deaconectarse la bomba simulta-
neamente con la eatufa, sino que se cerrard la valvula de
cierre de la estufa dejando correr la lbomba de vacio con la
vdlvular de lastre de aire abierta durante algun tiempo,
para gue los vapores disueltos en el aceite de la bomba se
eliminen.

Con la desconexién de la bomba se abrira la valvula de
ventilacion de la tuberia de succidn.

Cuando la bomba debe extraer medios muy corrosivos, se
tendrin que efectuar repetidos cambios de aceite. Estos
cambios se efectuardn después de un lavado previo con aceite
fresco y limpio.

Bibliografia consultada:
Folleto de instrucciones técnicas,
uso y mantenimiento.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOCS 01-05
DEL VALLE DE S0 Y MANE. . [OCLAVES "AUTESTER NMIC
SEBACO " AUTESTER-DRY " 1992

1.- ALCANCE:

Esta norma establece el uso vy manejo del autoclave {("AUTES-
TER" ).

2.- GENERALIDADES:

2.

Il El =R =N A Bl B B T T B D B OGE B B D B ..
N

l

1.

.10

Volante central de abrir - cerrar de maxima rdapidez y
seguridad, que protege al operador del contacto con el
vapor. Puente Central de cierre, robusto, con bisagra
axial y rodamiento a bolas.

Tapa estampada, sin soldadura, en acero indéxidable, con
junta de clerre de silicona de facil recambio.

Luces de sefializacidn: Color wverde (RED), indica
pruesta en marcha; color rojo (CALEFAC), indica funcio-
namiento del calefactor sincronizado con el regulador
automdtico de presion; color ambar {TEMPO), indica el
comienzo del temporizador.

Interruptor general de puesta en marcha y paro.
Temporizador de puesta en marcha automatico en cuanto
la cdmara estd presurizada, garantizando una perfecta

esterilizacidn.

Presostato a membrana para la regulacidén auvtomatica de
presidén y mandémetro indicador.

Ruedas de caucho sistérico para facilitar su desplaza-
miento.

. Mando exterior de la valvula de desague del fondo de la

cubeta, facilitando un conveniente drenaje.

. Mando exterior de la wvalvula de descomprensién del

vapor.

Valvula de seguridad de escape libre, tarada a 2,3
kg/cm2 que asegura un buen rendimiento.
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2.11 Terminal metdlico que permite el acoplamiento de un
tubo flexible pPara facilitar el drenaje a un recipiente
externo, desague, etc.

FUNDAMENTO -

El autoclave es uno de los eguipos mds importantes en el

laboratorio, para esterilizar los medios ¥y destruir 1los
cultivos.

PROCEDIMIENTO :

Conexidén a la Red Eléctrica: Una plaquita colocada en la
parte posgterior del autoclave, indica las caracteristicas

del voltaje al que debe ser conectado, asi como la potencia
en watios.

Cercidrese que 1a inatalacién eléctrica es de laa caracte-
risticas que figuran en la plaquita.

CONEXION A TIERRA:

Para conectar el autoclave a tierra deberd utilizarse una
base de enchufe que corresponda al tipo de clavija que lleva
el aparato. En caso de que no disponga de esta base, 1a

conexién a tierra puede hacerse g cualguier tornillo del
mueble exterior del autoclave.

Una vez efectuada las verificaciones anteriores indicada, se
deberid introducir la clavija en la base de enchufe, el
interruptor en 1la rosicién de "0". Unir un tubo eldstico
(goma latex, goma silicona, etc., a excepcién de tubo plés-
tico al terminal metdlico de 1a parte posterior, v llevarlo
a un recipiente o desague.

Abrir la tapa superiocr, y llenar por arriba al autoclave con
agua preferentemente descalcificada, hasta el nivel de 1la
gradilla interior Y como minimo que cubra el elemento cale-
factor situado debajo de 1la gradilla (2 1litros bpara el
modeloc Ref. §-437-p v 4 litros para el modelo Ref. S5-437-G3).

Cerrar la tapa del autoclave mediante giro del volante hasta
el fondo y ejerciendo una ligera presioén. Las vdlvulas de

"VAPOR" y "DESAGUE", deberan egtar cerradas 1/4 de vuelta
hacia la derecha.
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SELECCION DE LA PRESION:

Desplazar el mando del regulador de presién (Kg/cm2) y
fijarlo en el punto en que se desee trabajar. Teniendo
presente la relacién que existe entre la presidén de vapor
saturado y la temperatura en oC de la tabla siguiente:-:

1 120
1,2 123
1,4 125
1,8 128
1,8 130
2 133

Desplazar el mando del temporizador y fijarlo en el tiempo
que se quiera que dure la esterilizacidon. El temporizador
86lo se pone en marcha cuando el autoclave va ha aleanzado
la presién preseleccionada.

PUESTA EN_MARCHA:

Accionar el interruptor general a 1la posicién "I"; al mismo
tiempo se iluminaran los pilotos verde y rojo.

El autoclave va provisto de una vdlvula automdtica de expul-
8idén de aire, por 1lo que durante el calentamiento hasta 100
9C. esta vélvula permanece abierta expulsando todo el aire
del interior del autoclave v al llegar a 100 oC sge clierra
automdticamente y el autoclave empieza a acumular presion,
asegurando de esta forma que la tempertura interior corres-
ponde a la presidn de vapor saturado.

La presién real es la que indica el mandmetro; la escala
graduada del presostato sélo girve de referencia.

Una vez alcanzada 1la presién preseleccionada se apagara el
piloto rojo e irsi efectuando unos ciclos de encendido-apaga-

do, sincronizados con el presostato, manteniendose de esta
forma la presién rreseleccionada.
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Cuando se ha alcanzado la presidén de régimen, se pone en
marcha automdticamente el temporizador ilumindndose al mismo
tiempo el piloto ambar y una vez el indice rojo del tempori-
zador llegue a cero, desconectard automdticamente el cale-
factor y el zumbador avisard el final de la esterilizacidn.

Para el zumbador accionando el interruptor general a 1la
posicisén "0".

Si una vez finalizada la esterilizacidén se desea desvapori-
zar rapidamente el autoclave, abrir el grifo de "VAPOR".

ATENCION: NO ABRIR LA TAPA SUPERIOR HASTA QUE EL MANOMETRO
ESTE A "CERO".

Para vaciar el agua, abrir el grifo de "DESAGUE".

INSTRUCCIONES PARA EL AUTOCLAVE “AUSTESTER-DRY", Refs. 5-
437-P-DRY y S-437-G-DRY.

Una vez finalizado el ciclo de esterilizacién, vaclar la
presién y el agua caliente, abriendo los grifos de "VAPOR" vy
"DESAGUE" .

Seleccionar un tiempo de secado {(como minimo 20 minutos).
Para el modeloc Ref S-437-P-DRY y de 30 minutos para el

modelo Ref. S-437-G-DRY, desplazando el mando de temporiza-—
dor.

Alojar la tapa superior y levantarla ligeramente.

Accionar el interruptor general a la posicidédn de secado.

Una vez transcurrido el tiempo preseleccionado, el zumbador
avigsard el final del secado vy se desconectaran los calefac-

tores.

Para parar el zumbador, poner el interruptor general en la
posicién "0".

Inportante: Al introducir el material dentro del autocla-
ve, se tendrd en cuenta de no tapar los tres
orificios de la parte superior del depdsito.

Bibliografia consultada:

Folleto de Instrucciones Técnicas, Uso y Manejo.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 01-06
DEL VALLE DE REGISTRO DE UTILIZACION DE LOS EQUIPOS NMIC
SEBACO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E HIGIENE 1992
1.- ALCANCE:

2._-

3.

Esta norma establece el registro de utilizacién de 1los
equipos del laboratorio de microbiclogia e higiene.

GENERALIDADES:

2.1. La distribucidn y ubicacidén de los equipos en el labo-
ratorio debe ser adecuada por permitir su lavado vy
limpieza y desinfeccibdn periddica.

2.2. El1 analista que utiliza el equipoc debe familiarizarse
con el mismo y conocer los detalles minimos.

FUNDAMENTO DEL METODO:

Los registros de utilizacidn de los equipos del laboratorio
de microbiologia e higlene, se redactan en forma de instruc-
clones especificas que son proporcionados por el Jefe o
Responsable del laboratorio, donde se 1les instruye a los
analistas sobre el uso de los equipos y la importancia de
llevar un registro, con el objetivo de observar:

1.- Fallas en el equipo.

2.- Frecuencia de uso del equipo.

3.- Agrupar un personal mas experimentado.
4.- Delimitar responsabilidad.
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APARATOS Y UTENSILIOS:

Formatos o registros.

PROCEDIMIENTO:

Se anota la fecha de uso del equipo.
Se anota el nombre del equipo.

Se anotan las condiciones higiénicas gque presenta el
equipo al momento de su uso.

Se anota el objeto de su uso, porque sge utiliza el
equipo.

Se anota la cantidad y tipo de material que entra el
equipo. La capacidad del equipco debe ser tal que
permita el procesoc sin paros.

Se anota la hora gue inicia y finaliza el funcionamien-
to del equipo.

Se anota la temperatura durante el trabajo, que es la
temperatura que nos proporciona el equipe durante el
tiempo gque funciona éste.

Se anota la firma de la persona responsable del funcio-
namiento del equipo.

Se ancta cualquier observacién sobre el funciocnamiento
del eguipo.

Norma Extranjera Consultada:

Normas Bulgaras.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS HICRDBIOLOGICOS 01-07
DEL: VALLE DE NTROL, DE QPERA s NMIC
SEBACO 1992
1.- ALCANCE:

Esta norma establece el control de
realizarse a las incubadoras.

2.- GENERALIDADES:

2.1. Las incubadoras deben tener su cuaderno

temperatura que debe

o formato del

control diario de temperatura de las incubadoras, al

inicio y final de la jornada de trabajo.

3.~ FUNDAMENTQ DEL METODO:

El control de temperatura de las incubadoras,
forma de instrucciones especificas que

se redacta en

son proporcionados
por el Jefe o Responsable del laboratorio donde se

les

instruye a los andlistas, sobre 1la importancia de llevar un

control de temperatura de las incubadoras,
de observar.

1. Fallas en el equipo
Frecuencia del uso del equipo

Agrupar personal méds exXxperimentado

W N

Delimitar responsabilidades.

con el objetivo
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APARATOS Y UTENSILIOS:

- Formatos o registros.

PROCEDIMIENTO:

Con cada incubadora en funcionamiento se debe hacer lo
siguiente:

1. Anotar diariamente al inicic y final de Jjornada.

1.1. Fecha que se realiza el control.

1.2. Temperatura al inicio de la jornada de trabajo; si
no es la requerida se anota y s8e regula la tempe-
ratura.

1.3. Temperatura al final de 1la jornada de trabajo; si
no es la requerida se anota y se regula la tempe-
ratura.

1.4. Firma del analista que realizé la anotacién.

1.5. Se anotaran las observaciones.

Norma Extranjera Consultada:

Normas Bfilgaras.
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3

ANEXO No.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 02-01
DEL VALLE DE LIMPIEZA Y DESINFECCION DEL NMIC
SEBACO LABORATORIO INDUSTRIAL 1892
1.- ALCANCE:

Esta norma establece el método de limpieza y desinfeccidn
que garantiza la asepsia, antes de iniciar las actividades
de los ensayos Microbiolégicos, en los diferentes tipos de
muestras de alimentos.

GENERALIDADES

2.1. Parala limpieza vy desinfecci6én de los ambientes del
Laboratorio, se asigna al personal apropiado que en
éste caso es el mismo que efectia los Andlisis, ya que
tiene la obligacién de conocerla en su totalidad, para
obtener resultados confiables.

2.92. El analista encargado de la limpieza y desinfeccidn se
organiza de modo que asegure la higiene de los ambien-
tes, al inicio, durante las operaciones y al finalizar
los mismos.

2.3. E1 analista que realiza la limpieza y desinfecciédn,
responde por la calidad de su trabajo, por el buen
trato y uso correcto de los materiales y equipos que se
entregan para el desarrollo de las tareas.

Los laboratorios de las fabricas de productos alimenticios,
se preocupan fundamentalmente del control de la calidad,

estudian las materias primas, los ingredientes y diversas
muestras a 1o largo de todo el proceso de fabricacién,
manipulacidn, etc. Las pruebas utilizadas tienden, en

general, al control del aspecto sanitario de los alimentos;
se preocupan también de que se cumplan los standards bacte-
riolégicos, de que la calidad del producto sea aceptable y
aque no estén presentes microorganismos o productos microbia-
nos perjudiciales a la salud del consumidor.
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Es por ésto que la limpieza y desinfeccidén del laboratorio
es base fundamental, a fin de poder saber cudles son las
causas mds importantes de las variaciones, para reducir al
minimo sus efectos sobre la fiabilidad de los resultados de
los andlisis y para evitar que se decida que un producto
retne las especificaciones aplicables y 1los requisitos
legales basidndose en informes defectuosos o de poco crédito.

- Detergente.

- Hipoclorito de sodio 50 ppm, 100 ppm y 5500 ppm.
- Alcohol de 75°

- Lamparas bactericidas.

4.1. Preparacién de las soluciopneg de trabajo:

a) Detergente al 0.2%.

- Pesar la cantidad de detergente necesario para la
presente (2 gr. x 1 litro)

- Medir la cantidad de agua necesaria.

- Afiadir el detergente y agltar constantemente con
agitador apropiado, nunca con las manos, hasta la
total disolucidn del detergente en el agua.

b) Hipoclorito de Sodio a 500 ppm. (0.05% 6 500 mg/1-
itro).

- De una solucidén madre de hipoclorito de sodio
a 5% tomar 10 ml para cada litro de solucién
desinfectante a preparar.

- Afiadir el hipoclorito al agua agitar hasta la
mezcla total de hipoclorito en el agua.
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c) Hipoclorito de sodio a 100 ppm. (0.01% 6 100 mg/l-
itro).

- De una solucién madre de hipoclorito de sodio
a 5% tomar 2 ml/L de solucién desinfectante a
preparar.

- Afiadir el hipoclorito al agua y agitar hasta
la mezecla total de hipoclorito en el agua.
a) Hipoclorito de sodio a 50 ppm. (0.005% & 50 mg/L.)
- De una solucidén madre de hipoclorito de sodio
al 5% tomar un ml para cada litro de solucidn

desinfectante a preparar.

- Afiadir el hipoclorito al agua y agitar hasta
la mezcla total de hipoclorito en el agua.

Antes de comenzar la Jjornada laboral.

- Entrar al laboratoric con gabacha impecablemente
iimpia.

- Quitar el polvo con pafio humedo.

- Limpiar las mesas de trabajo y equipos con deter-
gente, con agua y con solucién de hipoclorito de
sodic de 0.01% (100 ppm).

- Limpiar el piso con hipoclorito de sodio a 0.05%
(500 ppm).

- Limpiar internamente las incubadoras con un trapo
limpio v humedo, luego con alcohol de 75°una vez
gemanal.

- Ordenar el laboratorio, colocar la cristaleria en
sus respectivos depdsitos.
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b) Limpieza y desinfeccidén del cuarto de siembra para los
ensayos.

Limpiar mesas, azulejos con pafio limpico, humedo ¥y
con hipoclorito de sodio a 0.01% (100 ppm) o con
alcoheol de 75°.

Ordenar todos 1los materiales necesarios para los
ensayos.

Los envases que se analizardn, estardn previamente
lavados y secos.

Conectar las ldamparas bactericidas durante 30
minutos antes de empezar el ensayo.

La limpieza de las manos se efectian con jabédn,
agua ¥y con solucidén de hipoclorito de sodioc a
0.005% (50 ppm).

Durante el trabajo las puertas permanecen cerradas
y no se debe bostezar, hablar, toser, etc.

c) Al finalizar la jornada laboral.

El analista de turno deberd entregar limpio ¥y
desinfectado el laboratorio, al turno siguiente.

6.1. Para controlar la calidad de limpieza del laboratorio,

se

debe realizar ensayos microbiolégicos, como minimo

una vez al mes.

a)

b)

c)

Ensayo microbiolédgico del ambiente (aire), antes y
después de la limpieza.

Ensayo microbiolégico de mesas antes y después de
la limpleza.

Ensayo microbioldégico de manos de los analistas
antes y después de lavarse las manos con hipoclo-
rito.

