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1. EL LABORATORIO DE HIGIENE Y CONTROL
MICROBIOLOGICO EN LAS INDUSTRIAS ALIMENTARIAS.
PRINCIPIOS BASICOS Y ASPECTOS PRACTICOS

Generalidades

Los laboratorios deben de estar separados de las areas de fabricacion e, idealmente, en un edificio

independiente.

Es importante que a partir del laboratorio no se contaminen las areas de fabricacion. Por eso, hay que

dedicar especial atencion al aire y a los desechos.

Al laboratorio s6lo deben de acceder las personas que trabajan en él y siempre vistiendo la ropa (bata)
adecuada.

Hay que disefarlos pensando que la mayoria de las muestras van a estar contaminadas con

microorganismos de las categorias 1y 2.
Deben de contar con agua caliente y fria y con una fuente adecuada de electricidad.
Aspectos especificos
El laboratorio debera contar, como minimo, con areas especificas para:
1) Preparacion y esterilizacion de medios y material para el analisis.
2)  Esterilizacion de los medios y el material utilizado (contaminados).
3) Lavado de material de vidrio y otros.
4)  Almacenamiento de medios, reactivos y material desechable.
5) Llevar a cabo el trabajo de rutina (tomar muestras, preparar diluciones, sembrar, etc.)
6) Trabajar con microorganismos patégenos.
Equipamiento Basico
— Homogeneizador. Sorvall, Stomacher.
—  Estufas.- Para mesdfilos y psicrotrofos.
— Bafios de agua.

— Autoclaves.

- Practica sobre “£/ laboratorio de higiene y control microbiologico en las industrias alimentarias. Principios
bdsicos y aspectos prdcticos” -



Un ive rs I da d d e Leé n Practicas de Higiene y Control Microbioldgico

D. de Higiene y Tecnologia de los Alimentos en las Industrias Agroalimentarias

— Hornos para secado de vidrio.

— Hornos de esterilizacion.

—  Sistemas para esterilizar por filtracion.
—  Frigorificos y congeladores.

—  pHmetros.

— Centrifugas.

— Material desechable de plastico (placas de Petri y otros).
— Balanzas.

—  Microscopio.

— Cabinas de flujo laminar.

— Agitadores para medios y para tubos.

— Horno microondas (opcional).

Material de vidrio: pipetas, frascos, embudos, frascos Erlenmeyer, probetas, vasos de

precipitados, matraces, tubos de ensayo.

— Otro material: pipetas automaticas, puntas de pipetas, gradillas, bolsas de Stomacher o vasos de
homogeneizado, espétulas, tijeras, asas de platino, varillas de vidrio, contenedores para las pipetas usadas,

portaocbjetos y cubres, bolsas para esterilizar los medios utilizados, otros.

— Agua destilada o desmineralizada libre de sustancias que impidan el crecimiento de los

microorganismos que estamos investigando

— Equipos para métodos rapidos

— Equipos para siembra en espiral, Equipos basados en la impedancia y en la luminiscencia, etc.
Diluyentes, Medios de cultivo y reactivos.
Los medios pueden ser:

Generales. 0 no selectivos; es decir que permiten el crecimiento de muchas bacterias. Por ejemplo,
caldo y agar nutritivo, TSA y TSB, caldo y agar BHI, etc. A estos medios se les puede afiadir sangre, suero,
leche, extracto de levadura u otros ingredientes que necesitan determinados grupos de bacterias. Si se les afiade

determinados compuestos pueden ser selectivos.

Selectivos. Se utilizan para contar o detectar un microrganismo o0 un grupo de microorganismos
concretos. Se trata de medios basicos que incluyen uno o0 mas agentes que no inhiben al o a los microorganismos

gue nos interesan pero si a los que no nos interesan y suelen acompafiarlos.

- Practica sobre “£/ laboratorio de higiene y control microbiologico en las industrias alimentarias. Principios
bdsicos y aspectos prdcticos” -
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Diferenciales. Son aquellos que incluyen ingredientes que permiten diferenciar las colonias facilmente.
Por ejemplo, que sean o no hemoliticas, que fermenten o no un azlcar, etc. Generalmente, los medios para

grupos concretos de microorganismos son selectivos y diferenciales.

Electivos. Son especialmente Utiles cuando el microorganismo en cuestion tiene unos requerimientos
poco frecuentes. Un ejemplo es el agar lisina para el aislamiento de levaduras “salvajes” que utilizan este

aminoécido como Unica fuente de nitrégeno.
Los diluyentes y medios se suelen comercializar deshidratados.

Para prepararlos, los medios y diluyentes o los ingredientes se disuelven en agua destilada o
desmineralizada mediante agitacion con calor (de acuerdo con las instrucciones del fabricante). En todos los
medios so6lidos hay que fundir el agar antes de esterilizar. Se comprueba el pH vy, si es necesario, se ajusta con
pequefios volumenes de soluciones de hidroxido sddico o de acido clorhidrico. A continuacidn, se distribuyen en
los volimenes adecuados y se esterilizan en el autoclave. No se deben de esterilizar volimenes superiores a 1000
ml porque los tiempos prolongados de calentamiento y enfriamiento afectan a los componentes de los medios. Si
el medio se va a usar inmediatamente, los volimenes méaximos seran de 250-1000 ml y si el medio preparado se
va a almacenar, el volimen serd de 250 ml o menos. Después de esterilizar no se puede bajar la presion

rapidamente porque el medio hierve y se producen “accidentes” como la pérdida de tapones.

Los medios preparados se almacenaran a 4+2°C. Si ya estan repartidos en placas, habrd que meterlos en

bolsas de plastico para que no se deshidraten.

Para fundir los medios sélidos en frascos hay que utilizar un bafio con agua hirviendo o un horno
microondas. Si vamos a emplear una técnica de siembra por mezcla en todo el medio, hay que mantener éste en

el bafio a 45-46 °C no mas de 4 horas y, a veces, a lo sumo 1 hora porque se desnaturalizan los ingredientes.

Se debe afiadir medio a las placas en cantidad suficiente para que la profundidad del mismo sea de unos
4 mm (15 ml para placas de Petri de 90 mm). Si las placas se van a incubar mucho tiempo o a temperaturas altas,

hay que utilizar volimenes mayores para que no se deshidrate el medio.

Para los recuentos en superficie hay que secar muy bien el medio colocando las placas en una cabina de

flujo laminar durante 30 minutos o en una estufa a 50 °C.

- Practica sobre “£/ laboratorio de higiene y control microbiologico en las industrias alimentarias. Principios
bdsicos y aspectos prdcticos” -
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Buenas précticas en el laboratorio

Precauciones basicas son:

1. Las areas de trabajo tienen que estar bien limpias y sin corrientes de aire.
2. Las superficies deben de limpiarse y desinfectarse antes y después de trabajar.

3. Los tubos de ensayo deben de flamearse después de abrirlos y antes de taparlos. ldem con los

frascos. Ademas, en éstos la boca no se puede tocar con las manos.
4. Hay que trabajar lo mas réapido posible y no hablar, toser o estornudar mientras se trabaja.

5. Las cajas y bolsas generales que contienen material estéril desechable deben de cerrarse

rapidamente.

6.  Hay que manipular con cuidado el material de vidrio estéril. P. ej., no tocar nunca la parte

inferior de las pipetas.

7. Al flamear las asas de platino, éstas tienen que llegar a ponerse rojas y, para ello, hay que
situarlas inclinadas adecuadamente sobre el mechero. Se deben de flamear antes y después de usarlas
aunque hay que dejar que se enfrien antes de utilizarlas. ldem para las asas de vidrio que se sumergen en

alcohol. Se pueden emplear asas desechables estériles.

8.  Después de utilizar cierto material no desechable (pipetas y portaobjetos, p. ej.) debe de
colocarse en un recipiente con desinfectante (hipoclorito sodico). Otro, como los frascos de dilucion, tienen

que esterilizarse antes de lavarse.
9.  El material desechable tiene que colocarse en bolsas adecuadas para la esterilizacion.

10. Si se derraman diluciones, cultivos, etc. hay que limpiar, utilizando guantes, con papel
humedecido con una solucion de desinfectante (van bien yodéforos o fenol). Las superficies de trabajo

tienen que limpiarse y desinfectarse antes de continuar.

11. Hay que procurar minimizar la formacién de aerosoles. Estos se forman al abrir los tubos,
frascos, placas, etc. También al flamear las asas y varillas de vidrio, al pipetear, en las centrifugas,

homogeneizadores, etc.

- Practica sobre “£/ laboratorio de higiene y control microbiologico en las industrias alimentarias. Principios
bdsicos y aspectos prdcticos” -
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Proteccion personal
1. Llevar siempre bata.

2. Cortarse bien las ufias, recogerse el cabello si se tiene largo o protegérselo con un gorro. No

es recomendable dejarse barba.

3. Si hay que ir a la zona de procesado a tomar muestras, emplear una vestimenta adecuada y
distinta de la del laboratorio para evitar la contaminacion cruzada. Las empresas importantes tienen personal

para tomar estas muestras.
4.  Si se tienen lesiones cuténeas, especialmente en cara y manos, no trabajar en el laboratorio.
5. Esterilizar las batas y otra ropa usada en el trabajo antes de llevarla a la lavanderia.

6.  Sise sospecha que el material que se maneja es peligroso (patégenos, material muy caliente o

muy frio o productos corrosivos) usar guantes y gafas.
7. Sise sospecha que el material que se maneja es peligroso, no pipetear directamente.
8. No comer, beber ni fumar en el laboratorio.

9.  Muchos reactivos son téxicos. Hay que tener cuidado al manejarlos y almacenarlos. Habilitar

sistemas para evitar la contaminacion del medio ambiente (recogida).

10. Cuidado con el alcohol que se emplea para flamear. Si empieza a arder, tapar el recipiente

con papel de aluminio o utilizar otro sistema que impida el acceso del aire.

11. Utilizar etiquetas autoadhesivas. Evitar chupar los lapices, boligrafos, rotuladores, etc. No

tocarse la cara mientras se trabaja. No morderse las ufias.

12. Cubrir los cortes y abrasiones con tiritas (waterproof). Previamente se limpiaran vy

desinfectaran. Si se han producido en el laboratorio, anotarlo.

13. Lavarse las manos al terminar de trabajar, al ir al bafio y siempre que sea necesario.

Cuestiones

- Sefiala las precauciones y protecciones a cumplir en el laboratorio que consideres que son de mas

dificil consecucién o que estimes se incumplen habitualmente.

- Practica sobre “£/ laboratorio de higiene y control microbiologico en las industrias alimentarias. Principios
bdsicos y aspectos prdcticos” -
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2. EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA
DE ALIMENTOS: recuento de la microflora aerobia viable

mesofila y psicrotrofa; mohos y levaduras

PLANES DE MUESTREO Y TOMA DE MUESTRAS

Los conceptos tedricos sobre “planes de muestreos” pueden ser consultados en el libro editado por la

ICMSF titulado “Sampling for microbiological analysis: principles and specific applications”. Para la “toma de

muestras” se puede seguir la guia del Codex Alimentarius (www.codexalimentarius.net) titulada “GENERAL
GUIDELINES ON SAMPLING” (CAC/GL 50-2004).

ALIMENTOS SELECCIONADOS

Los alimentos seleccionados son filetes de pescado fresco y harinas.
Pescado

Tradicionalmente, las normas microbioldgicas para pescado fresco y congelado incluian los siguientes
pardmetros (referidos a la Orden —BOE de 15 de agosto de 1991- derogada por Real Decreto 135 de 2010):

> Flora aerobia mesofila viable: 10° ufc/g.

> Enterobacteriaceas: 10° ufc/g.

» Salmonella: ausencia en 25 g.
Ademas, fuera de la UE se recomiendan

> Flora psicrotrofa: < 10°/g. (Canada y otros paises).

»  Escherichia coli: m=10, M=500 ufc/g, n=5, ¢c=3. (ICMSF).

> Staphyloccus aureus: m=10°, M=10" ufc/g, n=5, c=2. (ICMSF).
Harinas

Tradicionalmente, las normas microbioldgicas para harinas y sémolas incluian los siguientes parametros
(referidos a la Reglamentacion Técnico Sanitaria —-BOE de 6 de julio de 1984- derogada por el Real Decreto 135
de 2010):

> Flora aerobia mestfila viable: 10° ufc/g.
> Escherichia coli: 10 ufc/g.
» Salmonella: 0/25 g.

> Mohos y levaduras: 10* ufc/g.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbioldgica de alimentos: Recuento de la flora aerobia viable
mesofila y psicrotrofa; mohos y levaduras” -
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PREPARACION Y DILUCION DE LOS HOMOGENEIZADOS

Material

Homogeneizador (Stomacher Colworth) y bolsas

Balanza

— Instrumentos esterilizados para preparar las muestras (cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, etc.).

Pipetas

Diluyente (agua de peptona al 0,1% ). Un frasco con 90 ml y tubos con 9 ml.

Un vaso de precipitados con alcohol.

Meétodo

Pesar 10 g del alimento en una bolsa de Stomacher.

Afadir los 90 ml del frasco.

— Colocar la bolsa en el Stomacher y hacer funcionar el aparato durante 1-2 minutos.

Agitar enérgicamente la bolsa con las manos y filtrar (embudo con gasa) en el mismo frasco.

Tenemos la dilucién 10™.
— Pasar 1 ml a un tubo conteniendo 9 ml de diluyente. Tenemos la dilucién 107,

— Seguir haciendo diluciones segin la contaminacion que sospechemos. En el caso del pescado
(suele estar muy contaminado) hasta 10°. En el caso de la harina (poco contaminada — es un alimento con

baja actividad de agua -a,-) hasta 102,

RECUENTO DE LA FLORA AEROBIA MESOFILA VIABLE POR SIEMBRA
EN TODO EL MEDIO.
Introduccion

La mayoria de los alimentos (salvo excepciones, como los fermentados) deben ser considerados como
inadecuados para el consumo cuando contienen niveles altos de microorganismos. El recuento de bacterias
aerobias mesdfilas se emplea como indicador y proporciona informacion sobre la higiene de la obtencion y

manipulacion, temperatura de almacenamiento, etc.
Material
» El sefialado para la preparacion y dilucion de los homogeneizados de alimentos.

= Placas de Petri de 90x15 mm.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbioldgica de alimentos: Recuento de la flora aerobia viable
mesofila y psicrotrofa; mohos y levaduras” -
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=  Pipetas (automaticas de 1 ml y puntas estériles o pipetas de vidrio — 1-2 ml).
= Bafio de agua para mantener el medio a 44-46°C.
=  Estufa de incubacién a una temperatura de 29-31°C.
= Suficiente PCA (Plate count agar o agar para recuento en placa).
=  Contador de colonias con registro automatico o rotulador.
Método

=  Preparar el homogeneizado y las diluciones de la muestra del alimento por el procedimiento

sefialado anteriormente.

= Para el pescado, depositar, por duplicado, alicuotas de 1 ml de las diluciones 10 10°y 10 en
placas petri vacias. Empezar por la més diluida. Esto supone la siembra por placa de 10* a 10° g de
alimento. Para la harina, depositar, por duplicado, alicuotas de 1 ml de las diluciones 10*, 102y 107, Esto
supone la siembra por placa de 10™ a 10 g de alimento.

= Tener fundido el medio y mantenido en el bafio de agua

= Verter en las placas de Petri 10-15 ml del medio fundido. El periodo de tiempo entre la
preparacion de las diluciones y el vertido del medio no debe superar los 20 minutos y es preferible que sea

inferior a 15 minutos.

= Mezclar el in6culo con el medio fundido, girando las placas. La forma adecuada de llevar a
cabo esta operacién seria la siguiente: a) imprimir a la placa movimientos de vaivén 5 veces en una
direccion, b) hacerla girar 5 veces en el sentido de las agujas del reloj, ¢) volver a imprimir movimientos de
vaivén en una direccién que forme angulo recto con la primera y d) hacerla girar 5 veces en sentido

contrario a las agujas del reloj.
» Una vez solidificado el medio, invertir las placas e incubarlas a 29-31°C durante 48+3 horas.
=  Calcular el recuento estandar en placa.
Resultados

Calculo del recuento estandar en placa

= Elegir las dos placas correspondientes a una dilucion que presenten entre 30 y 300 colonias.
Contar todas las colonias de cada placa. Hallar la media aritmética de los dos valores y multiplicarla por el
factor de dilucién (la inversa de la dilucion cuyas placas han sido seleccionadas). Dar el valor medio

obtenido como el recuento estandar en placa.

= Si una de las placas de la dilucién elegida presenta algo menos de 30 colonias o0 algo méas de
300, deben de contarse también todas las colonias de ambas y, como en el caso anterior, hallar la media

aritmética y multiplicarla por el factor de dilucién. Dar el valor obtenido como el recuento estandar en placa.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbioldgica de alimentos: Recuento de la flora aerobia viable
mesofila y psicrotrofa; mohos y levaduras” -
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= Cuando las dos placas de dos diluciones consecutivas presentan entre 30 y 300 colonias, deben
calcularse los recuentos estandar en placa de cada dilucion tal como se ha sefialado anteriormente y se dara
como resultado la media de los dos valores obtenidos, a no ser que uno de ellos sea superior al doble del

otro, en cuyo caso se dard como recuento estandar en placa el valor mas bajo.

= Si ninguna de las placas tiene entre 30 y 300 colonias, el valor calculado se dard como el
recuento estandar en placa estimado y el calculo del nimero de microorganismos presentes en el alimento se

lleva a cabo en la forma que se indica en los apartados que se recogen a continuacion.

= Si en las placas hay mas de 300 colonias, dividir las placas de la dilucidn mas elevada en
secciones radiales de 4 u 8 sectores y contar en dos secciones opuestas todas las colonias. Multiplicar el total

de colonias por el factor adecuado. El valor obtenido se da como recuento estandar estimado.

= Cuando no se encuentran colonias en las placas correspondientes a la dilucion mas
concentrada, expresar el recuento estandar como inferior a (<) 1 multiplicado por el factor de la dilucion

mas concentrada.

= Cuando se dan los resultados, deben utilizarse Gnicamente dos cifras significativas (un entero y
un decimal). Estas dos cifras corresponden a los digitos primero y segundo (empezando por la izquierda) de
la media de las colonias halladas o estimadas. Los digitos restantes se redondean a la baja (si el tercer digito
es inferior a 5) o al alza (si es igual o superior). Por ejemplo, si el valor calculado fue de 523.000, éste ha de
darse como 5,2x10°; si fue de 83.600, debe darse como 8,4x10".