Bibliografia Consultada:

Frazier W.C. : Microbiologia de los Alimentos. Edic. Revo-

lucionaria. Habana, Cuba, 1870.
NG - IAL 2253.006 LIMPIEZA Y DESINFECCION.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 02-02
DEL VALLE DE DETERMINACION DEL GRADO DE CONTA NMIC
SEBACO MINACION DEL AREA DE TRABAJO. 1992

i.-

ALCANCE:

Esta norma establece el método para verificar el grado de
asepsia del aire dentro del laboratoric de microbiologia e
higiene.

GENERALIDADES:

2.1. Para la preparacidn de medios de cultivo y reactivos se
empleard agua destilada para analisis.

2.2. Para efectuar las operaciones del ensayo microbiolégico
se debe realizar en condiciones estériles.

2.3. Todos los aparatos y utensilios utilizados para efec-
tuar los andlisis microbiologicos, estardn estrictamen-—
te limpios y esterilizados.

2.4. El método de ensayo microbioldgico establecido en esta
norma se realiza por duplicado.

2.5. Por agua destilada se entenderd al agua para andlisis y
por agua estéril el agua para andlisis sometida a
esterilizacidn con vapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

El aire carece de una flora microbiana propia, ya que todos
los microorganismos que en €1 se encuentran, estdn de forma
accidental; los microorganismos llegan al aire con el polvo,
tierra, gotitas expulsadas al toser, estornudar y hablar,
mohos esporulados que crecen en paredes, techos y suelos.

Los microorganismos presentes en el aire no tienen oportuni-
dad de desarrollarse, sino de perdurar en el mismo, por lo
que, las clases mads resistentes a la desecacidn serdn las
que mas persistiran.
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El nimero de microorganismos de la atmésfera aumenta al
ocasionarse corrientes de aire, al moverse personas por
ventilacidén y por la brisa. El aire de una habitacién vacia
contiene menos microorganismoa que el de una ocupada y de la
misma manera la atmésfera de un local puede tener una carga
bacteriana mayor.

APARATOS Y UTENSILIOS:

1) Placas de Petri.
2) Agar nutriente.

3) Agar saboreaud {Medio Micoldgico)

PROCEDIMIENTO:

5.1. A una placa petri agregar 10 6 15 ml de agar nutriente.

5.2. Dejar solidificar.

5.3. A una placa petri agregar 10 a 15 ml de agar saboreaud.

b.4. Dejar sclidificar.

5.5. Las placas se colocan en el local que se desean y se
dejan destapadas durante 5 a 10 minutos.

5.6. Las placas se incuban a 37°C. durante 24 a 48 horas
para la cuenta de bacterias y 5 dias para la cuenta de
mohos y levaduras.

5.7. Observar las placas y efectuar el conteo.




I

61
6_..
8.1. Conociendo el nimero de colonias por placa, el didametro
v la superficie de la placa, hallamos el numero de
microorganismos por metro ctGbico de aire, mediante 1la
férmula:
Nimero de Microorga- Numero de Coeficiente
nismos por metro ca- = colonlas X de calculo.
bico de aire. en placas

Utilizando la tabla de OMELIANSEY para el cdlculo de microorga-
nismos en 1 ms.

Didmetro de Superficie Coeficiente de cdlculo
la placa de la placa del numero de microorga-
(Cm). (Cmz). nlsmos en 1 ms de air

8 50 100

] 63 80

10 78 60

11 95 50

12 113 45

Bibliografia Consultada:

~ Frazier W.C. yv D, C. Westhoff. Microbiologia de los Alimentos
3a. Edicidén (traduccidén del inglés por José Tormo
Iguacel). Editorial Acribia, Zaragoza, Espa-
fia, 1985.

-~ Gonzdlez Raymundo. Microbioclogia de Bebilidas.
Editorial Pueblo y Educaciodn.
Habana, Cuba 1984. (Pag. 148,149).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 02-03
DEL VALLE DE DETERMINACION DE MICROORGANISMOS NMIC
SEBACO COLIFORMES EN MANOS DEL PERSONAL 1892
1.- ALCANCE.

Esta norma establece 1la determinacién de microorganismos
coliformes en las manos del personal.

GENERALIDADES:

2.1. Para la preparacién de medios de cultivo y reactivos se
empleard agua destilada para analisis.

Z2.2. E1 método de ensayo microbiolégico establecido en esta
norma se realiza por duplicado.

2.3. Por agua destilada se entenderd el agua para andlisis v
por agua estéril, el agua para andlisis sometida a

esterilizacién con vapor a presidén a 121°C. durante 20
minutos.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbiolégico
8e realizard en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec—
tuar loz andlisis microbiolégicos, estaran estrictamen-
te limpios y esterilizados.

Este método contempla los sigulentes pasos: Con un hiscpo
himedo que se encuentra en el interior de un tubo que con-
tiene caldo lactosado (10 ml) mds un tubo Durham invertido,
se frota la palma de 1la mano, los dedos, la superficie entre
los dedos y bajo las ufias, los tubos se tapan perfectamente
¥ se incuban a 37°C. durante 24 a 48 horas. En caso de
resultados positivos se hace un estriade a partir de ege
tubo, en medio agar ENDO, para finalizar con una tincidn de
Gram de las colonias, que han crecido en éste agar

1
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En este método se utiliza un hisopo que se confecciona con 1
gr. de algoddén quirdrgico, en cual se enrolla en un aplica-
dor de metal de 150 mm. de longitud y 3 mm de didmetro, se
coloca en un tubo de ensayo se tapa con algoddén, el aplica-
dor del hisopo debe sobresalir un poco por encima del extre-
mo del tubo. El hisopo con el tubo se esteriliza en auto-
clave a 121° por 15 minutos.

El medio utilizado (caldo lactosado) se usa para detectar la
presencia de bacteria entérica cuyo habitat es el intestino
humano o animal. Estas bacterias tienen la propiedad de
utilizar 1la lactosa como 1nica fuente de carbono en la
produccién de Adcido lactico.

APARATOS Y UTENSILIOS:

1- Tubos de cultivo 150 x 20 mm.
2- Hisopos de algoddn

3- Placas de petri.
4- Asa de incubacién
5~ Tubos de fermentacién Durham
6- Portaobjeto liso
7- Soluciones colorantes para Gram
8- Incubadora termorregulable
PROCEDIMIENTQ:
5.1. Preparacidn de la muestra a analizar:
a) Después de tomar la muestra de 1la mano, incubar a

37°C de 24 a 48 horas, para su posterior andlisis.

5.2. Siembra:

a) Transcurrido el tiempo de 24 a 48 horas se observa
la formacién de turbidez, 4cido y gas que desplaza
el liguido del interior del tubo Durham y se con-
sidera la lectura positiva.

b) Del tubo positivo tomar con el asa una porcién y
se realiza resiembra o estrios en placas con agar
endo; se incuba 37°C. de 24 a 48 horas.

o) Se esteriliza el asa en la llama y se prepara una
tincién de Gram de las colonias gque crecieron en
las placas estriadaa y se observa el preparado con
el lente de inmersién.
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6.- EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

6.1. Transcurrido el periodo de incubacidén, se observa el
tubo para comprobar la formacidn de gas.

6.2. La ausencia de gas constituye una prueba negativa.

6.3. La formacién de gas constituye una prueba positiva.

6.4. El resultado es positivo si en las placas con agar endo
se da crecimiento de colonias de intenso color rojo con
brillo metalico.

6.5. E1 resultado es positivo cuando la tincién de Gram
observada con el lente de inmersién refleje la presen-
cia de bacilos no espordgenos Gram negativos.

Complemento:

Norma Inte

NC 76 - 04

Bibliograf

Gonzalez R

rnacional Consultada:

B2 Productos alimenticios y bebidas. Métodos de
ensayo microbiolégico DETERMINACION DEL NUME-
RO MAS PROBABLE DE MICROORGANISMOS COLIFOR-
MES.

ia consultada:

aymundo: Microbiologia de Bebidas.
Editorial Pueblo y Educacién
Habana, Cuba, 1884.
(Pag. 153, 154).
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EMPRESA CONSERVAS DR FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 02-04
DEL VALLE DE DETERMINACION DEL GRADO DE CONTAMINACION NMIC
SEBACO DE_EG > X sUINARLA 1992

1.-

2. -

ALCANCE:

Esta norma establece el método para verificar el grado de
asepcia de los equipos y magulnarias.

GENERALIDADES:

2.1. Para la preparacién de medios de cultivo y reactivos se
empleard agua destilada para andlisis.

2.2. Para efectuar las coperaciones del ensayo microbioldégi-
co, se debe realizar en condiciones estériles.

2.3. Todos los aparatos y utensilios utilizados para efec-
tuar los andlisis microbioldégicos, estaran estrictamen-
te limpics y esterilizados.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayoc microbiolégico
se realizardan en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec-
tuar los andlisis microbioldgicos, estardn estrictamen-
te limpios y esterilizados.

La clase y numero de microorganismos de un alimento gse ven
influenciados por el tipo y grado de contaminacién, por
oportunidades de crecimiento anteriores para ciertos tipos y
por tratamiento previos que el alimento pueda haber recibi-
do.
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La contaminacidén aumenta la carga microbiana del alimento,
pudiendo incluso afiadirle otros tipos bacterianos. Asi los
equipos y maguinaria de la fabrica puede contaminar los
alimentos durante su elaboracién con microorganismos perJju-
diciales, ésto se da cuando no se hallan convenientemente
limpios y en condiciones higiénicas. La limpieza e higiene
de el equiro y maguinaria consiste principalmente en la
eliminacién de 1la mayor cantidad posible de alimentos para
los microorganismos.

APARATOS Y UTENSILIOS:

- Patrén de alambre de 10 cmZ2

- Agua Estéril

- Tubo de ensayo

- Hisopo de algoddn (quirGrgico)
- Placas de petri

- Agar standard

- Caldo lactosado

- Agar ENDO

PROCEDIMIENTO:
5.1. Preparacisn de la muestra a analizar:

Al muestrear la superficie seca, antes de emplear el
hisopo, éste se debe sumergir en una disolucidén estéril
(10 ml de agua). Con el hisopo se limpia el Adrea de 10
cm?2 con un patrén de alambre, lento y firmemente,
haciéndolo rotar en direccién contrario a la del movi-
miento de limpieza; después se pasa tres veces por el
drea, haciéndolco girar ligeramente en cada pasada. ©Si
se advierte que han quedado pedazos de algoddén adheri-
dos a la superficie muestreada, es recomendable vy
efectivo pasar otra vez el hisopo por el Area, para
recoger estos pedazos de algoddn. Terminado el mues-
treo del A&rea, el hisopo se coloca inmediatamente
dentro del tubo de ensayo con la disolucibn esteril en
que se encontraba.

Ya en el laboratorio se agita durante 3 minutos, poste-
riormente se procede a realizar las disoluclones deci-
males para contar en placa standard y para los indices
higiénicos se siembran 0,1 ml de la dilucidn, para la
determinacién de bacterias coliformes, estafilococos y
estrectococos.
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5.2. Siembra:;
Veage la N.E.__03-01 "Determinacién del conteo total
de microorganismos aerobios meséfilos viables'”. Meto-

dos de ensayos microbioldégicos.

a) Se siembra 0,1 ml de cvada dilucién en tubos con
caldo lactosado, conteniendo tubos Durhan inverti-
do e incubando a 37°C. de 24 a 48 horas.

b) Si hay formacion de gas se inocula en agar ENDO
(estriado).
c) Realizar tincién de Gram a las colonias gque cre-

cieron en los medios.

Se utiliza una placa de control de medio de cultivo por
cada serie de placas sembradas.

6.1. Conociendo el numero de colonias desarrolladas podemos
aplicar la siguiente fé6rmula:

K= _a.b.c
donde: °
a = Cantidad de colonias de la placa standard.
b = Disoluciones.
c = Volumen de liquido esterilizado en el erlen-
meyer {(m)
d = Area del patron {cm2)
k = Cantidad de microorganismos en 1 cm2 de su-

perficie.

Bibligrafia consultada:

Gonzédlez Reymundo Microbiologia de Bebidas. Edit. Pueblo y
Educacién. Habana, Cuba, 1984.(pag.155-158).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL; METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 02-05
DEL VALLE DE DETERMINACION DEL NUMERO MAS PROBABLE| NMIC
SEBACO DR ORGANISMOS COLIFORMES EN AGUA 1992
(SERIE DE 15 TUBOS)

1.-

ALCANCE:

Esta norma establece la determinacién del numero més proba—
ble (N M P) de microorganismos coliformes en agua.

GENERALIDADES:

2.1. E1 método de ensayoc microbloldgico establecido en ésta
norma se reallza por duplicado.

2.2. Por agua destilada se entenderd el agua para andlisis y
por agua estéril, el agua para andlisis sometida a
esterilizacidén con vapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

2.3. Para la preparacién de medios de cultivos y reactivos
se& empleardn productos quimicos analiticos de calidad
P.A.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbiolézico
se realizard en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec-
tuvar los andlisis microbiolégicos, estardn estrictamen-
te limpios y esterilizados.

FUNDAMENTO DEL METODO:

Este método contempla los siguientes pasos: Prueba presun-
tiva, prueba confirmativa y prueba final. El ensayo presun-
tivo consiste en utilizar caldo lactosadeo concentraciodn
normal y doble concentrado con tubos Durham invertido,
seguidce de la prueba confirmativa, de los tubos que ha
prroducido gas por la propiedad que tienen los microorganis-
mos coliformes fecales de fermentar la lactosa con produc-
cién de 4cido y gas a temperatura de 45° C. y la que tienen
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los coliformes totales de fermentar la lactosa con produc
cidén de acido y gas a temperatura de 37°C, para el cual se
utiliza caldo lactosa bilis verde brillante al 2% y caldo
E.colli con tubos (ﬁiﬁhm, invertides. Comc los resultados
obtenidos no son suficiente para afirmar la presencia de
coliformes se realiza la prueba final que consiste en el
estudio de las caracteristicas morfolégicas de los microor-
ganiamos del grupo coliformes por medio de Tincién de Gram.

APARATOS Y UTENSILIOS:

1) Tubos de cultivo 150 x 20 mm.

2) Tubos de cultivo de 180 x 20 mm.

3) Pipetas bacteriolégicas de 10 ml.

4) Pipetas bacterioclogicas de 1 ml. con graduacién de 0.1
décimas.

5) Gradillas metdlicas o pléasticas.

6) Tubos de fermentacidédn Durham.

) Asa de Incculacidn.

8) Portacbjeto liso.

g) Soluciones colorantes para Gram.

10) Bafio de Maria graduado a 45° + (Q.5°

11} Incubadora termorregulable.

PROCEDIMIENTO:

9.1. Preparacion de la muesgtra a apalizarp:
a) Emplee frasco estrictamente tapado y estéril.

b) Abra la llave y deje correr el agua durante 5
minutos para hacer la muestra homogénea.

c) Tomar alrededor de 100 ml de agua, lo mas asepti-
camente posible.

- Si el agua es clorada se utiliza solucién de
tiosulfato de sodio al 10% a razén de 0,1 ml.
por cada 100 ml. de agua.

- La muestra debe ser analizada inmediatamente
después de colectar o refrigerar a temperatu-
ra entre 0 a 10°C.
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5.

5.

1.2.

2.2.
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Prueba Preguntiva:

a)

b)

c)

a)

e)

Inocular 10 ml. de muestra en cada uno
de los 5 tubos gque contienen 10 ml. de
caldo lactosado doble concentracién y
tubos Durham invertidos.

Inocular 1 ml. de la muestra de cada uno
de los 5 tubos que contienen 10 ml. de
caldo lactosado simple y tubos de Durham
invertidos.

Inocular 0.1 ml. de muestra en cada uno
de los 5 tubos que contienen 10 ml. de
caldo lactosado simple y tubos de Durham
invertidos.

Se incuban a la temperatura de 37° du-
rante 24 horas.

Si no hay formacidon de gas, se esperan
las 48 horas y se reporta segin la tabla
correspondiente. La formacién de gas
dentro de las 48 horas constituye una
prueba presuntiva positiva.

Prueba Confirmativa:

a)

b)

c)

De cada tubc considerado positivo, se
transfiere una asada a un tubo (rotulado
¥y sefialado la cantidad afladida) que
contiene 10 ml. de caldo lactosa bilis
verde brillante al 2% y tubos Durham
invertidos ¥y otra (rotulada y sefialada
la cantidad afiadida) que contiene 10 ml.
de caldo E. coli y tubos de Durham in-
vertidos.

Loa tubos que contienen caldeo lactosa
bilis verde brillante se incuban a 37°C
durante 48 horas.