RECUENTO DE LA FLORA AEROBIA PSICROTROFA MEDIANTE
SIEMBRA POR EXTENSION EN SUPERFICIE.
Introduccion

Los recuentos de bacterias psicrotrofas se emplean para predecir la vida Gtil de los alimentos

conservados a refrigeracién. Niveles altos indican que el alimento esta alterado o lo estara en un tiempo minimo.
Material
» El sefialado para la preparacion y dilucion de los homogeneizados de alimentos.

= Placas de Petri de 90x15 mm conteniendo 15 ml de PCA solidificado. Deben de estar bien
secas

»  Pipetas que permitan depositar 0.1 ml (automaticas con puntas estériles o pipetas de vidrio).
= Varillas de vidrio en forma de baston de hockey.
= Estufa de incubacién a una temperatura de 7°C.

= Contador de colonias con registro automatico o rotulador.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbioldgica de alimentos: Recuento de la flora aerobia viable
mesofila y psicrotrofa; mohos y levaduras” -
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Método

= Preparar el homogeneizado y las diluciones de la muestra del alimento por el procedimiento

sefialado anteriormente.

= Depositar, por duplicado, alicuotas de 0.1 ml de las diluciones 10, 10*y 10® en placas con
medio PCA solidificado. Empezar por la més diluida. Esto supone la siembra por placa de 10* a 10 g de

alimento.

= Extender las alicuotas sobre la superficie del medio tan pronto como sea posible, utilizando las

varillas de vidrio. Dejar secar durante 15 minutos.
= Incubar las placas invertidas durante 10 dias a 7°C.

= Calcular el nimero de microorganismos por gramo o mililitro de muestra siguiendo las

indicaciones anteriores. En este caso, como el indculo es de 0.1 ml, habra que multiplicar, ademas, por 10.

RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS (HARINAS)

Introduccion

Se emplean como indicadores en alimentos 4cidos o con baja a,,. Ademas, existe el riesgo potencial de

produccion de micotoxinas por parte de los mohos.
Material
» El sefialado para la preparacion y dilucidn de los homogeneizados de alimentos.

= Placas de Petri de 90x15 mm conteniendo 15 ml de agar Oxitetraciclina Gentamicina Extracto

de Levadura Glucosa (OGYEA). Deben de estar bien secas
»  Pipetas que permitan depositar 0.1 ml (automaticas con puntas estériles o pipetas de vidrio).
= Varillas de vidrio en forma de bastén de hockey.
=  Estufa de incubacién a una temperatura de 20-25°C.
=  Contador de colonias con registro automatico o rotulador.
Método

=  Preparar el homogeneizado y las diluciones de la muestra del alimento por el procedimiento

sefialado anteriormente.

= Depositar, por duplicado, alicuotas de 0.1 ml de las diluciones 10?, 102 y 107, Extender las
alicuotas sobre la superficie del medio tan pronto como sea posible, utilizando las varillas de vidrio. Dejar

secar durante 15 minutos.

» Incubar las placas invertidas durante 3-5 dias a 20-25°C.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbioldgica de alimentos: Recuento de la flora aerobia viable
mesofila y psicrotrofa; mohos y levaduras” -
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= Calcular el nimero de mohos y levaduras por gramo o mililitro de muestra siguiendo las

indicaciones anteriores. En este caso, como el indculo es de 0.1 ml, habra que multiplicar, ademas, por 10.
Resultados

Los recuentos de mohos y levaduras también pueden hacerse por siembra en todo el medio.

Cuestiones

- Una vez obtenidas las placas para los grupos microbianos realizados en la practica se observa que,
para una de estas determinaciones, solo se disponen de placas petri en la mayor dilucion con un recuento muy

superior a 300 ufc. Piensa en una forma razonable de estimacion del recuento.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbioldgica de alimentos: Recuento de la flora aerobia viable
mesofila y psicrotrofa; mohos y levaduras” -
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3. EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DE
ALIMENTOS, INDICADORES: recuento de

enterobacterias, E. coli y Staphylococcus aureus

RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS

Introduccioén

La presencia de niveles elevados de enterobacterias en un alimento tratado térmicamente indica que éste
ha sufrido un tratamiento inadecuado o que se ha recontaminado. En alimentos no tratados, sugiere que se ha
contaminado durante su obtencidn, a partir del equipo sucio o por préacticas poco higiénicas o que ha estado en

condiciones que pudieran permitir el crecimiento de bacterias patégenas.

Material

=  Elsefalado para la preparacion y dilucién de los homogeneizados de alimentos.
=  Placas de Petri de 90x15 mm.

= Pipetas (automaticas de 1 ml y puntas estériles o pipetas de vidrio — 1-2 ml).

»  Bafio de agua para mantener el medio a 44-46°C.

»  Estufa de incubacidn a una temperatura de 35-37°C.

»  Suficiente medio (Agar Bilis Glucosa Rojo Neutro Cristal Violeta; VRBGA) en frascos o

matraces.
=  Contador de colonias con registro automatico o rotulador.

Método
= Preparar el homogeneizado y las diluciones de la muestra del alimento por el procedimiento
sefialado anteriormente.

= Para el pescado, depositar, por duplicado, alicuotas de 1 ml de las diluciones 10?, 10% y 10* en

placas petri vacias. Empezar por la més diluida. Esto supone la siembra por placa de 102 a 10* g de alimento.
= Tener fundido el medio y mantenido en el bafio de agua

= Verter en las placas de Petri 10-15 ml del medio fundido. El periodo de tiempo entre la
preparacién de las diluciones y el vertido del medio no debe superar los 20 minutos y es preferible que sea

inferior a 15 minutos.

= Mezclar el inéculo con el medio fundido, girando las placas. La forma adecuada de llevar a cabo
esta operacion seria la siguiente: a) imprimir a la placa movimientos de vaivén 5 veces en una direccion, b)

hacerla girar 5 veces en el sentido de las agujas del reloj, c) volver a imprimir movimientos de vaivén en una

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, indicadores: Enterobacterias. E. coli.
Staphylococcus aureus” -
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direccion que forme angulo recto con la primera y d) hacerla girar 5 veces en sentido contrario a las agujas del

reloj.

=  Una vez solidificado el medio, se afiaden a cada placa 10 ml del mismo medio. Invertir las placas e

incubarlas a 35-37°C durante 24+3 horas.

= Calcular el nimero de presuntas enterobacterias por gramo de alimento.

RECUENTO DE Escherichia coli.

Introduccion
E. coli es una bacteria cuyo habitat natural es el tracto entérico del hombre y los animales. Por ello, la
presencia de este microorganismo en un alimento indica, generalmente, una contaminacion directa o indirecta de

origen fecal. E. coli es el indicador clasico de la posible presencia de patdgenos entéricos en agua y alimentos.

Esta determinacion se llevara a cabo utilizando Petrifilm (ver mas adelante).

RECUENTO DE Staphylococcus aureus

Introduccion

La presencia de un nimero significativo de S. aureus en un alimento se interpreta, por lo general, como
indicativo de contaminacion a partir de la piel, lesiones superadas, infecciones respiratorias, fosas nasales, etc. de
los manipuladores. También el material y el equipo sucios y los alimentos de origen animal pueden ser fuente de
contaminacion. Cuando se encuentran niveles elevados de esta bacteria en alimentos hay que pensar no sélo en
lo anterior sino también en que no han sido adecuadas las practicas de limpieza y desinfecciéon y que la
temperatura de almacenamiento ha sido alta. Ademas, los alimentos que permiten la multiplicacion de esta
bacteria (nata, jamon cocido, queso fresco, etc.) pueden ser origen de una intoxicacion ya que cuando los niveles
de S. aureus son >10° ufc/g o ml de alimento, éste puede contener toxina(s) en cantidad suficiente (0.1-1 pg)

para ocasionar los sintomas de la intoxicacion estafiloccica.

Material

El sefialado para la preparacion y dilucidn de los homogeneizados de alimentos.

»  Placas de Petri de 90x15 mm, conteniendo agar de Baird-Parker (peptona de caseina, extracto de
carne, extracto de levadura, cloruro de litio, agar, glicina y piruvato de sodio) o este mismo medio base
suplementado con reactivos (yema de huevo y solucién de telurito) que permitan diferenciar las colonias de las

cepas coagulasa-positivas.
= Pipetas que permitan depositar 0.1 ml.
= Varillas de vidrio acodadas.

»  Estufa de incubacidn a una temperatura de 35-37°C.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, indicadores: Enterobacterias. E. coli.
Staphylococcus aureus” -
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= Contador de colonias con registro automatico o rotulador.

Método y resultados
=  Preparar el homogeneizado y las diluciones de la muestra del alimento por el procedimiento

sefialado anteriormente.

= Depositar, por duplicado, alicuotas de 0.1 ml de las diluciones 10?, 10 y 10 en placas de medio

de cultivo. Empezar por la méas diluida.

= Extender los indculos sobre la superficie del medio tan pronto como sea posible, utilizando las

varillas de vidrio. Dejar secar durante 15 minutos.
= Incubar las placas invertidas durante 48 horas a 35-37°C.

=  Elegir las placas que tengan 20 y 200 colonias aisladas y contar todas las colonias negras y

brillantes de margen estrecho y blanco rodeadas de areas claras en el medio opaco.

= Calcular el nimero de S. aureus por gramo o mililitro de muestra siguiendo las indicaciones
anteriores y teniendo en cuenta que el in6culo es de 0.1 ml. Si el medio no lleva incorporado fibringeno, llevar
a cabo la prueba de la coagulasa en un nimero significativo de colonias (no menos de cinco) para dar el recuento

de estafilococos coagulasa positivos.

RECUENTO DE COLIFORMES Y Escherichia coli EMPLEANDO EL
SISTEMA PETRIFILM™

Introduccion

Las placas 3M™ Petrifilm™ constituyen uno de los mdltiples sistemas que han sido disefiados para
facilitar la realizacion del analisis microbioldgico de los alimentos. Constan de dos delgadas Idaminas con
diversos componentes que reproducen (con gran proximidad) la situacién de una placa convencional de medio de
cultivo sdlido. Al tratarse de placas ya preparadas (su utilizacién no requiere mas que la inoculacion de la
muestra, la incubacion y la lectura) y muy finas, se facilitan tanto el transporte como la realizacion de las
determinaciones y se ahorra espacio en las estufas de incubacion. Por otra parte, las placas incluyen un fondo

cuadriculado que facilita la ubicacion de las colonias.

Existen diversas placas Petrifilm™ en el mercado y se han validado diversos protocolos que emplean
estas placas para la realizacion de diversas determinaciones de interés en el andlisis microbiolégico de los

alimentos. En esta ocasion, se emplearan las placas para el recuento de coliformes y Escherichia coli.

Descripcidn de las placas y morfologia de las colonias de E. coli y de coliformes: Las placas Petrifilm™
para el recuento de coliformes y Escherichia coli contienen los nutrientes y los compuestos inhibidores del

medio Rojo Neutro Cristal Violeta con Sales Biliares (Violet Red Bile), un agente gelificante soluble en agua

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, indicadores: Enterobacterias. E. coli.
Staphylococcus aureus” -
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fria, un indicador de la actividad glucuronidasa (BCIG) y un indicador de tetrazolio que facilita el recuento de las

colonias.

Las cepas de Escherichia coli son capaces de multiplicarse en los medios con cristal violeta y sales
biliares. La mayoria de dichas cepas (en torno al 97%) producen beta-glucuronidasa, que reacciona con un
indicador (colorante, BCIG) presente en la placa Petrifilm™, lo que determina que la coloracion de las colonias

sea azulada a rojo-azulada. Por otra parte, la mayor parte (un 95%) de las cepas de E. coli producen gas a partir

de la lactosa, lo que determina que se formen burbujas de gas que se asocian a las colonias de E. coli.

Los coliformes son definidos por la AOAC y por el U.S. FDA Bacteriological Analytical Manual como
"bacilos Gram negativos que producen &cido y gas a partir de la lactosa durante la fermentacion metabélica”. Las
colonias de coliformes que crecen en estas placas de Petrifilm™ producen acido que oscurece el color del gel

(colonias rojas). Por otra parte, el gas atrapado alrededor de las colonias confirma que se trata de coliformes.

Material
El preciso para la preparacién y dilucion de los homogeneizados de alimentos.
Placas Petrifilm™ para el recuento de E. coli y coliformes (también denominadas placas Petrifilm EC).

Aplicador (disefio especifico, se comercializa con las placas Petrifilm™) para repartir el inéculo por la

zona de crecimiento de la placa Petrifilm™,
Pipetas de 1 ml.
Estufa de incubacion a 35+1°C.

Método
Preparar el homogeneizado y realizar las diluciones de la muestra del alimento por el procedimiento ya

conocido (préactica anterior).

Inocular, por duplicado, alicuotas de 1 ml de las diluciones 10" y 102 en placas de Petrifilm EC

siguiendo el procedimiento descrito a continuacion:
v Colocar la placa Petrifilm™ sobre una superficie plana y levantar la ldmina superior.

v' Con la pipeta en posicién perpendicular a la placa, depositar 1 ml en el centro de la [amina inferior

de la placa Petrifilm™,
v Bajar la lamina superior evitando introducir burbujas de aire. No dejar caer.
v" Con la cara lisa hacia abajo, colocar el aplicador en la ldmina superior sobre el inéculo.

v/ Con cuidado, ejercer una presion sobre el aplicador para repartir el indculo sobre el area circular.

No girar ni deslizar el aplicador.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, indicadores: Enterobacterias. E. coli.
Staphylococcus aureus” -
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v' Levantar el aplicador. Esperar un minuto antes de su incubacion.

Incubar las placas cara arriba en pilas de hasta 20 placas. Condiciones de incubacidén: 35+1°C durante

2442 horas.

Resultados

Contabilizar como E. coli las colonias azules con gas. Contabilizar como coliformes confirmados todas
las colonias (azules y rojas) con gas. Emplear para el recuento las placas con una gama de colonias situada entre
15y 150.

Observacion importante:- Las condiciones de incubacion y la lectura de los resultados son ligeramente
diferentes dependiendo del tipo de muestra que se esté analizando y del organismo de referencia que ha evaluado
el método. Los datos proporcionados en este guion son los que se emplean para el andlisis de carne, pescado y

derivados, siguiendo las recomendaciones de la AOAC.

Cuestiones

- Reflexione sobre la importancia de no formar burbujas de gas al inocular el “petrifilm”. ;Por qué?

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, indicadores: Enterobacterias. E. coli.
Staphylococcus aureus” -
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4. EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA
DE ALIMENTOS, PATOGENOS: Salmonella

Introduccion

La deteccion de la presencia de Salmonella en muestras de alimentos se lleva a cabo con relativa
frecuencia en los laboratorios de analisis, pues el criterio "Ausencia de Salmonella en 25 gramos" forma parte de

diversas normas microbioldgicas.

La metodologia disponible para llevar a cabo tal determinacién es muy numerosa. Al mismo tiempo
que, sobre una misma metodologia base, dependiendo del tipo de muestra, se pueden llevar a cabo diversas

modificaciones para aumentar la eficacia del método.

Estéa fuera del ambito del presente protocolo una revision de la metodologia disponible para la deteccién
de Salmonella en los diversos tipos de productos alimenticios. Aqui Unicamente se hara mencion al
procedimiento que, con caracter general, se suele considerar como "de referencia” en relacion con la deteccion

de Salmonellal.

En este procedimiento de referencia, el aislamiento e identificacion de salmonelas a partir de alimentos

se lleva a cabo del siguiente modo:

1.- PRE-ENRIQUECIMIENTO: SIEMBRA EN MEDIO DE ENRIQUECIMIENTO NO SELECTIVO

(sin sustancias inhibidoras).

Tanto para muestras de alimentos que han sido sometidos a tratamientos de congelacion, desecacion,
irradiacion, calentamiento, etc. en los que es de esperar que las salmonelas se encuentren en estado "latente™ o de
"escasa actividad fisiologica", como en el resto de muestras de alimentos la primera siembra conviene hacerla en
un medio de enriquecimiento no selectivo, es decir, que no contenga sustancias inhibidoras. Asi se consigue que
las células bacterianas "debilitadas" o "lesionadas” puedan iniciar su multiplicacién, sin el inconveniente que
supone la presencia en el medio de sustancias inhibidoras del crecimiento microbiano. En alimentos en los que
los tratamientos tecnoldgicos no permitan sospechar la presencia de células "lesionadas”, este
preenriguecimiento (o enriquecimiento no selectivo) también mejora las posibilidades de deteccion de las células
de Salmonella que pudieran estar presentes. Como medio de pre-enriquecimiento suelen utilizarse caldo
lactosado (ampliamente utilizado en Estados Unidos) 6 agua de peptona tamponada (utilizada mayoritariamente
en Europa e incluida en la norma ISO 6579:1993).

El mismo aparece descrito en la norma "ISO 6579:1993. Microbiology. General guidance on methods for the detection of Salmonella",
cuya version europea y nacional actualizada es la norma "UNE-EN 12824:1998. Microbiologia de los alimentos para consumo humano y
alimentacion animal. Método horizontal para la deteccion de Sa/monella (ISO 6579:1993., modificada)".

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, patégenos: Salmonella -
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2.- SIEMBRA EN CALDO DE ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO (con sustancias inhibidoras).

La segunda etapa conlleva el empleo de un caldo de enriquecimiento selectivo, medio que contiene
sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano. Estas sustancias frenan el crecimiento de una serie de bacterias
competidoras que se encuentran generalmente en los alimentos en mucho mayor nimero que las salmonelas
(otras enterobacteriaceas, principalmente) y que crecen mejor que ellas en los medios de cultivo corrientes, sin
que tengan efecto o lo tengan escaso sobre las propias salmonelas. Frenada la microbiota acompafante, las

salmonelas pueden iniciar su crecimiento y multiplicacion mas facilmente.
Los caldos de enriquecimiento selectivo méas utilizados son los siguientes:
= caldo tetrationato, caldo tetrationato verde brillante
= caldo selenito, caldo selenito cistina
= caldo Rappaport y sus modificaciones.

= Se aconseja, por lo general, utilizar dos caldos de enriquecimiento selectivo para cada
aislamiento. El protocolo ISO 6579:1993 recomienda emplear caldo Rappaport-Vassiliadis
(peptona de soja, cloruro sodico, fosfato potasico, cloruro de magnesio y verde malaquita) y

caldo selenito cistina (peptona, lactosa, fosfato de sodio, selenito de sodio y L-cistina).