Los tubos que contienen caldo E. coli se
incuban en Bafio de Maria graduado a 45°+
0.5°C durante 24 horas.
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d) A los tubos con caldo lactosa bilis
verde brillante se les efectia lectura a
las 24 y 48 horas. Se considera la
lectura positiva cuando se observa
turbidez y produccidén de gas tanto en
los tubos con caldo lactosado bilis
verde brillante como en los tubos con
caldo E. coli.

e) De 1los tubos positivos de la prueba
presuntiva tomar con el asa wuna porcidn
y haga resiembra (estrias) en placa con
agar Mac Conkey rotulando y sefialando
del tubo que proviene la muestra. Incu-
be a 37°C. por 24 a 4B horas.

PRUEBA FINAL:

6.1.

Se esteriliza el asa en la llama ¥y se prepara una
tincién de Gram de las colonias gque crecieron en las
placas estriadas y se cobserva el preparado con el lente
de inmersién.

. Transcurrido el periodo de incubacién, se observan los

tubos para comprobar la formacién de gas.
La ausencia de gas constituye una prueba negativa.

Si hay formacién de gas, la prueba se considera positi-
va.

Los resultados se expresan como nimero mds probable de
organismos coliformes fecales por 100 ml. de la muestra
{coliformes fecales).

. En la prueba final, el resultado es positivo sl en las

placas con agar Mac Conkey se da crecimiento de colo-
nias rojas no mucosas.

7.56.1. El resultado es positivo cuando la tincidn de
Gram observada con el lente de inmersién
refleje la presencia de bacilos no espordge-
nos Gram negativos.
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Productos Alimenticios y Bebidas. Método
de Ensayo Microbiolégico. Determinacilén
del Numero més probable de Microorganis-—
mos coliformes.

Bibliosrafia Consultada:

Gonzédlez Raymundo:

Limonta Xiomara :

Microbiologia de Bebidas.
Ed. Pueblo y Educacién, Habana, Cuba
1684.

Microbiolozgia de la Harina.
Ed. Pueblo y Educacién, Habana, Cuba
1984.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N_E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLCGICOS
DEL VALLE DE 02-06
SEBACO HIGIENEK DE ENVASKS 1992
1.—- ALCANCE:
Esta norma establece verificar la higiene de los envases que
son utilizados en la produccidn.
2.- GENERALIDADES:

2.1. El método de ensayo microblolégico establecido en ésta
norma se realiza por duplicado.

2.2. Por agua destilada se entenderda el agua para andalisis y
por agua estéril, el agua para andlisis sometida a
esterilizacién con vapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

2.3. Para la preparacién de medios de cultivos y reactivos
se empleardn productos quimicos analiticos de calidad
P.A.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbiolégico
se realizard en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec-
tuar los andlisia microbiolégicos, estarédn estrictamen-
te limpios y esterilizados.

3.- FUNDAMENTO DEI, METODO:

Los recipientes que se utilizan para envasar directamente la
materia fundamentalmente pomos y latas, pusden contener una
gran cantidad de microorganismos, gque de no guardarse las
reglas higliénicas necesarlas serian transmitidos al produc-
to.

LLas medidas recomendadas para disminuir, e incluso eliminar
todos estos microorganismos son: El lavado correcto de los
envages y su esterilizacidn a vapor.
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5.-

T4

APARATOS Y UTENSILIOS:

.— Incubadora
.— Agua estéril
.— Placas de Petri

Pipetas

.~ Tubos de ensayos
.— Agar plate count.

(ORGP S o
|

BROCEDIMIENTO:

5.1. Preparacion de la muegtra a analizar:

a)

Se toma una botella, pomo o lata de cada descargue
de la maquina, durante un periodo de 5 minutos, si
los envases no se van a analizar inmediatamente,
ge cubren con tapas estériles, se almacenan a 4°C.
y se analizan dentro de las 4 h. siguientes de
efectuada la toma de muestra.

5.2. Siembra:

a)

b)

c)

ad)

Se toman los envases lavados y se agrega a cada
envase 50 ml de agua estéril, se tapa con una tapa
estéril.

Se agita enérgicamente el envase durante Z a 3
min., cuidando no votar el agua estéril.

Se abre el envase en condiciones asépticas y el
liquido se toma para el ensayo.

Determinacién del conteo total de microorganismos
aeroblos mesbfilos vedse la NE 03-01 “"DE-
TERMINACION DEL CONTEC TOTAL DE MICROOQORGANISMOS
AEROBIOS VIABLES"”. Métodos de ensayos microblold-
gicos.
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El numero total micrébico determinado representa la cantidad
de los microorganismos contenidos en 1 gr. 6 1 ml. é cm2 de
producto.

La cantidad de losa microorganismos para 1 cocm2, se determina
seglin la férmula:

Donde:
Nm = NOGmero de microorganismos en un cm cuadrado.

A = Nimero de los microorganismcs en todo el
volimen liquido lavado.

[4):
H

PDH . Donde:
3,14
Ea el didametro del envase.

P
D
H Es la altura del envase.

Hin

Norma Extranjera Consultada:

Norma BGlgara.

Bibliografia Consultada:

Gonzalez Raymundo.
Microbiologia de Bebidas. Ed. Pueblo y Educacién, Habana,
Cuba, 1984. (Pdg. 143).

Rubiera Ferndndez Pedro.
Microbiologia de Conservas de Frutas y Vegetales.
Ed. Pueblo y Educacidén, Habana, Cuba. 1983. (Pag. 33).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL | METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 02-07
SEBACO 1992

ALCANCE:

Esta norma establece verificar la higiene de las tapas gque
son utilizadas en los envases.

GENERALIDADES:

2.1. Para la preparacién de medios de cultivos y reactivos
se empleard agua destilada para andlisis.

2. 2. Para efectuar la siembra microbiolégica se deben obte-
ner condiciones estériles.

2.3. Todos los aparatos y utensilios para efectuar los
ensayos microbiolégicos, estardn estrictamente limpios
y estériles.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbioldgico
se realizardn en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec-
tuar los andlisis microbiolégicos, estaran estrictamen-
te limpios y esterilizados.

FUNDAMENTO DEL METODO:

La superficie interior de las tapas o cubiertas que se ponen
en contacto con el contenido del recipiente deberén estar
libres de microorganismos que pueden de alguna forma afectar
el producto.

Este método se aplica a tapas pequefias que pueden alcanzar
en un petri.

APARATOS Y UTENSILIOS:

- Pinza de tipo quirdrgico.

- Frasco de boca ancho con tapa.
- Placas de Petri.

- Alcohol al 70%.

- Microscopio.

- Agar malta o saboreaud y T.P.C.
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5.—- PROCEDIMIENTO:

5.1. Preparacién de la muestra a analizar:

5.2.

a) Se seleccionan por lo menos 10 tapas al azar, o de
acuerdo al ndmero de plezaszs presentes.

Siembra:

a) Tomar las tapas con pinza estéril y limpiar la
parte poaterior de 1la tapa con alcohol de 70%,
ésta se ponen en un frasco estéril con el cuidado
de que no toque las superficies interiores.

b) Se utiliza agar Plate count, para la cuenta de
bacterias mes6filas y agar saboreaud para levadu-
ras y mohos.

c) Se pone la tapa en placa de petri estéril, con la
cara interior hacia arriba y se vierte el medio de
cultivo, en cantldad suficiente para 1llenar o
cubrir la tapa.

d) Incubar a 37°C de 3 a 5 dias.

6.— EXPREGION DE LOS RESULTADOS:

6.1.

Se reportan las colonias de bacterias mesdfilas, leva-
duras y mohos por placa.

Bibliografia Consultada:

Gonzdlez Reymundo: Microbiologia de Bebidas.

Edltorial Puebleo y Educacién.
Habana, Cuba. 1984.
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ANEXO N 4
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EMPRESA i CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES L.E.
AGROINDUSTRIAL HETODOS DE ENSAYOS HICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 14 03-01
SEBACO 18992
1.- ALCANCE:

Esta norma establece la determinacién del contec total de
microorganismos aerobios mesé6filog viables en los productos
alimenticios de frutas y vegetales.

GENERALIDADES:

2.1. El1 Método de ensayo microbiolégico establecido en esta
norma se realiza por duplicado.

2.2. Por agua destilada se entenderd el agua para andlisis y
por agua estéril el agua para andlisis sometida a
esterilizacién, con vapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

2.3. Para la preparacién de medios de cultivo y reactivos se
empleardn productos quimicos analiticos de calidad p.a.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbioldgico
se realizard en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec-
tuar los andlisis microbiolégicos, estaran estrictamen-
te limplos y esterilizados.

FUNDAMENTO DEL MRTQDO:

Este método se basa en la hipbétesis de que las células
microbianas que contiene una muestra mezclada con un medio
de agar forman, cada una, colonias visibles y separadas.
Para ello se mezclan diluciones decimales de la muestra del
alimento homogeneizado con el medio. Después de incubar las
placas a 30°C durante 72 horas, se calcula el nuUmero de
bacterias aerobicas mes6filas por gramo de la muestra de
alimento, basdndose en el nlimero de colonias obtenidas en
cdpsulas de petri elegidos con diluciones gue den resultados
slgnificativas.
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APARATOS Y UTENSILIOS:
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i.- Placas de petri.

2.- Pipetas

3.~ Tubos con agua estéril

4.- Agar plate count.

PROCEDIMIENTO:

5.1. Realizar diluciones segin el nimero requerido, tomando
1.0 ml con una pipeta y se vierte en un tubo gue con-
tenga 9ml de agua de grifo estéril; se mezcla cuidado-
samente.

5.2. Con la misma pipeta se toma 1.0 ml de la primera dilu-
cién y se vierte en el tubo de la segunda dilucidén, gque
contiene 9 ml de agua de grifo esteril se mezcla y se
repite la operacidén con una pipeta nueva para un terce-
ro, cuarto o més tubos hasta hacer el nOmero requerido
de diluciones.

5.3. Se vierte con una pipeta 1.0 ml de cada una de las
diluciones en cada una de las cdpsulas adecuadamente
marcadas y duplicadas.

5.4. Se vierte en cada cdpsula de petri 15 ml del agar para
el cémputo bacteriano.

5_5. Se mezcla bien y uniformemente, la muestra diluida con
el medio de agar y se deja solidificar.

5.8. Las cadpsulas preparadas se incuban, invertidos, durante

72 + 3 horas a 36°+ 1°C.

6.2.

Después de la incubaclén se cuentan todas las colonias
de las cépsulas que contienen 30 - 300 de ellas y se
anotan los resultados por cada dilucidn contada.

En caso de encontrar cédpsulas (dilucidn 1:10) con menos
de 30 col/ml en la menos dilucién sembrada el resultado
ge expresa: menoa de 3 X 10* (3 x 10 = 3 x 107).

6.3. En caso que las capsulaa examinadas no contengan ningu-

na colonia, el resultado se expresa menos de 1 x 10"
col/ml.
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6.4. En caso que las cédpsulas examinadas contengan més de 30
colonias/mililitros se cuentan las colonias de las dos
placas de wuna dilucidén y se calcula 1la media, con dos
cifras significativas solamente y se multiplica por el
inverso de la dilucién correspondiente, a fin de obte-
ner el nUimero de bacterias por gramo o mililitro.

6.5. En caso de encontrar cdpsulas con mds de 300 colo-
niaa/mililitros ¥y en la mayor dilucién sembrada el
resultado se expresa mayor de 300 col/ml en 1la mayor
diluci6tn sembrada.

Norma Internacional Consultada:

NC 76-04:82. Productos Alimenticios y Bebidas. Métodos de
Ensayo Microbioclégico. Determinacién del conteo
total de microorganismos aerdbios mes6filos via-
bles.

Bibliografia Consultada: Alimentacién y Nutricién Estudio FAO,
Manuales para el control de calidad de
los alimentos. Andlisis Microbiolégi-
cos.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYO MICROBIOLOGICO 03-02
DEL VALLE DE DETERMINACION DE ESPORAS 1992
SEBACO
1.— ALCANCE:

Esta norma establece la determinacién de esporas en produc-—
tos alimenticios de frutas y vegetales.

GENERALIDADES ;.

2.1. El1 método de ensayo microbiolégico establecido en esta
norma se realiza por duplicado.

2.2. Por agua destilada se entenderd el agua para andlisis y
por agua estéril, el agua para andlisis sometida a
egterilizacién, con vapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

2.3. Para la preparacién de medios de cultivos y reactivos
ge emplearédn productos quimicos analiticos de calidad

P.A.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbioldgico
se realizard en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos ¥y utensilios, utilizados para efec-
tuar los andlisis microbioldgicos eatardn estrictamente
limpios y esterilizados.

La formacién de esporas en las bacterias comunes €38 una
caracteristica propia y casi exclusiva de las bacterias de
forma bastonada o cllindricas, llamadas bacilos.

La espora una vez formada se aeparan del resto de la célula
de la cual se formé, a veces queda unida a este resto duran-
te algin tiempo o por slempre o sea hasta que germine,
cuando ocurre esto Ultimo, 1la espora adopta diferentes
posiciones, por tanto, se puede decir gque existen tres tipos
de esporas:

Centrales., cuando la espora aparece eén el centro de la
célula; Terminales, si la espora aparece en el extremo de la
célula y Subterminales cuando la espora aparece entre el
centro y el extremo de la célula.

cal
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APARATOS Y UTENSILIOS:

1- Placas de petri.

2~ Pipetas.

3- Tubos de ensayo esteril.

4- Bafio maria termorregulable.

5- Agar plate count.

8- Caldo nutritivo.

T- Medio liquido de tioglicolato.

PROCEDIMIENTO:

5.1.

La muestra de andlisis se toma en dos tubos de ensayo
estérll y en condiciones estériles en cantidades de 10
a 15 ml.

5.2. En uno de los tubos se introduce un termémetro de 0O a
100°C y se rotula como tubo de control de temperatura.

5.3. El tratamiento térmico se lleva a cabo en un bafio
maria, donde se calientan los dos tubos a temperatura
de B0°C; se da el tiempo requeride a partir que la
temperatura en el tubo de control llega a la cifra
necesaria.

5.4. Después de cumplido el tiempo de tratamiento térmico se
enfrian inmediatamente el tubo muestra con agua de
grifo.

SIEMBRA:

Esvoras Aerobias Mesofilas:

a) Se vierte con una pipeta 1 ml. de la muestra a cada
placa de petri, y se agrega 10 a 15 ml. de agar nu-
triente o placa count.

b) Se vierte con una pipeta 1 ml. de la muestra a cada
tubo conteniendo 10 ml. de caldo nutritivo.

c) Se incuban los tubos y, las placas (invertidas) durante

a)

T2 + 3 horas, a 36 + 1°C.

Esporas Aerobias Termofilas:

Igual que esporas aerobias mesofilas a excepcidén de la
temperatura.

[AE
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Esporas Ansergbias Mesofilas:

a)

b}

c)

Se vierte con una pipeta 1 ml de la muestra a cada
placa de petri y se agrega 10 a 15 ml. de agar para
anaerobios.

Se vierte con una pipeta 1 ml de la muestra a cada tubo
conteniendo 10 ml de medio ligquido de ticglicolato méas
campafia Durham invertida.

Se incuban los tuboz y las placas (invertidas) en
eastufa de desecasidn al vacio, durante 72 + 3 horas a
36 + 1°C.

Esporas Anserobjas Termofilas:

a) Igual que esporas anaerobias mesofilas a excepcidn de
la temperatura 56 + 1°C.

EXPRESION:

8.1. En caso que las cédpsulas examinadas contengan mas de 30
colonias/mililitros, se cuentan las colonias de las dos
placas de una dilucién y se calcula lal media, con dos
cifras significativas solamente y se multiplica por el
inverso de la dilucién correspondiente, a fin de obte-
ner el ntmero de bacterias por gramo o mililitros.

6.2. En caso de encontrar cdpsulas {dilucién 1:10), con
mencs de 30 Col/ml. en la menor dilucidén sembrada el
reﬁultado se expresa: menos de 3 X 10% (30 x 10 = 3 x
10%).

6.3. En caso de encontrar cédpsulas con méds de 300 colo-
nias/ml. en la mayor dilucién sembrada el resultado se
expresa: mayor de 300 col/ml en 1la mayor dilucidn
sembrada.

6.4. En caso gque las cépsulas examinadas no tengan ninguna

colonia el resultado se expresa: menos de 1 x 101
col/ml. '

Norma Extranajera consultada:

Normas Bulgaras.

Bibliografia consultada:

Rubiera Fernandez Pedro: Microbiologia General de los Alimentos.

Ed. Pueblo y Educacidén, Habana, Cuba,
1887. (Pag. 31, 32, 33).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 03-03
DEL VALLE DE DETEMINACION DE HONGOS FILAMENTOSOS | 1982
SEBACO X LEVADURAS VIABLES
1.— ALCANCE:

Esta norma establece la determinacién de hongos filamentosos
¥ lavaduras viables en productos alimenticios.

2.- GENEBRALIDADES:

2.1.

2.2.

2.3.

2.50.

El método de ensayo microbioldgico establecido en esta
norma se realizard por duplicado.

Por agua destilada se entenderd el agua para andlisis y
por agua estéril el agua para andlisis sometida a
esterilizacién con vapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

Para la preparacién de medios de cultivo y reactivos se
emplearan productos gquimicos analiticos de calidad P.A.

Para efectuar las operaciones del ensayo microbioldégi-
co, se realizard en condiciones egtériles.

Todos los aparatos y wutensilios utilizados para efec-
tuar los andlisis microbilolégicos, estardn estrictamen-—
te limpios y esterilizados.

3.- FUNDAMENTO DEI, METODRO:

El método =se basa en la facultad que tienen los hongos
filamentosos y las levaduras viables de desarrollarse en un
medio de cultivo adecuado de PH bajo, a temperatura de 25 a
30°C y durante 3 a 5 dias.

4.- APARATOS Y UTENSILIOS:

Platos de petri estelizados.

Pipetas

Agar extracto de malta o Agar sabouricid.maltosa
Disclucién de dcido citrico al 10%.
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5.~ PROCEDIMIENTO:

5.1.

5.2.

i . VEASE N.E.04-02

Preparacién de la muestra a analizar
“"CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES" Métodos de ensayos

Microbioldgicos, preparacién y toma de muestras de
productos enlatados.

Siembra:

Se extrae asépticamente 1 ml de la porcidén de ensayo y
utilizando una pipeta y se lleva a placas de petri.

Se funde el medioc de cultivo en un bafic de agua, se
enfria a la temperatura de 45°C y se mantiene a esa
temperatura hasta que vaya a ser utilizado, el tiempo
no podrd ser mayor de 3 horas. A cada frasco del medio
de cultivo a utilizar, se afiade solucitn de acido
citrico al 10% 6 solucidén de &cido ldactico al 10¥%¥ hasta
lograr un PH de 3,5 a 4. ILa cantidad de dcido a afladir
estard previamente calculada. Se vierte en cada placa
de 10 a 15 ml del medio de cultivo acidificado y se
procede inmediatamente a mezclarlo con la porcidén de
ensayo, haciendo rotar suavemente la placa durante 5 a
10 segundos, teniendo cuidado de no salpicar los bordes
ni la tapa de la placa. Se colocan las placas de petri
socbre una superficie plana nivelada para permitir que
el medio solidifique durante b a 10 minutos.

Se utiliza wuna placa de control ambiental y otra de
control del medio por cada serie de placas sembradas.
Solidifacado el medioc de cultivo se invierten las
placas ¥y se incuban a la temperatura de 25 a 30°C
durante 3 a 5 dias, con observacidén diaria. Transcu-—
rrido el tiempo de incubacién, se cuentan las colonias
de hongos filamentosos y levaduras viables de cada
placa.
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Se escogen las placas de modo tal gque el nimero de
colonias esté dentro 30 y 180 colonias por placa.

El conteo de hongos filamentosos y levaduras viables en
el producto, vendrd dado por el nuimero de colonias
contadas en las placas por el factor de dilucidn.

Se reportan 1los resultados en las dos formas siguien-—
tes:

5.3.1. Conteo de hongos filamentosos/g c ml de la
muestra.

6.3.2. Conteo de levaduras viables/ g o ml de la
muestra.

Norma extranjera consultada:

NC 76-04: 82 Productos alimenticios vy bebidas. Métodos de

ensayos microbiolégicos. Determinacién de hongos
filamentosos y levaduras viables.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS HICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 03-04
SEBACO 1992
1.- ALCANCE:

Esta norma establece la determinacién del control

microbiolégico en la produccién de conservas esterilizadas

(frutas y hortalizas frescas).

2.~ GENERALIDADES:

2.1. El método de ensayo microbiolégico establecido en ésta
norma sge realizard por duplicado.

Z.2. Por agua destilada se entenderd el agua para andlisis )4
por agua estéril el agua para andlisis sometida a
egterilizacidén con wvapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

2.3. Para la preparacién de medios de cultivos y reactivos,
se empleardn productos quimicos analiticos de calidad
P.A.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbiolégico
se realizard en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios utilizados para efec-
tuar los andlisis microbiolégicos, estardn estrictamen-
te limpios y esterilizados.

3__

El deterioro de las frutas y hortalizas frescas, suecle
acontecer durante su almacenamiento y transporte, asi como
durante la etapa de espera antes de su procesado. Tan
pronto como las frutas y hortalizas se colocan durante su
recoleccién en cajas, bolsas o cestos, estdn expuestos a
contaminacién por organismos que pasan de unas a otras o
proceden de los recipientes, a menos que éstos hayan sido
adecuadamente higienizados. Durante su transporte a la
planta industrial, los traumatismos aumentan su susceptibi-
lidadala alteraciénypuade iniciarseelcrecimiento microbiano.
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En las fédbricas gue elaboran frutas y hortalizas existe la
posibilidad de contaminaciones posteriores y también de un
desarrolloc bacteriano; el lavado a fondo de las frutas y
hortalizas sirve no solo para eliminar la suciedad y por
tanto 1los gérmenes en ella existentes, sino también 1los
restos que puedan quedar de tratamientos toxicos. El lavado
puede practicarse con agua, soluciones detergentes o incluso
soluciones bactericidas.

El efecto del lavado de las frutas y hortalizas se determina
calculando el coeficiente de lavado (KL) que se obtiene
comparando el numero més probable (NMP) de las materias
primas antes y después de su lavado.

APARATOS Y UTENSILIOS:

1) Tubos con 9 ml. agua de grifc estéril.
2) Pipetas de 1 ml.

3) Placas de Petri.

4) Plate count. agar.

PROCEDIMIENTO:

Preparacidén de la muestra antes de la siembra: Los andlisis
ge hacen giempre a partir de diluciones si los alimentos son
liquidos la dilucidn es evidente, la homogenizacién de los
alimentos 86lidos en un diluyente esterilizado es necesaria
para obtener una suspensidén (suspensidén madre) gue se puede
diluir después a discrecidn.

- Se utiliza una licuadora limpia, desinfectada vy
esterilizada, para la homogenizacidén de productos
s6lidos.

- Esta homogenizacidén se realiza en zona estéril (del
mechero).

- La técnica mds simple para obtener una dilucidén de
concentracidn conocida consiste en pesar la cantidad
exacta del alimento de una manera estéril, en un
recipiente esterilizado (el recipiente de la mezclado-
ra) que contiene ya una cantidad conocida de diluyente
esterilizado tambien.

- La frecuencia de éste andlisis debe ser semanal.
- Para la toma de muestra de la materia prima se aplica

NE_04-01 "TECNICA TOMA DE MUESTRAS", Métodos de
Ensayos Microbioldgicos.
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- Para el etiquetaje de las muestras se aplica NE_04-03

:ETIQUETAJE DE LAS MUESTRAS". Métodos de Ensayos
Microbioldgicos.

- Para la determinacidén del conteo total de microorganis-
mos aerobios mesofilos, véase la NE_Q3-01 "DETER-
MINACION DEL CONTEQ TOTAL DE MICROORGANISMOS AEROBIOS
VIABLES"”. Métodos de Ensayos Microbiolégicos.

NMP - 1 = Namero mds probable de microorganismos viables
antes del lavado en Unid/Gr.

NMP - 2 = Nuamero mds probable de microorganismos viables
después del lavado en Unid/Gr.

El efecto del lavado se considera satisfactorio cuando K1>10

Norma Extranjera Consultada:

Norma Bulgara.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 03-05
DEL VALLE DE EFECTOS DEL ESCALDADO 1992
SEBACO
1.- ALCANCE:

Esta norma establece el efecto del escoldado en productos de
frutas y vegetales antes de envasarse.

GENERALIDADES :

2.1. El método de ensayo microbioldgico establecido en esta
norma gse realiza por duplicado.

2.2. Por agua destilada se entenderd el agua para andlisis y
por agua estéril el agua para andlisis sometida a
esterilizacidn con vapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

2.3. Para la preparacidn de medios de cultivos y reactivos
se empleardn productos guimicos analiticos de calidad
P.A.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbiolégico
gse realizard en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec—
tuar los andlisis microbiolégicos, estardn estrictamen-
te limplos y esterilizados.

Muchos productos vegetales se escoldan brevemente con el fin
de obetener 1la materia y detener los procesos enzimdticos,
provoca, ademds, una disminucidén considerable de la micro-
flora que porta la materia. El efecto de la elevada tempe-
ratura (aproximadamente 100°C) o que se realiza el blangueo,
provoca, de manera general, 1la eliminacién de todas las
formas vegetativas de los microorganismos; aungue esto
Gltimo depende del grado de contaminacién gque tenga la
materia. Las esporas, principalmente de bacilos, el blan-
quec no logra eliminarlas (salvo muy raras excepciones)
procrea Unicamente el debilitamiento de su capacidad de
desarrollo.
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APARATOS Y UTENSILIOS:

DU WN -
i

Vasos estériles para la toma de muestra.
Agua estéril.

Balanza.

Pipetas.

Tubos de ensayos.

Placas de Petri.

PROCEDIMIENTO:

5.2.

. Preparacién de la muestra a analizar.

a) Etiquetaje de las muestras. VEASE LA N.E.04-03
"CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES". Métodos de
ensayos Microbiolégicos. Etiquetaje de las
muastras.

b) Técnica de toma de muestras. VEASE LA N.E.Q04-01
"CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES". Métodos de
Ensayos Microbiolédgicos. Técnica de toma de
muestras.

Siembra:

Para realizar la determinacién del conteo total de

Microorganismos mesofilos viables:

VEASE N.E. 03-01. Métodos de Ensayos Microbioldgi-
co. Determinacién del conteo total de microorga-
nismos aerobios mesofilos viables.

Para realizar la determinacién de esporas aerobios
y anaerobios mesofilos VEASE N.E. 03-02. Métodos
de Ensayos Microbiolégicos. Determinacién de
Esporas.
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El efecto microbiolégico del blangueado se determina compa-
rando el nGmero total micrébico del producto después del
blangueado con el nimero de las esporas de los microorganis-
mos aerébicos y anaerobicos facultativos en el miamo.

Donde:
EB = _NIM
C
EB = Efecto del blangueo.
NTM = Namero total micrébico del producto blangueado
(Unid/g)
C = Numero de esporas de los microorganismos aerdbicos

y anaerdébicos facultativos (Unid/g).

Valoracién del Blangueo Bueno Malo

EB 1~1.3 Méds de 1.3

Norma Extranjera consultada:

Norma Balgara.

Bibliografia Consultada:

Ferndndez Pedro. Microbiologia de conservas de frutas vy
vegetales . Editorial Pueblco y Educacidn.
Habana, Cuba. 1983 (Pag. 35).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 03-06
DEL VALLE DE . [NACION DEI, L MICROBL(
SEBACO 1992
1.— ALCANCE:

Esta norma establece la determinacién del control microbio-—
l6gico en especles y otros condimentos.

GENERALIDADES

2.1. E1 método de ensayo microbioclégico establecido en esta
norma se realizard por duplicado.

2.2. Por agua destilada se entenderd el agua para analisis y
por agua estéril el agua para andlisis sometida a
esterilizacidén con vapor a presidén a 121°C durante 20

minutos.

5 3. Para la preparacién de medios de cultivos y reactivos
se empleardn productos gquimicos analiticos de calidad

P.A.

2. 4. Para efectuar las operaciones del ensayo microbioldégico
ae realizardn en condiciones estériles.

2.5. Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec-—
tuar los andlisis microbiolégicos, estardn estrictamen-
te limpios y esterilizados.

En las concentraciones normalmente empleadas, las especies y
condimentos carecen de accién bacteriostaticas, s1 bien
pueden cooperar con otros compuestos en prevencién del
crecimiento microbiano. Los distintos lotes de especies
tienen diferente poder segin su origen, si son mads O menos
recientes y 81 se almacenaron enteros o molidos. El poder
inhibidor varia con las distintas especies ¥y microorganis-

mos.
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La canela v el clavo que contienen aldenido cindmico y el
eugenol respectivamente, son generalmente més bacteriostati-
co gque las demds especies. La pimiente molida es menos
inhibidora que la canela y el clavo; y la mostaza y nuez
moscada y jengibre son todavia menos. El zorrillo, hojas de
laurel, romero, pimienta negra y otros tienen solamente un
ligero poder inhibidor contra la mayoria de los microorga-
nismos, pudiendo incluso estimular al crecimiento de algu-
nos, como por ejemplo: levaduras y mochos, concentraciones
relativamente elevados de las especies mds efectivas, permi-
ten el crecimiento micelial de algunos mohos, pero inhiben
la formacidn de esporas asexuales.

El peligro de contaminacién de las conservas en los gue se
usan condimentos, aumenta porgue no se le puede dar trata-
miento térmico, pues esto haria gue perdieran cualidades més
preciadas. Lo mds recomendado para disminuir la contamina-
cién que proviene de los condimentos es la aplicacidn de un
lavado mecdnico, siempre gque sea posible.

APARATOS Y UTENSILIOS:

Placas de petri.

Pipetas.

Tubos con agua estéril.

Agar plate count.

Agar extracto de malta o Agar sabouraud maltosa.
Caldo nutritivo.

Medio liquido de tioglicolato.

“1aOe NP

PROCEDIMIENTO =
5.1. Preparacién de la mueatra a analizaxr:
Técnica de toma de muestra VEASE N.E. 04-01 "Con-

servas de Frutas y Vegetales”. Métodos de ensayos
Microbioclégicos. Técnica de toma de muestra.

5.2. Siembras

5.2.1. Para realizar la determinacién del conteo total de
Microorganismos mesdéfilos viables VEASE N.E._03-01
"Conservas de Frutas y Vegetales”. Métodos de
ensayos microbiolégicos. Determinacién del conteo
total de microorganismos aercbios meséfilos via-
bles.




9.2.3.
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Para realizar la determinacién de hongos filamen-
tosos y levaduras viables VEASE N.E._03-03 _ "Con-
servas de Frutas y Vegetales”. Métodos de ensayos
microbioldgicos. Determinacidén de hongos filamen-
tosos y levaduras viables.

Para realizar la determinacién de esporas VEASE
N.E.__03-Q2 _ "Conservas de frutas y vegetales"
Métodos de ensayo microbiolégico. Determinacidn de
esporas.

Bibliografia consultada:

Frazier W.C.

L ]
Microbiologia de los Alimentos.
3a. edicidén. Editorial Acribia, Espafia. 1985 (Pé&g.
159).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E

AGROCINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 03-07
DEL VALLE DE

SEBACO TINCION SIMPLE 1992
1.- ALCANCE:

Esta norma establece la elaboracién de rreparados coloreados
para las observaciones por el microscopio de las diferentes
caracteristicas morfolégicas de los microorganismos.

GENERALIDADES :

2.1. Para la preparacién de la muestra sbélida se utilizars
agua estéril.

2.2. Mantener normas de asepsia en su manipulacién por si no

mueren todos los microorganismos ¥y los gque gquedan con
vida pueden acarrear infecciones.

Los preparados coloreados son los més usados en la préctica,
debido a que con ellos se pueden observar los microorganis-
mos con mayor claridad y asi definir con exactitud su forma
Yy algunas particularidades de su estructura como son: La
presencia de cépsulasg, egporas, flagelos, etc.

Cuando los preparados se colorean con un solo colorante
reciben el nombre de Tincidn Simple. Con ella los microor-

ganismos se tifien rapidamente ¥ se observan principalmente
su forma y tamafio.

APARATOS Y UTENSILIOS:

- Portaobjetos limpios v desgrasados.
- Tubo con cultivo en medio liquido y =6lido.
- Frasco con tintes o disoluciones colorantes.

- Tubo con solucidn de agua esgtéril o solucién figsiolégi-
ca estéril.
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5.- PROCEDIMIENTO:

5.1. Preparacidn de la muestra a analjzar:

5.

5.