3.- SIEMBRA A PARTIR DE LOS MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO EN PLACA DE AGAR
SELECTIVO.

Los cultivos en caldo de enriquecimiento selectivo se resiembran en placas de agar selectivo, con el fin
de obtener colonias individuales. Estos medios solidos llevan también sustancias inhibidoras del crecimiento
bacteriano e indicador/es que colorea/n especificamente determinadas colonias, permitiendo asi (con ayuda de su

morfologia) el reconocimiento de las colonias sospechosas de pertenecer a salmonelas.
Existen varios medios sdlidos selectivos para salmonelas:
e agar verde brillante (BGA)
e agar verde brillante de MacConkey
e  agar Hektoen
e  agar Xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)
e agar bismuto sulfito
e  agar Salmonella-Shigella (SS),
o etc.

Se aconseja sembrar de cada caldo de enriquecimiento selectivo en dos medios sélidos distintos.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, patégenos: Salmonella -



22

Practicas de Higiene y Control Microbiologico
en las Industrias Agroalimentarias

El protocolo 1SO 6579:1993 sugiere emplear agar XLD (Xilosa Lisina Desoxicolato Agar) y agar verde

brillante (bilis, lactosa, peptona y verde brillante).

4.- COMPROBACION DE QUE LAS COLONIAS SOSPECHOSAS DE SER SALMONELAS
EFECTIVAMENTE LO SON: PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Dos colonias sospechosas de ser salmonelas, procedentes de cada uno de los medios sélidos, deben

someterse a pruebas de identificacion bioquimica. He aqui algunas propiedades bioguimicas de las salmonelas.

Fermentacién de azlcares Otras pruebas
(con o sin produccidn de gas):

Glucosa + Ureasa -
Manitol + Movilidad +
Sacarosa - Indol -
Salicina - SH, +/-
Lactosa -

Sorbitol +

5.- IDENTIFICACION SEROLOGICA.

Las cepas que dan reacciones bioquimicas propias de las salmonelas se someten a identificacion
seroldgica. En los laboratorios de microbiologia de los alimentos suele hacerse Unicamente una identificacion
seroldgica (prueba de aglutinacion) con el antisuero polivalente O (somatico). Puede emplearse también el
antisuero polivalente H (flagelar). Las cepas que dan una aglutinacién positiva con estos sueros deben enviarse a

un Centro Nacional especializado para su identificacion.
6.- TIPIFICACION.

La tipificacién por procedimientos seroldgicos, por fagos o por procedimientos genotipicos
generalmente se lleva a cabo en Laboratorios de Referencia. En Espafia, el Centro Nacional de Referencia para
Salmonella esta ubicado en el Centro Nacional de Microbiologia, dependiente del Instituto de Salud Carlos Il
(Majadahonda, Madrid).

Material
= Homogeneizador.
= Pinzasy tijeras.
= Pipetasde 1y 0,1 ml.
= Matraces Erlenmeyer o recipientes con tapon de rosca de 250 ml.

=  Placas de Petri.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, patégenos: Salmonella -
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= Medios de cultivo y reactivos:

% agua de peptona tamponada (peptona, cloruro sédico y fosfato potasico).

% caldo selenito cistina,

«» caldo Rappaport-Vassiliadis.

« Agar Verde Brillante.

< Agar XLD.

<+ Agar nutritivo en tubos, también conocido como “agar inclinado” (peptona, extracto
de carne, cloruro sodico y agar).

«» Colorantes para la tincion de Gram (las bacterias Gram positivas se visualizaran de
color moradas y las bacterias Gram negativas se visualizaran de color rosa o rojo).

< Agar TSI. Contiene lactosa, sacarosa y glucosa, asi como una fuente de hierro y otra
de azufre. Asimismo incluye rojo fenol como indicador. Se prepara en tubos de forma
que la parte inicial presente una superficie inclinada.

« Agar LIA. Contiene glucosa, L-lisina, una fuente de hierro (citrato férrico aménico) y
una fuente de azufre (tiosulfato sddico), asi como purpura de bromocresol. Se prepara
en tubos de forma que la parte inicial presente una superficie inclinada.

«» Antisuero polivalente O.

Método y Resultados
1) PREENRIQUECIMIENTO.

a) Pesar en una bolsa de Stomacher estéril 25 g del alimento.

b)  Afadir a la bolsa 225 ml de agua de peptona tamponada estéril.
c) Homogeneizar

d) Incubar a 37°C durante 24 horas.

2) ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

e) Transcurrido el periodo de incubacion, mezclar el contenido de la bolsa y filtrar. A continuacion
afiadir 100 pl del filtrado a 10 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis. Al mismo tiempo afiadir 10 ml del mismo

filtrado a 100 ml de caldo selenito cistina.

f)  Incubar los caldos de enriquecimiento selectivo a 42°C (el Rappaport-Vassiliadis) y a 37°C (el

selenito cistina) durante 24-48 horas.
3) AISLAMIENTO.

g) A las 24 horas, inocular un asa de cultivo con cada caldo y sembrar en una placa de agar verde

brillante y en otra de agar XLD, de forma que se obtengan colonias independientes.

h) Incubar las placas durante 24 h a 37°C. Si no aparecen colonias tipicas, incubar otras 24 horas.

Asimismo, si tras dichas 24 horas de incubacion no se aprecian colonias tipicas en los medios sélidos, se procede

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, patégenos: Salmonella -
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a una nueva siembra en agar verde brillante y agar XLD (tal y como se describe en el apartado anterior), a partir

de los caldos de enriquecimiento selectivo (que, por tanto, llevaran en incubacion 48 horas).

v' En agar verde brillante, la presencia de colonias de Salmonella otorga al medio

un color rojo intenso, mientras que las colonias presentan asimismo un color rojo intenso.

v' Enagar XLD las colonias tipicas de Salmonella son de color rosa con o sin una
coloracion negra en su parte central. En muchas ocasiones, las colonias de Salmonella
presentan una amplia parte central de color negro brillante o pueden incluso aparecer
completamente negras. Algunas cepas atipicas de Salmonella originan colonias amarillas con

la parte central puede aparecer o no de color negro.
i) Elegir 2-3 colonias caracteristicas de cada placa y proceder a su identificacién bioquimica.
4) IDENTIFICACION BIOQUIMICA.

j) Tomar las colonias seleccionadas en el punto i) del apartado 3) e inocular cada una en un tubo
conteniendo agar TSI inclinado. La inoculacién debe hacerse sembrando por estria en la superficie inclinada
y por picadura en la parte inferior (no inclinada). Sin flamear el asa, proceder de modo idéntico en un tubo

conteniendo agar LIA también inclinado.
k) Incubar a 35-37°C durante 24 horas.

Interpretacion de los resultados de las pruebas de identificacién bioquimica: Las cepas de Salmonella se

caracterizan por mostrar las reacciones siguientes:

e  Agar TSI.- Parte inclinada alcalina (roja), fondo amarillo (4cido), con o sin ennegrecimiento. La
parte inclinada alcalina es indicativa de que el microorganismo inoculado no fermenta la sacarosa ni la lactosa,

mientras que el fondo amarillo corresponde a la fermentacion de la glucosa.

e  Agar LIA.- EI medio aparece purpura en el fondo (reaccion alcalina) con o sin ennegrecimiento

(produccién de SH,). La reaccion alcalina es indicativa de la descarboxilacion de la lisina.
En este medio (agar LIA) pueden apreciarse otras combinaciones:
* Lisina (-) y glucosa (+).- Todo el tubo amarillo.
* Lisina (-) y glucosa (-).- Todo el tubo parpura......Pseudomonas.

Nota.- Excepcionalmente, pueden encontrarse cepas de salmonelas que fermentan la sacarosa o la
lactosa. En este caso, la reaccion en TSI no serd caracteristica (todo el medio amarillo), pero si lo ser en LIA,
porque este medio no contiene sacarosa ni lactosa (sélo glucosa). También ocasionalmente pueden hallarse cepas

de salmonelas que no descarboxilen la lisina, pero su reaccion en TSI serd caracteristica.
5) IDENTIFICACION SEROLOGICA.

Llevar a cabo la identificacion seroldgica con un suero polivalente O. Realizar la aglutinacion en la

forma indicada por la firma suministradora.

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, patégenos: Salmonella -
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EJEMPLO DE UNA PAGINA DE REGISTRO A UTILIZAR PARA ANOTAR LOS RESULTADOS EN EL LABORATORIO

DATOS
FECHA | HORA MUESTRA Y IDENTIFICACION | CADUCIDAD ANALISIS VOLUMEN | \eplo | DELAS | RESULTADOS | COMENTARIOS
OBSERVACIONES SEMBRADO PLACAS

PESCADO Mesofilos

Psicrotrofos

Enterobacteriaceae

Escherichia colli

S. aureus

Salmonella

HARINAS Mesofilos

Mohos y levaduras

E. coli

Salmonella

- Practica sobre “Evaluacion de la calidad microbiolégica de alimentos, patégenos: Salmonella -
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5. METODOS RAPIDOS Y AUTOMATIZADOS UTILES
PARA ESTIMAR E IDENTIFICAR MICROORGANISMOS EN
LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

MEDIOS CROMOGENICOS

Introduccion

Cuando los microorganismos crecen en presencia de determinados componentes organicos (sustratos
cromogeénicos) y tintes pueden producir color o fluorescencia bajo la luz UV. Mediante el uso de estos medios se
emplean las particulares propiedades de los microorganismos para su diferenciacion, tanto caracteristicas
bioguimicas conocidas desde hace tiempo como otras recientemente descubiertas y que dan origen a nuevos

medios cromogénicos mas eficaces para la deteccion e identificacion de bacterias.