Si se trabaja con muestra sélida, se debe agregar una
gota de agua estéril o solucidn asiolédgica en el centro
del portaobjeto con un asa estéril y agregar una peque-
fiisima porcidén de 1las colonias que crecieron en el
medio de cultivo.

. Preparacién del Frotis:
5.2.1. Encienda el gquemador y regule adecuadamente
la llama.
5.2.2. Pase 2 6 3 veces el cristal portacbjetos por

la 1lama y coldéquelo sobre la mesa, al pié
del gquemador.

5.2.3. Esterilice correctamente el asa, hasta poner-
la al rojo y déjela enfriar cerca de la lla-
ma.

5.2.4. Tome con el asa una gota del tubo con cultivo

en el centro del cristal portacbjeto y ex-
tiendala cuidadosamente con movimiento gira-
torio del asa en un didmetro apréximado de
1,5cm.

5.2.5. Esterilice inmediatamente el asa a la llama
hasta que se ponga roja.

Se puede realizarse mediante el secadso al aire vy el
secado a la llama.

Para el primero mantenga el frotis, una vez elaborado
al pié del guemador a temperatura ambiente o en una
incubadora a 37°C, hasta que se evapore toda la humedad
contenida en la extensidén y quede completamente seca.
Para que el secado a la llama sea rdpido, sitde el
portaobjeto sobre la llama del guemador, teniendo
cuidado de que esté lo suficientemente alto como para
que no se caliente mucho, vya que el calentamiento
intenso y rdpido del portacobjeto puede provocar defor-
maciones de las células.
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5.4. Fijado del preparado:

Existen dos métodos para fijar el preparado que son el
método fisico y el guimico. El primero consiste en
pasar al preparado por la llama del guemador 3 ¢ 4
veces consecutivas (la llama debe lamer la parte infe-
rior del portaobjeto y el frotis debe quedar en la
parte superior de éste), es decir, el frotis debe tener
contacto directo con la llama. Dicho proceso alcanza
una temperatura entre 65 y 70°C. El segundo método
consiste en cubrir el frotis con alcohol etilico,
acetona, etc. durante 3 6 5 min. Este método se utili-
za cuando se desea estudiar la estructura de la célula.

En los dos métodos anteriores las proteinas de los
microorganismos se coagulan en parte, lo que provoca su
muerte adhiriéndose fuertemente al cristal. Esto evita
que los microorganismos se corran con el colorante al
tefiirlos v al lavar el preparado; ademds facilita la
coloracion de las células, ya que la materia orgdnica
muerta se colorea con mds rapidez.

5.5. Coloracidn del Preparado:

5.5.1. Cologue el portaobjeto sobre el soporte de la cuba
de tincidn.

5.5.2. Cubra la extensién con alguna de las soluciones
colorantes, preferiblemente fenicadas, violeta de
metilo o aziil de matileno.

5.5.3. Tome con la pinza el portacbjetos y vierta el

residuo de solucién, colorante en la cuba.

5.5.4. Lavado del Preparado:

Para lavar el preparado, mantenga el cristal por-
taobjeto con cierta inclinacién y vierta agua
sobre la superficie del portaobjetos utilizando el
frasco lavador, hasta gue el agua corra completa-
mente limpia.
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5.5.5. Secado del preparado:

Es una operacién importante, pués evita que el
agua contenida en el dafie el microscopio. 8Si esta
operacién no se hiciera se dificultaria la obser-
vacién. Este asecado se realiza con un papel ab-
sorvente (teniendo cuidado de no dafiar 1la exten—

8ib6n) o a la llama del gquemador; pero sin gue este
toque el cristal.

Los microorganismos, una vez fijados, absorben los
colorantes por el fendmeno de la 6Gsmosis ¥ por

afinidad quimica entre sus células v los distintos
colorantes.

Después de finalizar las operaciones, observe al microscopio

el preparado elaborado. A continuacién analice y anote los
siguientes resultados:

- Forma del microorganismo.

- Modo de agrupacidén de sus células.
- Otras caracteristicas.

Bibliografia consultada:

Fernandez Pedro: Microbiologia General de los Alimentos.
Ed. Pueblo y Educacién, Cuba. 1987.
(Pag. 119).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 03-08
SEBACO IINCION DE GRAM 1992
1.- ALCANCE:

Esta norma establece la elaboracidn de preparados coloreados

para las observaciones por el microscopio de las diferentes
caracteristicas morfolégicas de los microorganismos.

GENERATLIDADES ;
2.1. Para la preparacién de la muestra se utiliza agua
estéril.

2.2. Mantener normas de asepsia en su manipulacidn por si no
mueren todos los microorganismos ¥ los gque guedan con
vida pueden acarrear infecciones.

La tincién de Gram, es la coloracién diferencial mds usada

en la microbiologia y se emplea con mucha frecuencia para la
clasificacion de los microorganismos.

En este tipo de tincién los microorganismos pueden adguirir
las tonalidades en dependencia de la especie, las gue pueden
ger de violeta a negra o de rosada a rojo. Aguellos mi-
croorganismos que tifien de violeta a negro son denominados

Gram-positivos y los que se tifien de rosado a rojo se les
denomina Gram-negativos.

APARATOS Y UTHENSILIOS:

~ Portaobjeto limpio y desgrasado.

~ Tubo con cultivo en medio sélido

- Tubo con solucién fisioldégica estéril o agua estéril.
- Frasco con violeta cristal, fenicada.

—~ Frasco con solucién de lugol.

- Frasco con alcohol de 95° {absoluto)

- Fucsina fenicada diluida o sufranina.
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5.—- PROCEDIMIENTO:

5.1. Preparacién de la muestra a analizar:

5.

2.

Para determinar si un microorganismos es Gram-positivo
o negativo es necesaric emplear cultiveos frescos de
ellos (no después de 48 h. de sembrado); los cultivos
viejos sufren alteraciones gue pueden provocar resulta-
dos errdéneos y dar por Gram—-positivo un microorganismo
Gram-negativo o viceversa.

Preparacion del frotis:

a) Cologque con el asa una gota de solucidén fisiolégi-
ca o agua estéril en el centro del portacbjeto.

b) Tome con el asa esterilizada y enfriada junto a la
llama una peguefiisima porcién de las colonias que
crecieron en la superficie del medio tratando de
no romperla.

c) Haga una suspensidn microbiana del material toma-
do, en la gota de solucidn fisioldgica y exten-—
diéndola del mismo modo descrito en la tineidn
aimple.

5.3. Secado de la extensién:

5.

4.

a) Seque y fije la extensién de la misma manera gque
en la tincidn simple.

Coloracién de preparado;

a) Cubra 1la extensidén con violeta fenicada y déjela
actuar durante 2 min. si1i 1la solucién colorante
tiene precipitado es recomendable cubrir el prepa-
rado de pedazos de papel filtro sobre el cual se
afiade el colorante.

b) Vierta el exceso de colorante en la cuba.

c) Cubra el preparado con solucildén de lugol y déjelo
actuar entre 30 y 60 Seg.

d) Vierta el exceso de lugol en la cuba.

e) Cubra el preparado con alcohel de 85° y déjelo
actuar durante 1 min.




£) Lave

inmediatamente con

103

agua guidndose por el

método descrito en la tincién simple.

) Cubra el preparado con fucsina fenicida o zafrani-
na y déjelo actuar durante 1 minuto.

h) Vierta el exceso de colorante.

5.5. Lave ¥y seque
tincidn simple.

el preparado

Cbaerve
inmersién y anote los siguientes resultados:

el preparado

~ Forma del microorganismo.

por el microscopio

del mismo

modo que en la

con el lente de

- Color tomado por la célula microbiana

- Otras caracteristicas.

El comportamiento de algunos microorganismos a la coloracién
de Gram.,se puede observar en la siguiente tabla:

1-

2

3-

4-

Casi todos los cocos con
excepcién del gonococo y
¥y meningococos.

Casi todos los bacilos.

Levaduras.

Todas las bacterias dcido
lacticos.

Todos los representantes del
grupo coliforme.

Los géneros proteus, salmone
llas, shigella, etc.
Las bacterias acéticas.

Una gran parte de las
bacterias fluorescentes.

Bibliografia consultada:

Fernandez Pedro:

Microbiclogia General de los Alimentos.

Ed. Pueblo y Educacién, Cuba. 1987.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS 03-08
DEL VALLE DE 1992
SEBACO TINCION DE ZIEHL - NEELSEN

ALCANCE:

Esta norma establece la elaboracién de pPreparados coloreados
compuestas para las observaciones por el microsgcopio, el
estudio mds minucioso de los microorganismos.

GENERALIDADES:

2.1. Para la preparacidn de la muestra sd6lida se utilizara
agua estéril.

2.2. Mantener normas de asepcia en su manipulacién por si no
mueren todoa los microorganismos y los que qgquedan con
vida pueden acarrear infecciones.

Algunos microorganismos estdn rodeados de una cubierta
constituida por lipidos vy lipoides, 1la cual dificulta la
coloracién de la célula microbiana ¥y debido a esto los
microorganismos se tifien débilmente. Una vez tefiidas retie-
nen el color, incluso al lavarlos con alcohol acidulado.

Los microorganismos que no son decolorados con este alcchol
acidulado y que retienen el color rojo de la fucsina reciben
el nombre de &cido resistentes a causa de su resistencia g
los A&cidos, que son incapaces de decolorarlos. Sin embargo,
los microorganismos que no tienen esta composicidn y que se

decoloran facilmente con alcohol acidulado, se denominan
dcidos no resistentes.

APABATOS Y UTENSILIOS:

- Portaobjetos limpios y desgrasado.

- Tubo con cultivo en medio sélido o liquido.

- Tubo con solucién fisiolégica estéril o agua estéril.
- Frasco con fucsina fenicada de ziehl.

- Frasco con alcohol etilico acidulado.

- Frasco con azil de metileno de loeffler.
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PROCEDIMIENTO:
5.1. Preparacidn de la muestra a apalizar:
Si se trabaja con muestra asdlida se debe agregar una
gota de solucién fisiélogica estéril o agua en el
centro del portacbjeto con una asa estéril y agregar

una pequefiisima porcidén de las colonias gue crecieron
en el medio de cultivo.

5.2. Preparacién del Frotig:

Prepare el frotis o extensidén del mismo modo indicado
en la tincidén simple.

5.3. Secado de la Extension:

Séquela del mismo modo indicado en la tincién =imple.
5.4. Fijado del preparado:

Fijelo del mismo modo indicado en la tincién simple.

5.5. Coloracidén del Preparado:

5.5.1. Cubra el preparado con la fucsina fenicada de
ziehl.
5.5.2. Caliente sobre la llama del quemador el pre-

parado con la fucsina, toméndolo con una
pinza v colocdndolo a una altura prudencial
de la llama donde le de suficiente calor,
pero que no hierva, manténgalo asi hasta gque
se desprendan los primeros vapores.

En esta operacién el calor va a facilitar la
penetracién del colorante en las células de
los microorganismos dclido-resistente.

5.5.3. Después de desprendidos los primeros vapores
coldgueloa sobre el soporte de la cuba de
tincién y espere aproéximadamente 3 minutos;
en caso de secarse se le afilade colorante de
nuevo hasta cubrir todo el preparado.

5.5.4. Lave con agua abundante.
5.5.5. Decolore con alcohol acidulado, cubriendo

totalmente el preparadoc con dicho alcohol ¥y
déjelo actuar durante 1 minuto.
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5.5.8. Lave el preparado con agua abundante.

5.5.7. Coloreé con aztl de metileno de Leoffler,
cubriendo el preparado totalmente y dejandolo
actuar entre 3 a 5 minutos.

5.5.8. Lave y segue.

6.- EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

Los microorganismos Adcido-resistentes conservan el color
rojo de la fucsina, mientras que los no acidos-resistentes
se decoloran. Al agregar el azil de metileno de Leoffler,
los microorganismos no dcido-resistentes se tifien de azdl,
pero los 4&cido-resistentes conservan el color rojo por ser
de mayor intensidad que el azal.

Después de realizar las operaciones, observe por el lente de
inmersién y anote los siguientes resultados:

- Forma del microorganismo.

- Color que tomd la célula.
- Otras caracteristicas.

Bibliografia Consultada:

Fernandez Pedro: Microbiclogia General de los Alimentos.
Ed. Pueblo y Educaciodon, Cuba. 1987 (Pag.122-
123).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.EK.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 03-10
SKEBACO ARADO DE L2 ) 1992

Esta norma establece la elaboracidén de preparado incoloro
natural o nativos, donde se pueden detectar el movimiento,
la reproduccién y el proceso de formacién de esporas.

GENERALIDADES :

2.1. Mantener normas de asepsia en la elaboracidn ¥y manipu-

lacién de estos preparados para evitar contaminacidén con los
microorganismos.

La elaboracién de preparados vivos por este método es méas
dificil, pero tiene la ventaja de que 8e crea una cimara de
humedad, la cual dificulta la desecacién del preparado y
debido a esto el tiempo posible de observacidén es mayor.
Por consiguiente, si se mantienen las condiciones regueridas
(temperatura de cultivo, etc.), se puede cbservar el proceso
de segmentacién de las bacterias, asi como la gemacién de
las levaduras, etc.

APABATOS Y UTENSILIOS:

- Portaobjeto con una excavacién, limpio ¥ desgrasado.
- Cubreobjetos.

— Varilla de cristal.

- Frasco con aceite de cedro o vaselina estéril.

- Tubo con cultivo en medio sélido o liquido.

— Tubo con solucidén fisioldgica estéril o agua estéril.
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PROCEDIMIENTO:
5.1. Preparacién de la muestra a _analizar: En la prepara-

cién de la muestra se debe tener los siguientes cuida-
dos:

- Que la gota sea completamente esférica y no muy grande
para evitar que tope con el fondo de la concavidad.

- Que las manipulaciones sean rdapidas para evitar conta-
minacionen.

- Que se mantenga una rigurosa asepsia.

5.2. Preparacidn del Frotis:

5.2.1. Encienda el mechero y regule adecuadamente la
llama.
5.2.2. Sitie el cristal cubreobjeto completamente

limpio sobre la mesa al pié del gquemador.

b.2.3. Esterilice correctamente el asa hasta ponerla
al rojo y déjela enfriar cerca de la llama.

5.2.4. Tome con el asa una gota de la solucidn fi-
8ioldgica estéril o agua estéril, de la mane-
ra indicada para la manipulacién de cultivos
y depositela en el centro del cristal cu-
breobjetos.

5.2.5. Esterilice nuevamente el asa hasta ponerla al
rojo vy déjela enfriar cerca de la llama.

5.2.6. Tome con el asa pequefifsima porcién de la
colonia desarrollada sobre el medio de culti-
vo 86lido y haga una suspensién microbiana en
la gota del cubreobjeto, sin que esta se
esparza por el cristal.

5.2.7. Esterilice inmediatamente el asa.

5.2.8. Con 1la varilla de cristal unte ligeramente
con acelte de cedro o vaselina el borde de la
concavidad del cristal portacbjetos.

H.2.9. Coloque invertido el portacbjetos que contie-
ne concavidad, de tal manera que la gota se
cologue en el centro de la concavidad y que
el aceite de cedro o vaselina adhiera un
cristal al otro.
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5.2.10. Haga un viraje rapido de los dos cristales
unidos, de modo que la gota quede colgada en
el centro de la cavidad.

Después de realizar las operaciones, observe por el micros-
copio con el objetivo seco de mayor aumento asi como con el
de inmersién y con el diafragma suficientemente cerrado para
gue en el campo visual, las células microbianas brillen en
contraste con la oscuridad del campo, durante la observacidn
en el microscopio tenga mucho cuidado en no romper el cu-
breobjeto con los objetivos. A continuacidén analice y anote
los siguientes resultados:

- Movilidad de los microorganismos.
- Forma de los microorganismos.

- Otras caracteristicas.

Bibliografia Consultada: Ferndndez Rubiera Pedro. Microbiologia

General de los Alimentos. Ed. Pueblo y
Educacidén, Cuba. (Pdg. 127 - 128).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 03-11
SEBACO ARAD ! ; 1992

ALCANCE:

Esta norma establece la elaboracidén de preparados incoloro
donde se pueden detectar el movimiento, la reproduccidén vy el
proceso de formacidén de esporas.

GENERALIDADES

2.1. Mantener normas de asepsia en la elaboracidn y manipu-

lacién de estos preparados para evitar contaminacion
con los microorganismos.

En estos preparados, los microorganismos permanecen vivos Yy
debido a la transparencia de sus células al ser observados
por el microscopio no se ven con la nitidez conque se obser-
varon los preparados coloreados, pero tienen la ventaja que
mediante ellos se pueden detectar el movimiento, la repro-
duccién y el proceso de formacién de esporas tal ¥ como se
realizan por los distintos microorganismos.

APARATOS Y UTENSILIOS:

— Portaobjetos limpios y desgrasados.
- Cubreobjetos.
- Tubo con cultivo en medio liquido.

PROCEDIMIENTO -
9.1. Preparacidén de la muestra a apalizar:

Debe tener sumc cuidado en no depositar una gota grande
sobre el cristal portaobjetos para evitar que se derra-
me por los bordes cuando sea aplastada por el cubrecb-
jeto. Después de elaborado debe localizarse rdpidamen-

te para evitar gue se seque y poder efectuar correcta-
mente el andlisis.




6_—-

111
5.2. Preparacién del frotis:
5.2.1. Encienda el mechero y regule adecuadamente la
llama.
5.2.2. Pase 2 6 3 veces el cristal portaobjetos por

la llama y depbésitelo sobre la mesa al pié
del guemador.

5.2.3. Esterilice correctamente el asa hasta ponerla
al rojo y déjela enfriar cerca de la llama.

5.2.4. Tome con el asa una gota del tubo con cultivo
y colbéquelo en el centro del cristal portaob-
jetos.

5.2.5H. Esterilice nuevamente el asa a la llama hasta

que se ponga al rojo.

5.2.6. Sitie con mucho cuidado el cubreobjeto sobre
la gota de cultivo.

EXPRESION DE 1OS RESULTADOS:

Después de realizar las operaciones, obaérvelo por el mi-
croscopio con el objetivo de inmersién y con el diafragma lo
suficientemente cerrado para Qque en el campo visual, las
células microbianas brillen en contraste con la oscuridad
del campo. A continuacidn analice y anote los resultados:

- Forma de los microorganismos.
- Movilidad.
- Otras caracteristicas.

Bibliografia Consultada:

Ferndndez Ramé6n Pedro: Microbiologia General de los Alimentos.

Ed. Pueblo y Educacién, Cuba 1987 (Pag.
126-127).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 03-12
SEBACO COLORACION DE ESPORAS 1992

| METODO DE FULTON |

ALCANCE:

Esta norma establece la elaboracién de preparados espaciales
coloreados que se utilizan para examinar distintas estructu-
ras de la célula microbiana.

GENERALIDADES :

2.1. Para la preparacién de la mueatra sdélida se utilizara
agua estéril.

2.2_ Mantener normas de asepsia en su manipulacién por sino
mueren todos los microorganismos y los que guedan con
vida pueden acarrear infecciones.

En cierta etapa de su desarrollo un gran nimero de microor-
ganismos tienen la propiedad de formas esporas. Esta carac-
teristica es un indice diferencial de ellos; para su estudio
se utilizan colorantes con grandes concentraciones y ademds
se calienta el frotis; de otra forma no se obtendria una
coloracién clara, debido a que las esporas estédn cubiertas
de una capa dura e impermeable, que dificulta su tinciodn.

APABATOS Y UTENSILIOS:
- Portaobjetos limpios y desgrasados.

- Tubo con cultivo de bacilo en medio 86lido, con dos
dias de sembrado.

- Tubo con solucidén fisiolégica estéril o agua estéril.
- Frazco con verde de malagquita (solucién acuosa al 0.5%)

- Frasco con safranina (solucién acuosa al 0.5%).
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PROCEDIMIENTO:

5.1. Preparacidén de la prueba a analizar,

Cuando se trabaja con muestra sélida se debe agregar
una gota de solucién fisioldgica estédril o agua estéril
en el centro del portaobjeto con wuna asa estéril v
agregar una pequefiisima porcién de las colonias que
crecieron en el medio de cultivo.

5.2. Preparacién del Frotis:

5.2.1. Prepare el frotis del mismo modo que la tin-
cibébn de Gram.

5.3. Secado del Frotis:

Seque el frotis del mismo modo que la tincién de Gram.

5.4. Fidado del preparado:

Fijelo del mismo modo indicado en la tincién de Gram.

5.5. Coloracidén del preparado:

5.5.1. Cubra el cristal con verde malagquita ¥y ca-
liente a 1la llama hasta que surjan vapores,
continuando el calentamiento de 30 s. a 1
min. y afiada mds colorante en caso de que se
sague.

5.5.2. Lave con agua el preparado aproximadamente de
30 8. a 1 min.

5.5.3. Aplique 1la solucién de safranina y déjela
actuar por un tiempo de 30 8. a 1 min.

5.6. Lave con asua v seque.
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Después de realizar las operaciones, observe el preparado
por el microscopio con el lente de inmersién, anote y anali-
ce los sigulentes resultados:

- Color de las esporas y color de la parte vegetativa de
la célula.

- Posiclén de la espora en la célula.

- Didmetro de la espora con respecto al didmetro de la
parte vegetativa.

Bibliografia Consultada:
Fernéndez Rubiera Pedro: Microbiologia General de los Alimentos.

Ed. Pueblo y Educacién, Cuba. 1987.
(Pdg. 124-125).
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL. VALLE DE 03-13
SEBACO EPARA ) NE OLORS : 1992

Esta norma establece la preparacidén de soluciones colorantes
para la elaboracién de preparados coloreados.

GENERALIDADES:

2.2. Para la preparacidn de soluciones colorantes se emplea-
r& alcohol absoluto.

Para preparar estas solucicnes se utiliza fundamentalmente
la anilina, con reacciones 4dcidas, bdsicas o neutras. Los
tintes de anilina con reaccién b&sica, son los gue mayor
aplicacidén encuentran, debido a gque colorean con mds facili-
dad la célula bacteriana. Los de reaccién dcido y neutro se
usan scbre tode, como coloranteas de contraste, o sea para
darle determinado fondo al preparado.

Los colorantes bdsicos empleados son: Fucsina bdsica, viole-
ta de metileno, violeta criatal, safranina y az(il de metile-
no.

APARATOS Y UTENSILIOS:

- Frascos ambar.

- Fucsina basica (polvo o cristal).

- Az0Ql de metileno (polvo o cristal).
- Violeta Genciana (polvo o cristal).
- Verde malaquita {polvo o cristal).
— Alcohol Absoluto (polvo o cristal).




116
5.- PROCEDIMIENTO:

5.1. Se preparan soluciones alcohdélicas saturadas (=olucidn
madre) y de ésta se prepara solucidn acuosa.

5.2. Preparacidén de solucidén alcohblicas gsaturada:

- Fucsina bdsica 3 gr. en 100 ml de alcohol absoluto.

- Az0l de metileno 7 gr. en 100 ml de alcohol absoluto.

- Violeta genciana 4.8 gr. en 100 ml de alcohol
absoluto.

5.

- Azl de metileno 6.7 gr. en 100 ml de agua destilada.
- Violeta genciana 1.5 gr. en 100 ml de agua destilada.
5.4. Preparacitn de Violeta genciana fenicada:

~ Solucidn alcoh6lica de violeta genciana 5 ml.
- Solucidén de fenol al 5% S5 ml.

5.5. Fucsina fenicada de Ziehl:
- S0lucién alcohdlica de fucsina bdsica 10 ml.
- Solucién de fenol al 5% 100 ml.
5.6. Fucsina fenicada diluida vara Gram:
- Fucsina fenicada de ziehl 10 ml.
- Agua destilada 100 ml.
5.7. Verde malaguita (para tincidn de esporas):

-~ Verde malaquita 5 gr.
— Agua destilada 100 gr.

Bibliografia consultada:

Rubiera Ferndndez, Pedro. Microbiologia General de los Ali-
mentos. Ed. Pueblo y Educacidén. Cuba, 1987.




117

EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.K.
AGROINDUSTRIAL METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DK 03-14
SEBACO ! AL MOSTATICE 1992
1.- ALCANCE:

Esta norma establece la prueba de estabilidad para detectar

la microflora restante.
2.— GENERALIDADES:

2 1. Durante la esterilizacidn industrial no gslempre se
matan todos los microorganismos presentes en la conser-
va, aguellos ge guedan con vida después de este proce-
go, forman la microflora restante.

2 2. Los microorganismos que forman la microflora stante
son importantes porque pueden descomponer la(égggiig a

pesar de que no produzcan fugas en el cierre. stos al
terminar 1la esterilizacién se encuentran en estado
latente, pero pasado cierto tiempo pueden llegar a
desarrollarse y producen la descomposicién si el namero
de microorganismos es grande Vy las condiciones de
almacenamiento no son adecuados.

2.3. La existencia de la microflora restante depende de:
a) La microflora antes de la esterilizacion.

b) La composicién guimica del producto.
c) Como se realice el procesoc de esterilizacidn.

La incubacién de las conservas consiste en colocar de cada
partida o autoclave 5 a 10 muestras, latas o pomos en una
incubadora que las mantenga a temperatura de 37°C por 10
dias e igual nimero de muestras en una incubadora gue las
mantenga a temperatura de §7°C por 3 dias. Lag muestras
colocadas se observan diariamente y en caso que Se€ detecte
abombado en alguna, hay que eaterilizar de nuevo toda la

partida o deshecharla.

El objetivo con el se realiza la incubacién es para detectar
la microflora restante, pués en ella se crean condiciones
para gue los microorganismos gue guedaron con vida se desa-
rrollen y produzcan el gas que abomba la conserva. Este
abombado permite detectar la presencia de microflora restan—

te.
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APARATOS Y UTENSILIOS:
Detergente.
Pafio limpic y seco.

Alcohol de 70°.
- Algodén esterilizado.

PROCEDIMIENTOS .

5.1. Se lavan las latas con detergente y agua.

t

5.2. Se secan con un pafio limpio ¥y seco.

5.3. Se limpia la superficie exterior de los envases que
continen el alimento a incubar, con alcohol de 70°
sobre algodén esterilizado.

5.4. Se rotula el envase con la fecha de entrada y salida de
incubacién.

5_ 5. Incubar a la temperatura deseada 37° por 10 dias &6 57°C
por 3 dias.

5_6. Observar diariamente las muestras.

La tnica sefial que nos indica 1la presencia de microflora
restante es el abombado, sin embargo, existen microorganis-
mos que pueden descomponer las conservas sin abombarlos, por
lo que podriamos dar por bueno un producto altamente conta-
minado.

Es recomendable que ademds de la incubacién de las muestras
de un lote, se realicen andlisis microbiolégicos de las
conservas antes v después de 1la esterilizacién del mismo

lote.

Norma Extranjera Consultada:

Norma BOlgara.

Bibliografia Consultada:

Rubiera Fernandez Pedro: Microbiologia de conservas de fru-
tas y vegetales. Ed. Pueblo y Edu-
cacién, Habana. Cuba 1983. (Pag.
51, 52, 53).
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EMPRRESA

SEBACO

AGROINDUSTRIAL |METODOS DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE

CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.

1.- ALCANCE:

Esta norma establece el conteo directo de hifas de mohos,
por el método de Howard especialmente en productos de toma-

te.

2.- GENERALIDADES:D

2.1.

2.2.

Para la preparacién de la muestra se utilizard agua
destilada para andlisis.

Para efectuar el conteo se debe utilizar un microscopio
compuesto con tornillo de movimiento del objeto o
platina mévil.

La camara Howard y el cubreobjeto, deben ser lavados
con agua destilada e introducidos en alcchol absoluto.

3.- FUNDAMENTO DEL METODO:

Este conteo es muy importante para la determinacién de la
calidad microbiolégica de una buena cantidad de productos,
como los de tomate para lo cual fue creado.

En este conteo ge utiliza la cdmara Howard, la cual es un
portaobjetos grueso, gue posee en su centro un reticulo
rectangular o circular hundido a una profundidad de 0.1 mm.
junto a éste hay unos canales para el derramiento de liquido
sobrante y al lado de ellos, unas superficies sobresalientes
de apoyo donde se coloca el cubreobjeto.

En el interior del reticulo, se han grabado sobre el cristal
dos lineas paralelas gue tienen una geparacion de 1,382 mm.

A Jobservar se abarca una superficie de 1,5 mm y se analiza

volimen de ligquido de 0,15 mm , para lograr ésto hay que
valerse de las lineas paralelas que deben quedar tangencia-
les al campo.
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Este método tiene aplicacién internacional y se exige para
los productos de tomate, como indice internacional de cali-
dad. No se permite una cantidad mayor al 40% de campos
positivos, ya gque ésto indica el 2% de materia en mal estado
v lo que se cuenta en el andlisis son hifas muertas que no
provocan descomposicidén del producto, pero gi indican el
indice de calidad del material con que fue elaborado.

APARATOS Y UTENSILIOS:

1- Microscopio compuesto con tornillo de movimiento.
2- Camara de Howard con cubrecbjetos.

3- Gamuza o papel filtro.

4- Microespdtula de acero inéxidable.

5- Pasta de tomate.

56— Alcohol absoluto.
- Agua destilada.
8- Refractédmetro.

PROCEDIMIENTO:
5§.1. Preparacién de la muestra a anallzar:

a) Tomar una pequefila porcién del producto y diluir
con agua destilada hasta obtener una concentracidn
de 8,5 a 9,5% de s6lidos solubles al refractdéme-
tro.

5.2. Conteo:

a) Preparacién de la cdmara de Howard: agregar mues-
tra al portacbjeto y cubrir con el cubreobjeto de
manera que no guede muestra en abundancia.

b) Observar el ocular y mediante los tornillos de
movimiento del objeto, buscar el campo superior
izquierdo, mirarlo con detenimiento tratando de
encontrar las hifas de mohos.

c) Si hay hifas o un segemento de hifas superiores a
1/6 de campo, entonces éste es positivo.

d) Si no hay hifas o hay un segmento inferior a 1/6
del campo, entonces es negativo.

e) Por campo del microscopio, se entiende el espacio
de la c&amara que se observa en una posaicidén fija
del miecroscopio.
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g)

h)

i)

J)
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Para poder observar otro campo es necesario tras-—
ladarse hacia é1, pero la cémara no tiene ninguna
guia para hacerlo; entonces nos valemos de los
tornillos de movimiento del objeto que se musve
hacia los lados, hacia atrds y adelante y utiliza-
mos como guia una particula oscura del producto.

Seleccione una particula del producto gque éste en
el extremo opuesto a gue se moverd la camara me-
diante el tornillo de movimiento lateral, obser—
vando la particula seleccionada de manera que
atraviese todo el campo y se deje de ver; entonces
eastard en el segundoc campo.

Prosiga hacia otro campo de la manera explicada,
en la misma direccién ¥y sentido, hasta obtener 25
campos.

Cuando hay dudas sobre si una pieza observada es
hifa o no, ésta se puede situar en el centro del
campo momentdneamente y mirarlo con aumentos mayo-
res; una vez aclarados éstos, se colocan los au-
mentos originales, se retorna en el campo a su
puesto y se continfa el trabajo.

Deben contarse al menos 25 campos, es recomendable
hacer dos montajes de 1la cdmara, contando en cada
uno 25 campos. 51 al realizar la comparaciodn
difieren en tres campos o mas, se recomienda hacer
un tercer montaje y contec de 25 campos. Los
resultados de los conteos se promedian para obte-
ner el resultade final.

6__
6.1. Con el promedio obtenido =e calcula el porcentaje de
campos positivos por medio de la siguiente formula:
% HOWARD = No, DE CAMPOS POSITIVOS X 100
No. DE CAMPOS OBSERVADOS (TOTALES)
Bibliografia Consultada:
Ferndandez Pedro: Microbiologia de Conservas de Frutas vy Vage-—
tales.

Editorial Pueblo y Educacién.
Habana, Cuba. 1988.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL| METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE |VALORIZACION ESTADISTICA DE LOS RESUL- | 03-16
SEBACO AL EL CONTE £ LOS ) WART 1992

1.- ALCANCE:

Esta norma establece la valorizacién estadistica de los
resultados del conteo de los mchos por el método de Howard,
para lotes de producciédn.

2.- GENERALIDADES:

2 1. Un lote se considera no standard, cuando el valor medio
determinado X es mayor de L + (T . Sx).

2.2. L= requisito del comprador (Howard %).

2.3. T= factor que depende del nimero de muestras analizadas
vy la probabilidad necesaria para aceptacidn 895%.

Para 2 muestras T = 2.92
Para 5 muestras T = 2.01
Para 10 6 mds muestras T = 1.81

2. 4. Sx = es el error tipico del valor medio donde:

Sx = S
N
N= Numero de andlisis efectuados (cada andlisis com-

prende el conteo de por lo menos 2 cdmaras con 25
campos de visidn.