Material y Método
En esta practica utilizaremos el agar RAMBACH (peptona, extracto de levadura y mezcla de agentes
selectivos y cromogénicos) para Salmonella, observandose la apariencia de las colonias que se indica a

continuacion:

Color Bacteria

Rojo Salmonella spp.

Violeta azulado/azul | Coliformes

Incoloro/amarillento | Otras enterobacteriaceas

IDENTIFICACION MEDIANTE GALERIAS:

Introduccion

En la actualidad existen en el comercio numerosas galerias de identificacion microbiana. La mayoria
han sido disefiadas para la identificacion de microorganismos de origen clinico. No obstante, desde hace ya
varios afios estos sistemas estan siendo utilizados para microorganismos aislados de alimentos, lo que facilita
enormemente la tarea de identificacién. Existen multiples galerias para bacterias gram-positivas, gram-negativas

y levaduras.

Material y Método

Utilizaremos una galeria para la identificacion de microorganismos gram negativos no entéricos,
denominada API 20 NE, que se basa en 8 pruebas bioquimicas y 12 pruebas de asimilacion de sustratos, en
formato miniaturizado (20 microtubos en los que hay los reactivos adecuados deshidratados).

- Practica sobre “Métodos rdpidos y automatizados utiles para estimar e identificar microorganismos en la
industria alimentaria” -
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Resultados
Se obtendra el perfil de identificacion y el taxon asociado a ese perfil utilizando el programa

informéatico APILAB (https://apiweb.biomerieux.com).

BACTOMETER:

Existen diferentes métodos electrométricos que permiten conocer, entre otras aplicaciones, la carga
microbiana de un alimento (Bactometer, Bac-trac, Malthus). Se fundamentan en la capacidad de los
microorganismos para crecer en un medio de cultivo produciendo cambios en su composicion y, por tanto,
alteraciones de sus propiedades eléctricas que seran detectadas por unos electrodos y registradas en un equipo
informatico.

El Bactometer permite elegir la sefial eléctrica (capacitancia, conductancia, impedancia) mas apropiada
para nuestra finalidad. Algunas de sus aplicaciones son: estimar los niveles iniciales de carga microbiana en
materias primas, prediccion de la vida Gtil de alimentos, pruebas de verificacion de esterilidad, estudios de

crecimiento microbiano.

Se realizara una demostracion del funcionamiento de este equipo, a partir de un homogeneizado

simulado de un alimento y hasta la obtencidn del resultado final en la pantalla del ordenador.

Equipo Bactometer (bioMérieux Espafia S.A.)

- Practica sobre “Métodos rdpidos y automatizados utiles para estimar e identificar microorganismos en la
industria alimentaria” -
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6. EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA Y
QUIMICA DEL AGUA

La legislacion sanitaria exige que las aguas de consumo publico tengan una buena calidad
microbiolégica que no ponga en peligro la salud del consumidor. Asimismo, el agua empleada para la
preparacion de alimentos tiene que cumplir estas caracteristicas de potabilidad. Estos criterios se aplicaran a
todas las aguas que, independientemente de su origen y del tratamiento de potabilizacion que reciban, se utilicen

en la industria alimentaria o0 se suministren a través de redes de distribucién puablicas o privadas, depdsitos o

cisternas. La responsabilidad del control (autocontrol) recaera en el propio gestor del agua.

DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

En la tabla que se presenta a continuacion se resumen los pardmetros microbiolégicos que marca la
legislacion espafiola (Dir 98/83/CE, incorporada al derecho interno espafiol por el REAL DECRETO 140/2003,

de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios de la calidad del agua de consumo humano,

Anexo I):
Parémetro Muestra Limite
(ml) (ufc)
Microorganismos totales a 22°C 1 100
Coliformes y Escherichia coli 100 0
Enterococos 100 0
Clostridium perfringens 100 0

La regulacion del proceso de elaboracion, circulacion y comercio de aguas preparadas envasadas
(RD 1799/2010), y de las aguas minerales naturales y de las aguas de manantial envasadas (RD 1798/2010),
[Cl]exigen el control de los siguientes pardmetros microbiolgicos (después del envasado; incorporan
parcialmente la Directiva 98/83/CE):

Parametro Muestra Limite
(ml) (ufc)
Gérmenes totales a (20 - 22°C / 72 h) 1 100
Gérmenes totales a (37 °C / 24 h) 1 20
Bacterias coliformes (44,5 °C) 250 Ausencia
Escherichia coli (37 °C) 250 Ausencia
Estreptococos fecales / Enterococos 250 Ausencia
Anaerobios sulfito-reductores esporulados / Clostridium perfringens 50 Ausencia
(incluidas esporas)
Pseudomonas aeruginosa 250 Ausencia

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbioldgica y quimica)’ -
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DETERMINACION DE MICROORGANISMOS COLIFORMES
Introduccion

En todos los andlisis de aguas es necesario determinar el recuento de microorganismos coliformes dado
su interés como grupo de bacterias indicadoras de contaminacion fecal. Sin embargo, dado que no todos los
microorganismos coliformes son de procedencia fecal, es necesario llevar a cabo diversas determinaciones en el

laboratorio.
Los distintos tipos de microorganismos coliformes que nos podemos encontrar son los siguientes:

= Coliformes probables: Grupo de microorganismos que son capaces de fermentar la lactosa con

produccion cuando se incuban en un caldo lactosado a 37°C.

= Coliformes totales: Se refiere a los microorganismos descritos con anterioridad una vez que
han sido confirmados por resiembra en caldo lactosado con verde brillante y bilis (y contindan
fermentando lactosa) o en medio s6lido eosina-azul de metileno (EMB). Se incluyen en este

grupo los géneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter.

=  Coliformes fecales: Se determinan resembrando los coliformes totales en caldo EC (tripteina,
lactosa, sales biliares, fosfato dipotasico, fosfato monopotésico y cloruro de sodio) y las

condiciones se hacen mas selectivas incubando a 44°C.

Material y Métodos

Para su determinacion se puede emplear técnicas contrastadas, como el método de filtracién a través de
membrana (TTC/tergitol) y el método del nUmero més probable (NMP), que se basa en la siembra de varios
tubos con distintos volimenes del agua a estudiar, estimando el nimero de microorganismos en funcién de los
tubos que dan resultado positivo. Existen métodos comerciales que simplifican en gran medida estas
determinaciones. Por ejemplo, el kit Colilert-18® con el dispositivo Quanti-Tray® (IDEXX) que permite
detectar y/o cuantificar el contenido de coliformes totales y E. coli a partir de un volumen de 100 ml del agua a
analizar. Cuando los coliformes totales metabolizan el indicador ONPG (O-nitrofenil 3,D-galactopirandsido) la
muestra toma una coloracion amarilla. Cuando E. coli metaboliza el indicador MUG (4-metil umbeliferil ,D-
glucurénido) produce fluorescencia. Este sistema estd aprobado por la Agencia de proteccion del medio
ambiente de los Estados Unidos (US EPA).

Procedimiento de enumeracidon Quanti-Tray®: (a) afadir el contenido de un vial de reactivo a una
muestra de 100 ml de agua (b) agitar hasta disolucion (c) verter la mezcla en un dispositivo Quanti-Tray® y
sellar con la selladora (d) incubar la bandeja a 35 £0.5 °C durante 18-22 horas (e) leer los resultados y calcular
segun la tabla del NMP.

Procedimiento de presencia / ausencia: incubar directamente la mezcla reactivo/muestra (precalentar

previamente la muestra a 33-38 °C).

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbioldgica y quimica)’ -
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Interpretacion de los resultados:

Aspecto Resultado
amarillo + (coliformes totales)
Amarillo y fluorescencia + (E. coli)

Tabla de NMP para dispositivo Quanti-Tray de 51 celdas

N° de celdas que

producen una

reaccion positiva, por - Ndmeromds  Limites de confianza de! 95%

muestra de 100ml probable Inferior Superior
0 3 00 37
1 1.0 0.3 5.6
2 2.0 06 73
3 31 1.1 9.0
4 4.2 1.7 10.7
5 5.3 2.3 12.3
6 6.4 3.0 139
7 7.5 37 15.5
8 8.7 45 171
9 99 53 18.8
10 11.1 6.1 20.5
1 12.4 7.0 221
12 137 79 239
13 15.0 88 257
14 164 9.8 215
15 17.8 10.8 294
16 19.2 119 3.3
17 207 13.0 33.3
18 22.2 14.1 35.2
19 238 15.3 373
20 254 16.5 394
21 271 177 416
22 28.8 19.0 439
23 306 204 46.3
24 324 218 487
25 34.4 233 512

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbioldgica y quimica)’ -
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DETERMINACION DE ESTREPTOCOCOS FECALES / ENTEROCOCOS.

Se consideran estreptococos fecales a los microorganismos Gram positivos, aerobios o0 anaerobios
facultativos, catalasa negativos que fermentan la glucosa con produccion de acido a 37°C en 48 horas. Se
incluyen en este grupo las especies Enterococcus faecium, E. durans, E. faecalis y Streptococcus bovis y S.

equinus.