S= Diferencia tipica donde § = A+ dz

N-1
d= Diferencia entre un resultado y el valor medio.
®x= Valor medio de todos los resultados.

n 5. La valorizacién estadistica se realiza con los resulta-
dos que se obtiene en el momento de la produccidn.
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FUNDAMENTO DEL METORO:

Para obtener criterio confiable acerca de un lote de produc-
cién, este se somete a una valorizacién estadistica, lo que
da probabilidad 95% de que el valor medio real del lote es
mds bajo del gque estd seflalado en el standard.

No. de Pruebas % Howard d d=2

1 34 2.44 5.85
2 40 3.56 12.67
3 26 10.44 108.98
4 40 3.58 12.67
5 22 14.44 208.51
6 26 10.44 108.98
T 36 0.44 0.18
8 20 16.44 270.27
9 40 3.56 12.867
10 24 12.41 154.75
11 20 18.44 270.27
12 28 8.44 71.23
13 24 12.44 151.75
14 36 0.44 0.18
15 42 5.56 30.91
16 44 7.56 57.156
17 24 12.44 151.75
18 g4 27.56 759.55
19 20 16.44 270.27
20 20 16.44 270.27
21 21 15.44 238.39
22 38 0.44 0.18
23 36 0.44 0.19
24 24 12.44 151.75
295 18 11.56 133.63
26 44 7.58 57.156
27 32 4.44 18.71
28 32 4.44 19.71
29 32 4.44 19.71
30 60 23.56 555.07
31 B4 27.58 759.55
32 56 18.56 382.59
33 40 3.56 12.867
34 84 47 .56 2,261.85
No. 34 1,238 7,550.26
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x = 1,239 = 36.44

S =4 __ & = 1_17.02950.46 = 15.12
33

Sx = S = 16,12 = 18,12 = Z2.60
N i34 5,831
T = 1.81, valor de T para 10 muestras o mdas.

L
I

40 para calidad superior {Howard %).

L + (T=x5Sx )=40+ ( 1.81 2.80 ) = 40 + 4.706

L + (T x Sx )

44.76

Cuando x < L+ ( T x Sx ) el lote estd en el marco del standard.

En este caso 36.44 < 44.51 por lo tanto el lote se puede consi-
derar como standard.

Bibliografia Consultada:

NMormas Bhlgaras.
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EMPRESA CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES N.E.
AGROINDUSTRIAL HETODOS DE ENSAYOS HICROBIOLOGICOS
DEL VALLE DE 03-17
SEBACO 1992
1.- ALCANCE:

Esta norma establece la determinacién del control microbio-
légico en alimentos enlatados sometidos a tratamiento térmi-
co.

GENERALIDADES:

2.1. El método de ensayo microbiolégico establecido en esta
norma se realiza por duplicado.

2.2. Por agua destilada se entenderéd el agua para andlisis y
por agua estéril el agua para andlisis sometida a
esterilizacién con wvapor a presién a 121°C durante 20
minutos.

2.3. Para la preparacién de medios de cultivo y reactivos se
empleardn productos guimicos analiticos de calidad P.A.

2.4. Para efectuar las operaciones del ensayoc microbiolégico
se realizard en condiciones estériles.

2.5, Todos los aparatos y utensilios, utilizados para efec-
tuar los andlisis microbioldégicos, estardn estrictamen-
te limpios y esterilizados.

FUNDAMENTO DEL METQDO:

El método se base en la siembra microbiolégica, aerdbica,
anaerdbica, termofila, sobre un medioc de cultivo sé6lido o
liquido adecuado, que depende del PH de la conserva, para
detectar la presencia o ausencia de microorganismos capaces
de desarrollarse en condiciones normales de almacenamiento.

Para la eleccién del medio de cultivo se tendrd en cuenta el
PH de 1los productos en conserva: de igual manera se ha
observado que las conservas sufren descomposicién de acuerdo
al grupo al gue pertenecen en la clasificacidn de los ali-
mentos por su PH.
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Asi las conservas esterilizadas sufren las sisulentes alte-
racliones:

1.- Grupo I, alimentos de baja o poca acidez con un PH
entre 5,3 especialmente susceptibles al agriado y a la
putrefaccién, pero que pueden sufrir tambien la altera-
cidén termofilica anaerdbica; la fermentacién butirica y
putrefaccidédn sulfhidrica, asi como alteraciones causa-
das por esgpecies mesdéfilas del género Bacillus.

2.— Grupo II, alimentos de mediana acidez con un PH entre
5,3 ¥ 4,5 suelen sufrir alteracidn termofilica anaero-
bia, pero pueden tambien la putrefaccién por mesdfilos,
la fermentacidn butirica y ser atacados por especies
mesdéfilas del genero Bacillus.

3.- Grupo III, Alimentos 4cidos con PH entre 4,5 y 3,7
frecuentemente alterados por una bacteria de la fermen-
tacién simple o agriado y por el clostridium meséfilo

de la fermentacidén butirica; aunque pueden sufrir
tambien el atagque de esgpecies meséfilas del genero
Bacillus.

4.- Grupo IV, Alimentos muy dcidos con PH inferior a 3,7;
no sufren regularmente alteraciones microbianas, pero
las latas pueden abombarse por la produccién de hidrdo-
geno causada por la reaccién del contenido de la con-
serva con el envase.

Existen factores que influyen sobre la descomposicién de las
congervas esterilizadas, los principales son:

1.

La no hermeticidad en el cierre; aunque todo el procesc se
realice de forma correcta, si existen fugas en el cierre,
entrardn los microorganismos y producirdn la descomposicidn
de la conserva.

Un régimen de esterilizacidén inadecuado o una mala realiza-
cién de el; si no se elige correctamente el régimen de
esterilizacidn 6 se realiza mal el elegido, gueda microflora
restante la cual puede descomponer la conserva.

La existencia de microflora restante: §8i existe microflora
restante, coza que se pueda deber a muchos factores, hay
posibilidad de descomposicién.

El enfriamiento incorrecto: &1 después de la esterilizacidn
no se realiza un enfriamiento correcto, esa decir rdpido y
hasta temperaturas relativamente bajas, se crean condiciones
de temperatura para el desarrollo de la microflora restante

gque se desarrollaria y provocaria la descomposicidé de la
conserva.
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5.- El1 almacenamiento a alta temperatura: asi el local donde se
almacenan las conservas terminadas exlisten temperaturas
elevadas, facilitard el desarrollo de la microflora restan-
te. Esto sucede también cuando no se enfria el producto lo
suficiente y posteriormente se empacan los pomos ¢ latas muy
unidas sin permitir la expulsién del calor de los envases
gue estdn en el centro de las cajas.

6.- El1 PH elevado: comc ya =2e ha visto, en la medida en que el
PH sea mas elevado, la conserva tendrd mes posibilidades de
descomposicién, pues los microorganismos generalmente no se
desarrollan a un PH muy bajo.

4.- APARATOS Y UTENSILIOS:

1- Vaso estéril debidamente pesado.
2~ Agua estéril.

3— Abridor.

4- Balanza.

5—- Cuchara metalica.

6—- Pipetas de 10 ml estériles.

T— Tubos de ensayo.

8- Placas de Petri.

5.- PROCEDIMIENTO:
5.1. Preparacién de la muestra a analizar:

Preparacidén y toma de muestra de productos enlatados.
VEASE la N.E.04-02_ "Conservas de Frutas y Vegetales".
Métodos de Ensayos Microbiolégicos. Preparacioén y toma
de muestra de productos enlatados.

5.2. Siembra:
5.2.1. Siembra Aerébica: Se toman 2 tubos de culti-

vog conteniendo 10 ml aproximadamente de
caldo nutritivo se inocula con 1 gr 6 1 ml de
la porcidén de ensayo de forma aséptica. Se
toma un tubo de caldo nutritivo sin inocular
como tesatigo y se incuban a 38 £+ 1°C de 72 +
3 horas.

'
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Se toman 2 placas de petri se inoculan con 1
gr 6 1 ml. de la porcién de ensayo de forma
aséptica, se agrega agar standard o nutritivo
de 10 a 15 ml. previamente fundido y enfriado
a unos 45°C, se mezcla bien y uniformemente y
gse deja solidificar.

Se toma una placa con agar standard o nutri-
tivo sin inocular como testigo y se incuban a
38 + 1°C de 72 + 3 horas.

5.3. Muestras de esporas:

5.3.

La muestra de andlisis se toma en dos tubos de
ensayo estéril y en condiciones estéril en canti-
dadea de 10 a 15 ml.

En uno de los tubos se introduce un termométro de
0 a 100°C y se rotula como tubo de control de
temperatura.

El tratamiento térmico se lleva a cabo en un bafio
Maria donde se calientan los 2 tubos a temperatura
de B0°C; y se da el tiempo requerido a partir que
la temperatura en el tubo de control llega a la
cifra necesaria.

Despues de cumplido el tiempo de tratamiento tér-
mico se enfrian inmediatamente el tubo muestra con
agua de grifo.

1. Siembra_ de esporas aérobicas:

- Se toman 2 tubos de cultivo conteniendo 10 ml
aproximadamente de caldo nutritivo, se inocu-
la con 1 gr. o 1 ml de la porcidén de ensayo
de forma aséptica. Se toma un tubo de caldo
sin inocular como testigo.

- Se toman dos placas de petri se inoculan con
1 gr. 6 1 ml de la porcién de ensayo de forma
aséptica y se agrega agar standard o nutriti-
vo de 10 a 15 ml. previamente fundido y en-
friado a unos 45°C, se mezcla bien y unifor-
memente y se deja solidificar. Se toma una
placa con agar standard sin inocular como
testigo y se incuban a 36 + 1°C de 72 + 3
horas.
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Sieml A sbica:

Se toman 2 tubos de cultivo conteniendo 10 ml. aproxi-
madamente de caldo de higado o medio liguido de tiogli-
colato con campana Durham; gue previamente han sido
sometidos a bafio de agua a 100°C durante 15 min. con el
objeto de expulsar el oxigeno disuelto y se inoculan
con 1lgr 6 1 ml de la porcitn de ensayo. Se adiciona
parafina o agar para estratificar, previamente fundido
vy enfriado a unos 45°C, deslizandolo suavemente por las
paredes del tubo, hasta formar un estrato de unos 20 mm
por encima del medio inoculado.

Se toman 2 placas de petri se inoculan con 1 gr. o 1 ml
de la porcién de ensayo de forma aséptica y se agrega
agar para anaérobios de 10 a 15 ml. previamente fundido
v enfriado a unos 45°C, se mezcla bien y uniformemente
y se deja solidificar. Se toma una placa con agar para
anaercbios sin inocular como testigo y se incuba a 30 =
1°C de 72 + 3 horas en una incubadora al vacio.

5.4.1. Siembra de esporas anaérgbicos:

La muestra se prepara igual que el punto
5.3."Muestra para esporas’ y la siembra se
realiza igual que el punto 5.4. "siembra
anaerdbica”.

Siem o | £11 biog:

Igual que el punto 5.2.1. "Siembra aerdbica”, excepto
la temperatura de incubacién que debe ser 56 + 1°C de
72 + 3 horas.

5.5.1. Siembra de termofilos anaerobios:
Igual que el punto 5.4. “Siembra anaerdbica’

excepto la temperatura de incubacidn gque debe
ger 56 + 1°C de 72 £ 3 horas.

En dos tubos de cultivo gue contengan 10 ml de caldo
lactosado de doble concentracién y posean en su inte-
rior tubos de fermentacién Durham, se inoculan con 10
ml de la porcidn de ensayo.
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Se incuban a temperatura de 35 a 37°C durante 24 horas;
a1 no hay formacidn de gas se esperan las 48 horas. La
formacién de gas dentro de las 48 horas constituye una
prueba presuntiva positiva y la ausenclia de gas consti-
tuye una prueba negativa.

(&}
~J

Se extrae asépticamente 1 ml de la porcidn de ensayo,
utilizando una pipeta y s8e lleva a 2 placas de petri;
se funde el medio de cultivo en un bafio de agua, se
enfria a temperatura de 45°C y se manatiene a esa
temperatura hasta que sea utilizado, el tiempo no podra
ser mayor de 3 horas. A cada frasco del medio de
cultivo a utilizar, se aflade solucién de acido citrico
al 1% hasta lograr un PH de 3,5 a 4. La cantidad de
dcido a afiadir estard previamente calculada. Se vierte
en cada placa de 10 a 15 ml del medio de cultivo acidi-
ficado y se procede inmediatamente a mezclarlo con la
porcién de ensayo, haciendo rotar suavemente 1la placa
durante 5 a 10 segundos, teniendo cuidado de no salpi-
car los bordes si la tapa de la placa.

Se deja sclidificar durante 10 min.

Se wutiliza un placa de control ambiental vy otra de
control del medio por cada serie de placas sembradas,
se incuban a la temperatura de 25 a 30°C durante 3 a 5
dias con observacidn diaria.

En caso de encontrar crecimiento en 1las placas de petri o
tubos de ensayos, se procede hacer tincié de Gram y hacer
diluciones para la determinacién del conteo total de mi-
croorganismoa viables.

Normas Extranjeras Consultadas:
Normas Blalgaras.
NC 76 - 04 : 82 Productos Alimenticics y Bebi-
das. Métodos de ensayo micro-

biolégico prueba de esterili-
dad.
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EMPRESA AGROINDUS- CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES. N.E.
TRIAL DEL VALLE DE METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS |04-01
SEBACO 1992

1.-

ALCANCE:

Esta norma establece 1la determinacién de las técnicas de
toma de muestra para frutas y hortalizas frescas.

GENERALIDADES:

2.1. La elevacién de 1la calidad de los andlisis exige un
control sobre la técnica de toma de muestras.

2.2. No modificar la microflora del producto.

2.3. No llevar microorganismos extrafios.

La muestra es el material recogido y esta compuesta de
muestras unitarias. Muestras unitarias es la cantidad de
substancia que se utiliza para el andlisis. La muestra y la
muestra unitaria puede ser una misma, pero a fin de obtener
una representatividad méAs grande, es preferible que 1la
muestra esté compuesta de mas de una muestra unitaria.

APARATOS Y UTENSILIOS:

1. Vasos estériles.

2. Instrumentos estériles
3. Alcohol de 70°

4. Algodén esterilizado.

PROCEDIMIENTO:

5.1. Tomar laz muestras, siempre que sea posible de reci-
pientes intactos y sin abrir.
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5.2. Cuando el producto estd en grandes recipientes {caso de
materias primas), se pasa la muestra representativa a
recipientes esterilizados, con instrumentos también
egterilizados y en las debidas condiciones de asepsia,
para lo cual se procede en la forma siguiente:

- Se limpian las manos lavdndolas y frotdndolas con
alcohol de 70° sobre algoddn eaterilizado.

- Se limpian de la misma manera la superficie exte-
rior de los recipientes qQue contienen el alimento

a analizar.

- Se limplan también todos los instrumentos Gtiles
para la toma de muestra.

- Se abre el recipiente con el instrumento esterili-
zado adecuado.

- Cuande no sea fadcil mezclar el contenido, las
muestras se toman de diverscos lugares del reci-
piente, 81 son ligquidos se agitan.

- Se llena el recipiente esterilizado con la muestra
y se cierra.

Norma Extranjera Consultada:

Norma Balgara.

Bibliografia consultada:

Norma vy procedimientos de Higiene.
Ministerio de Salud.
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EMPRESA AGROINDUS- CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES. N.E.
TRIAL DEL VALLE DE | METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICCS. |04-02
SEBACO. 18992

ALCANCE:

Esta norma establece la preparacién y toma de muestra de
productos enlatados.

GENERALIDADES

2.1. La elevacién de la calidad de log andlisis exige un
control sobre la preparacién y toma de muestra.

2.2. No modificar la microflora del producto.

2.3. No llevar microorganismos extrafios.

El laboratorio recibe muestras de productos enlatados de
forma sistemdtica y rutinarias a travésa de un plan de mues-
treo, para vigilar 1la calidad higiénico-sanitaria de los
alimentos procesados, o bien cualquier otro que pueda consi-
derarse insatisfactorio por cualgquier razén.
APARATOS Y UTENSILIOS:

1. Detergente.

2. Alcohol de 75°

3. Pafios de tela.

PROCEDIMIENTO:

5.1. Preparacién de la muegtra.
- Examinar el envamse e identificarlo.
- Lavar con detergente.

- Secar con pafic limpio.
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Limpiar con alcohol de 75°

Introducir el envase al cuarto de siembra.
Esterilizar por 30 minutes con lamparas bactericidas.
Remover enérgicamente el envase durante 5 minutos

para distribuir el contenido.