Material y Métodos

La determinacion se realiza por una prueba del nimero més probable, utilizando como medio de cultivo
el caldo Kanamicina-Esculina-Azida (KEA), que se incuba a 37°C 24+24 horas. La azida sédica presente en este
medio inhibe a los microorganismos Gram negativos y los estreptococos presentes son capaces de crecer en
presencia de kanamicina y utilizan la esculina, dando un caracteristico color negro al reaccionar con el indicador
de citrato férrico-amonico. Las siembras se realizan de igual forma que la descrita para los microorganimos

coliformes.

Determinacién de enterococos por la técnica del nimero mas probable.

e Tubos con 10 ml de caldo KEA de doble fuerza (a doble concentracion).
e Tubos con 10 ml de caldo KEA.

e  Gradilla para tubos de ensayo.

e  Pipetas de vidrio: 10 ml, 1 ml, 0.1 ml.

e  Estufa de incubacion.

a) Colocar en una gradilla tres series de tubos de caldo KEA (la primera de las series compuesta de

tubos con caldo de doble fuerza).

b) Inocular respectivamente 10 ml, 1 ml y 0.1 ml de la muestra de agua en cada una de las series (es
decir, a los tres tubos de la primera serie les afiadimos 10 ml, a los tres de la segunda 1 ml y a los tres de la

tercera 0.1 ml).

¢) Incubar los tubos a 37°C durante 24 horas (en caso de resultado negativo prolongar otras 24 horas).
Estimar el nimero méas probable de enterococos mediante lectura en las tablas del NMP (son tubos positivos los

que presenten turbidez y color negro).

Para la determinacion de enterococos por filtracion se emplea el medio de Slanetz y Bartley (triptosa,
extracto de levadura, dextrosa, fosfato potasico, azida sodica, TTC y agar), en el que las colonias tipicas de

enterococos presentan un color rojo ladrillo.

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbioldgica y quimica)’ -
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DETERMINACION DE CLOSTRIDIOS SULFITO-REDUCTORES / C. perfringens

Este grupo comprende bacterias de morfologia bacilar, Gram positivas, anaerobias estrictas, que pueden
formar esporas y con actividad sulfito reductora. El recuento se realiza en el medio agar m-CP (lleva D-
cicloserina y polimixina B que inhiben otros crecimientos, pdrpura de bromocresol que permite diferenciar las
colonias que fermentan la sacarosa, difosfato de fenolftaleina, entre otros). Al tratarse de microorganismos
anaerobios, el medio lleva agar y para inocularlo hay que fundirlo y hervirlo previamente para eliminar el
oxigeno disuelto. Tras inocular y solidificar el medio, se incuba en condiciones anaerobias a 44 °C durante 24
horas (en jarra de anaerobios). Las colonias de Clostridium perfringens son de color amarillo opaco que cambian

a color rosa o rojo al cabo de 20-30 segundos de exposicion a vapores de hidréxido aménico (almohadillas).

Material y Métodos
La legislacion vigente recomienda su determinacion mediante filtracion a través de membrana

utilizando el medio descrito anteriormente.

Recuento de C. perfringens mediante filtracién

e Embudo de filtracién con sistema de vacio.

Filtros estériles de 0.45 um de didmetro de poro.

Placas de medio de cultivo adecuado (agar m-CP).

Diluyente general (peptona bacteriologica 0.1%) estéril.
e  Pinzas estériles.
a) Colocar un filtro estéril en el embudo y filtrar 100 ml del agua problema.
b) Lavar con 30 ml de diluyente de peptona estéril.
c) Transferir el filtro a la superficie del agar m-CP.
d) Incubar a 44°C/24 horas en jarras de anaerobios.

e) Contar las colonias de color amarillo opaco que cambian a color rosa o rojo al cabo de 20-30

segundos de exposicion a vapores de hidroxido amonico (almohadillas).

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbioldgica y quimica)’ -
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TECNICA DEL NMP

TECNICA DE FILTRACION

10ml Tml oi m =
O O O
Tubos de caldo
O O O apropiado
O O O
l T°C/t hs
@ O O | wwr
. . O 3-2-0
@ @ O
¢ confirmacion
v
TABLAS NMP

Vml
¢ AMUEST RA

~—____ BOMBA VACIO

FILTRO DE MEMBRANA
(0.45um)

T°C /ths

\ diferencial )

RECUENTO COLONIAS

Clostridium perfringens

en m-CP agar

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbiologica y quimica)’ -
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Valores del Namero Més Probable (NMP) en 100 ml de agua problema para tres tubos inoculados
de cada una de tres diluciones decimales consecutivas (adaptado de W. F. Harrigan, Laboratory Methods in

Food Microbiology, tercera edicion, 1998, Academic Press).

N° tubos positivos

3 tubos 3 tubos 3 tubos NMP
de 10 mi de1lml de 0,1 ml
0 0 0
8 0 1 0.3
0 1 0 0.3
0 2 0 0.6
1 0 0 0.4
1 0 1 0.7
1 2 0 1.1
1 2 1 1.5
1 3 0 1.6
2 0 1 1.4
2 0 2 2.0
2 1 1 2.0
2 i} 2 3.0
2 2 0 2.0
9 2 1 3.0
2 2 o) 325
5 o) 3 4.0
2 3 0 3.0
2 3 1 3.5
3 0 1 4.0
3 1 0 4.5
3 1 2 115
3 1 3 16.0
3 2 1 15.0
3 3 2 110.0
3 3 3 140.0 +

Limites de
Confianza
95%

<0.1-1.7

<0.1-2.1

0.2-2.8

0.5-5.0

<l-13
1-18

<10-140
10-240
30480

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbiologica y quimica)’ -
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R.D. 140/2003
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(1} Eatos valarss pETEMATABGE barfaspandan 8 s sonoenmackin manamsninn reakiual an el agus, oo louksds N aragla a e aaranadatioss de (o migraoein

e chal pANMEND SO MeInandSe Ve Gn Sariacio con &l agus.

La SMIeda QUE COMErciales aaios Noducstog Breseniund 8 08 gestorss ool ehasesimiants ¥ o ks

o lax B8 19 IO LTI EHTEBCHn

que nonredite In migmoidn méxeme del producto oomemiel =n oontaote aon el agus de oommuma utiliedo segin Ios espenifinaciones de tao del febrioante.

L. Paramatros indicadores

Parden airoe Wl or paon dlrioo Mol
31. Bactariaa coliformas ... . iiea i 0O UFC En 100 ml
3Z. Racusnto ds colonies a8 22 °C
Alasalidada ETAP .. . . e aaiian- 100 UFC En 1ml
Enrmed de distribuckdn . ....cocveniiii i iiire e i s s n e Sin cambios
andmalos
200 ng/sl
060 mg/sIl
Sin cembics mgri 1
andmalos
38. Clorocomblnadoresidual ... iviiie e 0 mgsl 3 ; 4
37. Clore libre residus| 1.0 mg/l ¥
38. Cloruro..... 280 mgsl
B GO . cons ccmi ciiws ol sode RS SERES DRNAG HRASESIS S S R SR ¢ 15 mgsl P Co
A0, Conductividad ..o e s e rrrr s 2.600 pSfocm! 8 2000 B
A HIBRE w3 c2mar s Sopns Soas Touss ATIES SRR SERE I T I T SR - 200 1
42, Mangamao .......................... B0
OB MO i o s v wiisioe m S s wi s wievase e S 0 V3 S T 3 a2b 0L Indica de dilucidn
a4 Dxldahllldad ............................................................ 5.0 g Cra 1 1
4E. pH: By&
Valor param&trco minlm .. .oooovn i v e s 3.5 Linicades de pH
Valor pEREMEITGO MERIITIO & cearecannre iaannismmannamnnnres 8.6 Unidades da pH
ol [T . B3~ BT O™ | N N -] L
Pardmetio Valor paramétrico Notas
A8, SUHAtO .. e e i 250 mg/I|
49. Turbidez:
A la salida de ETAP y/0 depésito 1 UNF
Enred de distribUucion .........coiiiiiiiiioiiiin e e 5 UNF
Notas: 3

(1) En abastecimientos mayores de 10.000 m* de agua distribuida por
dia se determinard carbone orgénico total, en el resto de los casos, oxi-
dabilidad.

{2) Los valores paramétricos se refieren a niveles en red de distribucién.
La determinacion de estos pardmetros se podra realizar también «in situs.

En el caso de la industria alimentaria, este parametro no se contemplara
en el agua de proceso.

Se determinard cuando_se utilice el ¢loto o sus derivados en el
tratamiento de potabilizacion. [

Si'se uiiliza el didxido de cloro se determinarén dloritos a la salida de
la ETAP.

(4) Se determinara cuando se utilice la cloraminacidn come método
de desinfeccién.

(5) El agua en ningun momento podrd ser ni agresiva ni incrustante.
El resultado de calcular el indice de Langelier deberfa estar comprendido
entre +/— 0,5,

(6} Para la industria alimentaria, el valor minimo podré reducirse a 4,5
unidades de pH.
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DETERMINACIONES QUIMICAS

DETERMINACION DE NITRATOS / NITRITOS / AMONIO EN AGUAS

Introduccion

Los nitritos y nitratos, junto con el amoniaco, son tipicos indicadores de contaminacion del agua. Se
forman por degradacion de proteinas vegetales y animales (heces y orinas). Segun sean las condiciones del agua,
el amoniaco puede acumularse o bien puede ser transformado en nitrato por las bacterias, con ayuda del oxigeno

(nitrificacion). Los nitratos evolucionan (reduccién) a nitritos.