5.2. Toma de muestra:

El envase ge abre entre las llamas de los mecheros
quemando algoddén con alcohol sobre la superficie
de la tapa.

Mediante cuchara o espdtula estéril se toma la
muestra en cantidad de 20 a 50 gr. y = pone en
recipiente estéril previamente pesado y contenido
superior a 100 ml.

La muestra gse diluye con agua estéril o =solucidn
fisiolégica en proporcién 1:1 (peso).

La muestra se agita enérgicamente durante 3 minu-
tos y se deja reposar durante 15 minutos.

Norma Extranjera Consultada:

Norma Bdalgara.
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EMPRESA AGROINDUS- CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES. N.E
TRIAL DEL VALLE DE | METODO DE ENSAYOS MICROBIOLOGICOS. |04-03
SEBACO. 1892
1.- ALCANCE:

Esta norma establece el procedimiento para el etiquetaje de
las muestras durante la toma de éstas.

GENERALIDADES:

2.1. La elevacién de la calidad de los andlisis exige un
control sobre el etiquetaje de las muestras.

2.2. La normalizacidén del etiquetaje de las muestras es la
via idénea para identificarlas después en el laborato-
i o 1

2.3. La normalizacién del etiquetaje de las muestras tiene
como objetivos establecer un orden Unico para la iden-
tificacién de éstas.

FUNDAMENTO DEL METODO:

El wvalor de 1los resultados del andlisis microbiolégico
depende del etigquetaje de las muestras que se toman en los

diferentes puntos para la identificacién de cada una de
ellas.

APARATOS Y UTENSILIOS:
1. Crayones de alcohol
2. Algododn.

3. Alcohol.

4. Etiquetas.
PROCEDIMIENTO:

5.1. Se marcan etigquetas en todos los recipientes que reco-
gen las muestras, inmediatamente antes o después de

tomarlas, para identificarlas después en el laborato-
rio:
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5.2. En la etiqueta se escribe lo siguiente:
- Nombre de la persona que ha tomado la muestra.
- Lugar, fecha y hora del muestreo.
- Motivo del muestreo.
- Tipo de alimento.

- Nimero y marcacién del lote, ntimero y tamafio de sus
unidades.

- Procedencia del envio y lugar de destino.

- Método de muestreo.

- Tamafio y nimero de las muestras.

- Temperatura del producto en el momento del muestreo.
- Ensayos que se sugieren.

- Otras informaciones Gtiles.

Bibliografia consultada:

FAO Andlisis Microbiolégico. Manuales
para el Control de Calidad de los Ali-

mentos. Egtudio FAO: Alimentacién y
Nutricién. Serie 14/4 Roma, 1981.
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EMPRESA AGROINDUS- CONSERVAS DE FRUTAS Y VEGETALES. N.E.
TRIAL DEL VALLE DE HETODO DE ENSAYOS MICRDBILOGICOS. 04-04
SEBACO. STR ; :

1982

1.—-

.-

4_-

ALCANCE:

Esta norma establece el muestreo para toma de decisidén sobre
un lote de producto.

GENERALIDADES:

2.1. La toma de muestra es el acto de seleccionar una deter-
minada porcién o nuimero de recipientes o unidades de un
lote del mismo producto alimenticio.

2.2. La muestra deberd ser lo méds representativa posible del
lote del que se haya tomado.

2.3. Para efectuar el control sanitario de los alimentos se
puede tomar muestras de forma sistemdtica y rutinaria a
través de una plan de muestreo para vigilar la calidad
higiénico-sanitaria de 1los alimentos o bien se toman
muestras sin programacién por considerar a un alimento
sospechoso de alteracidén, contaminacién, adulteraciédn,

etc.
FUNDAMENTO DEIL, METODO-
Un lote de producto es la cantidad de alimentos fabricados y
manejados en condiciones uniformes: En la prdctica, se

trata usualmente de alimentos pertenecientes a una misma
partida o, en el caso de un procedimiento continuc de elabo-
racién, los fabricados en un periodo de tiempo limitado, en
un solo lugar; para identificar los diferentes lotes, los
fabricantes suelen utilizar un cédigo de marcas.

APARATOS Y UTENSILIOS:

1. Crayones de alcohol.

I
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5.— PROCEDIMIENTO:

5.1. Para el contrgl sistemdtico y rutinario:
Se tomarid un minimo de tres unidades por producto para
el andlisis {microbiolégico), de los productos a granel
sean liquidos, s6lidos o semi-sbélidos, se tomardn tres
unidades de 1 Lt. 6 1 Lb., cada una por producto, en
envases adecuados, independientes uno de otro y debida-
mente enumerados, siguiendo el procedimiento de protec-
cién y conservacidn de las muestras.
5.2.
Esta debe ser lo mds representativa posible del lote en
cuestién tomando el nGmero de unidades para cada anali-
sis de acuerdo a la tabla siguiente:
i i Ny 3 nidades &
seleccionar
. N
Hasta 200 —-——————— e 6
201 a 300 ——--mm————————— 8
301 a 500 —————mr—————— 10
501 a 800 e 12
801 a 1.301 —--—————————— 14
1.302 a 3.200 - 18
3.201 a mag —-—--———-—————————=- z0

Para las muestras en lotes constituidos por cajas, se deben abrir
como minimo el nimero de cajas seflaladas en la tabla siguiente:

NGmero de envases y Jotes: Numero de cajas que debe
abrir:
Hasta - 200 ---————m——————— 3
201 a 300 ~———mm———m e 4
301 a 500 ——m——m—mm— e — 5
501 a 800 ——mem——— 8
801 a 1.300 ———— e 7
1.301 a 3.200 ———————————— — —— 8
3.201 a mis ——-—————————— ‘ 10




)

=
s
-

Los resultados de los andlisis del producto permitird efec-
tuar una evaluacién de los mismos, donde se considerara
apto o0 no para el consumo humano.

Bibliografia consultada:

FAO Andlisis Microbiolégico. Manuales
para el Control de Calidad de los Ali-
mentos. Estudio FAO: Alimentacién vy

Nutriciodn. cerie 14/4 Roma, 1981
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ESQUEMA DEL CONTROL MICROBIOLOGICO EN LA PRODUCCION DE

CONSERVAS ESTERILIZADPAS CON PH < 3.7 (JUGO DE FUTAS,

JUGO DE HORTALIZAS CON AGREGACION DE ACIDOS ORGANICOS,

ENSALADAS Y OTROS).

142

NO OBJETO DE CONTROL PARAMETRO FRECUENCIA
1 Materia Prima la- N.T.M. 1 vez gemanal
vada. Mohos y levadu-
ras.
2 Salmuera N.T.M. 2 a 3 veces se-
Esporas manal.
3 Pomoa ¢ latas N.T.M. 3 veces semanal.
4 Producte Terminado N.T.M. 2 pomos cada
Esporas Aeroblas turnc al inicic
Mes6filas. y final del pro-
cego de eateri-
lizacidn.
5 Producto después N.T.M. Se analiza sola-
de incubar. Esporas Aerobias mente en caso de
Mesdfilas. cambios visua-

les.
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ESQUEMA DEL CONTROL MICROBIOLOGICO EN LA PRODUCCION
DE CONSERVAS ESTERILIZADAS CON PH ENTRE 4.2 A 3.7
(PEPINOS EN SAIMUERAS,CHILTOMAS EN SAILMUERA,
HORTALIZAS MIXTAS Y OTROS).

Ne | OBJETIVO DEL CONTROL PARAMETROS FRECUENCIA
1 Materia Prima lava- N.T.M, 1 vez semanal
da.
2 Efecto del blanqueo. i{N.T.M. 1 vez semanal o
Esporas Aerobias segliin las nece-
Megéfilas. sidades.
3 Salmueras Esporas Mesofilas 1 vez semanal.

Aeroblas.
Mohos y Levadu-
ras.

Condimentos o Espe-

N.T.M.

l vez semanal.

cies. Esporas Aerobilias
v Aeroblas Mesd-
filas.
5 Pomos ¢ Latas N.T.M. 3 veces a la
(Envases) semana.
6 Producto Terminado. N.T.M. Cada turno 2
Eaporas Aerobias pomos al inicio
Mes6filas. y final del pro-
Mohos y Levadu- ceso de esteri-
ras. lizacidn.
Aerobias Mesofi-
los Vegetativos y
Esporas.
7 Producto después de Igual que el pun- Se analiza sola-
incubado. to N¢ B. mente en casos

de cabios visua-
les en el aspec-
to exterior. En
cada turno un
pPOmo .
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incubado.

punto N2 6
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ESQUEMA DEL CONTROL MICROBIOLOGICO EN LA PRODUCCION
DE CONSERVAS,ESTERILIZADAS CON FH > 4.2
(HABICHUELAS, GUISANTES, PAPAS Y OTROS).

No OBJETIVO DE CONTROL PARAMETROS FRECUENCIA
Materia Prima lava- N.T.M. 1 vez semanal.
da.

Efecto del blanqueo. |[N.T.M. 1 vez semanal ¥
Esporas Aerobias segin las nece-
Meassdfilas. gidades.
Salmueras. N.T.M. 1 vez semanal.
Pomos N.T.M. 3 veces a la
semana.
Conservas antes de N.T.M. 1 vez semanal ¥
la Esterilizacién. - Esporas de segin las nece-—
Aerobias sidades. En
Mes6filas ¥ casoc gque los
Aerobias resultados obte-
Terméfilas. nidos del anali-
sis del producto
- Aeroblas terminado, no
Mesdfilas. corresponden a
los pardmetros
- Aerobias regueridos.
Termbtfilas.
6 Producto Terminado. N.T.M. En cada turno 2
- Esporas de pomos al inicio
Aerobilas y final del pro-
Mesbfilas. ceso de esteri-
lizacidn.
- Aerobias
Termdéfilas.
- Anaerobias
Terméfilos.
- Mchos ¥
Levaduras.
4 Producto después de Igual que el En cada turno 1

pomo después de
cumnplirse el
periodo de incu-
bacidn.
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ESQUEMA DEL CONTROL MICROBIOLOGICO EN LA PRODUCCION DE

CONSERVAS ESTERILIZADAS EN PRODUCTOS DE TOMATE CON

MATERIA SECA < 12X (TOMATE PELADO, SIN PELAR, JUGO DE TOMATE

Y TODO TIPO DE CONSERVA CON JUGO DE TOMATE).

No OBJETO DE CONTROL PARAMETROS FRECUENCIA

1 Materia Prima la- N.T.M. 1l vez semanal.

vada.

2 Jugo de Tomate. N.T.M. 1 vez semanal.

Esporas

Mohos y Levadu-

ras.

Howard Cada 2 horas.

3 Envases N.T.M. 3 veces semanal
0 segun las ne-
cesidades.

4 Producto Termina- VEGETATIVAS: 2 Pomos o Lata

do. cada turno al
- Aercblas inicio y final
Meaéfilas. del proceso de
- Aercbilas egterilizacidn.
Termé6filas.
- Anaerobias
Megdfilas.
- Anaercbias
Terméfilas.
ESPORAS:
- Aerobias
Mes6filas.
- Aerobias
Term6filas.
- Anaercobias
Meséfilas.
- Anaerobias
Term6filas.
5 Producto después Igual al punto N2 Un pomo por cada
de incubado. 4 turnc.
7 dias a 372 C
3 dias a 57¢ C
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ESQUEMA DEL CONTROL MICROBILOGICO DURANTE EL PROCESC DE

CONCENTRADO DE TOMATE Y PRODUCTO ESTERILIZATO

EN ENVASES HERMETICOS.

incubacidn. -

Punto NO 5.

No OBJETO DE CONTROL PARAMETROS FRECUENCIA
1 Materia Prima lavada N.T.M. 1l vez semanal.
2 Jugo de Tomate. Howard % Cada 2 horas.
3 Llenadora. Anaerobios Messo- 3 veces en cada
filos. turno.
4 Conservas antes de Howard % Cada 2 horas.
eaterilizado.
{Llenadora)
5 Conservas después de Vegetativos: 2 Pomos o Latas
esterilizada. al iniclio vy fi-
- Aerobilos nal del proceso
Meséfilos. de esteriliza-
cién.
- Esporas
Aercobias
Mes6filos.
- Anaerobias
Mesofilas.
- Esporas
Anaerobias.
- Howard %
6 Conservas después de Igual gque el Se analiza sola-

mente en casc de
cambiosg visuales
en el aspecto
exterior.
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ESQUEMA DEL CONTROL MICROBIOLOCGICO

DE HIGIENE
No OBJETO DE CONTROL PARAMETRO FRECUENCIA
Agua N.T.M. 1l vez semanal
Coliformes
Maquinaria N.T.M. 1 vez semanal y
Segin las nece-
sidades.
Pomos o Latas. N.T.M. 3 veces semanal

v segliin las ne-

cesidades.

Manos del personal.

Coli bacterias

(+)

1l vez semanal y
segin las nece-

sidades.




EHPRESA AGROINDUSTRIAL DEL VALLE DE SEBACD
DEPARTAMENTD DE COMNTROL DE CALIDAD

LABCRATORIO INDUSTRIAL

REBISTRO OF ANALISIS DEL PERSONAL
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FECHA UBICACION APARIENCIA FLMA JOYRS CERTIFICADOD

RELRS KEDICO
ROPA | CABELLO BATAS
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EMPRESA AGROINDUSTRIAL DEL VALLE DE SEBACO
DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

LABORATORIO INDUSTRIAL

FECHA TEMPERATURA AL TEMPERATURA FIERMA
INICIO DE AL
JORNADA FINALIZAR LA
Q C JORNADA 9 C

372 C 570 ¢ | 372 €| 579
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ENPRESA ABROIHDUSTRIAL DEL VALLE DE SEBACO
DEPARTANENTO DE COHTRCL BE CALIDAD
LABORATIRIO INDUSTRIAL

RESISTRO DE UTILIZACION DE 105 EQUIPOS DEL LABORATORIO DE NICROBI0LOGIA E HIGIENE

FECHA | NOHERE | CONDICIGW | GBIETC CANTE2AD HORA BUE HGRE QY TS BURANTE FiREA BEL BBSERVALIDRES
WL RIGIEWIEA | BE SU ¥ IR0 INICIA A FINALII& EL | TE TRADAJD RESPOHBASLE

EBUTRY 2L Us0 DE MATERIAL | FUHCIONAE | FURCIOWARIENTD DEL
ER U0 EUIR0 L £RuifE 311 BEIFT FUMCIENAFIEATE
SEL ERUIFD
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EMPRESA AGROINDUSTRIAL DEL VALLE DE SEBACO
DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

LABORATORIO INDUSTRIAL

PRODUCTO FECHA LOTE FECHA DE FECHA OBSERVACIGONES
DE ENTRADA DE
PRODUCCION NG SALIDA
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EMPRESA AGROINDUSTRIAL DEL VALLE DE SEBACO

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

LABORATORIQ INDUSTRIAL

PRODUCTO FECHA LOTE FECHA FECHA OBSERVACIONES
DE No DE DE
PRODUCCION ENTRADA SALIDA
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EMPRESA AGROINDUSTRIAL DEL VALLE DE SEBACO
DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

LABORATORIQ INDUSTRIAL

FECHA DE PUNTO DE NTM COLIFORMES CANTIDAD DE
ANALISIS INSPECCION Col/Cm2 () MICROORGANISMOS
EN 1 Cm2 DE
SUPERFICIE
(%)




EMPRESA AGROINDUSTRIAL DEL VALLE DE SEBACO
DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
LABORATORIO INDUSTRIAL

REGISTRO DE ANALISIS DE AGUA
FECHA FUENTE PPm DE NMP DE NMP OBSERVACIONES
DE CLORO COLIFORMES COLIFORMES
AGUA FECALES /100 TOTALES/100

;
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WMIWS‘IRIALDELVAHBDESM
DEPARTAMKRTO DR CONTROL DR CALIDAD
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FECHA FECHA OBJETO MESOFILOS EFECTO

DE DE DEL ’% DEL
PRODUCCION | ANALISIS | CONTROL AEROBIOS ARROBIGS LAVADO
NTM-1 NTM-2
Col/gr o Col/gr o ml

ml

OBSERVACIONES |
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