Es frecuente que exista un exceso de nitratos en las aguas procedentes de explotaciones agricolas y de
vertidos de industrias. El origen de la mayoria de estas contaminaciones esta en la actividad intensiva de la
agricultura y a algunos vertidos incontrolados. Las malas practicas agricolas, como un elevado uso de
fertilizante, es la causa principal de contaminacion. En Espafia el valor maximo permitido de nitratos en el agua

potable segun la legislacion es de 50 mg/l.

Material y Métodos
Su determinacion se realizarda mediante un kit comercial (Merck) segin el protocolo descrito en las

hojas anexas.

DETERMINACION DEL CONTENIDO EN CLORO. MEDICION DEL pH

a) Demanda de cloro de un agua

Introduccion
El cloro se utiliza fundamentalmente como desinfectante de las aguas. En ellas, el cloro produce una

serie de reacciones:
Cl, + H,0 & HOCI + H+ + CI' < H+ + OCI

El 4cido hipocloroso (HOCI) ejerce la principal accién desinfectante. El cloro existente en el agua en
forma de acido hipocloroso o iones hipoclorito (OCI) se conoce como cloro disponible libre. De otro lado, el
cloro existente en el agua combinado quimicamente con el amoniaco o con compuestos organicos nitrogenados
(proteinas o aminoacidos) se conoce como cloro disponible combinado. Asi pues, se entiende por demanda de
cloro a la diferencia existente entre la cantidad de cloro afiadida al agua y la de cloro disponible en la misma, es

decir, la cantidad de cloro que el agua ha "gastado" para su depuracion.

Se basa en la capacidad oxidante del cloro residual para convertir el yoduro potasico (KI) en yodo libre.
El cloro afiadido al agua se va a utilizar en la oxidacion de la materia organica (depuracion) y el resto oxidara al
yoduro potasico dando lugar a la aparicion de yodo libre. Este se detectara por la aparicion de mayor o menor

intensidad de color al reaccionar con el almidon. Una mayor intensidad de color indicara mayor cantidad de
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yodo libre que ha reaccionado con el almidén y, por tanto, indica una gran cantidad de cloro residual (que no ha

1S &
3

D. de Higiene y Tecnologia de los Alimentos

reaccionado con ninguna sustancia del agua) traduciéndose en una demanda de cloro menor (cantidad necesaria

para la depuracion).

Debe considerarse que pueden formarse en el agua cloraminas, reaccién del cloro con el amoniaco,

constituyéndose el cloro residual combinado, con menor poder oxidante y desinfectante que el cloro residual

libre.
Material

o Lejia de hipoclorito comercial diluida (25 ppm)

e Solucién yodurada-almidonada: 0,2g de almidon soluble+0,005g de cloruro de mercurio en
agua; verter sobre 100ml de agua hirviendo, mantener ebullicion 30-40 minutos. Enfriar,
completar volumen a 100ml. Reposar 24 horas, filtrar y afiadir 1g de yoduro potasico.

Método

a) Tomar 5 tubos conteniendo cada uno 10ml del agua problema

b) Se afiaden 4, 6, 10, 14, 16 gotas de la solucion de lejia a cada tubo respectivamente. Otro tubo
con agua destilada se utilizara como control

c) Agitar los tubos y dejar reposar 30 minutos, agitandose a los 15 minutos

d) Afadir 5 gotas de la solucién yodurada-almidonada. Agitar y anotar el primer tubo de la serie
en el que aparece la reaccién positiva (coloracion azul mas menos intensa).

Resultados

La demanda de cloro del agua analizada sera:

GC Imli

V =—XCX———Xx
\Y, 30gotas

G= numero de gotas afiadidas

C= concentracion de Cl, en la lejia utilizada (ppm)
V= volumen de agua problema (ml)

V= demanda de cloro (ppm Cl,)

K= coeficiente uniformizador de unidades

Es posible utilizar diferentes kits comerciales para la determinacion de algunos parametros fisicos y
quimicos relacionados con el control del agua. En las hojas anexas se presentan los protocolos comerciales para
la determinacion fotométrica del pH y del cloro (Spectroquant®, Merck)
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DETERMINACION DE LA DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO DE UNA MUESTRA DE
AGUA (OXIBILIDAD AL PERMANGANATO)

Introduccion

Esta determinacion es usada para medir el equivalente en oxigeno de la materia organica (biodegradable
0 no) contenida en nuestra muestra de agua y que es susceptible de oxidacion. Ello se consigue mediante la
oxidacién con permanganato potasico (KMnQ,) en caliente y en medio acido de la materia organica presente en

el agua problema.

Material
e Solucién de KMnO, 0.01N
e Solucién de H,SO, 1:3
e Acido oxalico 0.01N
Método

En un matraz de 250 ml se ponen 100 ml de agua destilada, 5 ml de acido sulfdrico y 5 ml de solucion
de permanganato y se hierve durante 10 minutos con el fin de destruir la materia organica que pueda estar

presente en el matraz

Se vierte el liquido vy, sin lavar, se afiaden 100 ml de agua problema, 5 ml de &cido sulfurico y
aproximadamente 5-7 ml de permanganato. Mantener en ebullicién durante 10 minutos (si es necesario, afiadir

mas permanganato. La mezcla tiene que mantener la coloracién violeta)
Anfiadir suficiente acido oxalico (aprox. 7-10 ml) para decolorar la muestra
Valorar el exceso de &cido oxalico con permanganato hasta conseguir un color rosa débil (V)

Resultados

mg O/l = (V*N*8/100)*1000

V = volimen de permanganato gastado
N = normalidad del permanganato utilizado

Cuestiones
- C. perfringens es una bacteria esporulada: ;qué podrias decir sobre la antigliiedad de la contaminacion de un

agua que presente este microorganismo?
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‘Test de Nitratos

Método: colorimétrico

MERCK

1. Método

Los nitratos, por accién de una mezcla reductora, se reducen a nitritos,
los cuales, en solucion acida, forman una sal de diazonio con el &cido
sulfanilico. Esta copula con un derivado dei acido benzoico dando un
azocolorante amarillo anaranjado. La concentracién de nitratos Se deter-
mina semicuantitativamente por comparacion visual dei color de {a
solucién de medicién con los campes cromdticos de una escala de
colores.

2. Intervalo de medida y nimero de determinaciones

Numero de

Intervalo de medlida/gr: i X Paiiel
[ graduacisn de la escala de colores determinaciones

10-25-50-75—100—125-150 mg/| de NO;~ 200

Y Factores de conversion, véase apartado 8
Determinacién de conceniraciones mayores que 150 mg/l de NO,, véase apartado 6 y 7

3. Campo de aplicaciones

Material de las muestras:

Aguas subterrdneas, potables y superficiales
Aguas industriales

Aguas residuales

Alimentos y piensos

Suelos y fertilizantes

4, Influencia de sustancias extrafas

Esta se comprobg — para iones hasta 1.000 mg/l — en soluciones con
100 mg/l de NG5, La determinacion todavia no es interferida por las
concentraciones de sustancias extrafias indicadas en la tabia.

Concentracién de sustancias extrafas en mg/[ I
A 10 | Fe™ 1]8i% 1]Ch 1
Ca* 100 | Mg™ 100 | SiI0,* 100 | EDTA 10
car 1.000 | Man® 100 | 80~ 100 § Tensioactivos
cr 1| Na 100 | SOF 1.000 ) catiénicos™ 10
Cr,0. 1 NH,” 100 | Zn* 100 { Tensioactivos
Cu® 10 |NO,” a,5" aniénicos™ 100
P 100 | PO,* Oxidantes
Fe® 10 | Polifosfatos 100 {HCs) 10

" En caso de mayores concentraciones efiminar los icnes nitrito segln ef apartado 6
? Ensayado con clerure de N-cetitpiridino
* Ensayado con dodeciiidrogenosulfato sédico

Aguas marinas y aguas salobres; no adecuadas como material de las
muestras

Agua con sustancias humicas: adecuada como material de las muestras
Se prepard agua marina y agua salobre a partir de sal marina natural para tas siguientes
densidades:

Agua marina 1,024 g/ml

Agua salobre 1,018 gfml

El agua con sustancias humicas fue preparada con extracto de twrba.

5. Reactivos v auxiliares

Tener en cuenta la sefializacion de peligro que se encuentra en las
etiquetas!

envase Si s@ conservan cerrados a +15 hasta +25°C.

Los reactivos del test son utilizables hasta ia fecha indicada en el }

Contenido del envase:

2 frascos de reactivo

1 jeringa de pléstico graduada de 5 mi

2 recipentes de ensayo con tapa roscada
1 escala de colores

1 comparador desplazable

Otros reactivos y accesorios:

Aquamerck® Test de Nitritos, art. ndm. 1 1.14858.

Acido amidosulfarice p. andl., art. nGm. 1.00103,

lpd[cador universal en varillas pH 0—14, art. nim. 1.09535.
Acido sulfarico 25% p. andl., art. num. 1.00718.

Merckoguant® Test de Nitratos, art. nim, 1.10020. o 1,10050.
Nitratos — solucidn patrén lista para el uso. 1.000'mg/l de NO;~,
art. ndm. 1.19811.

6. Preparacion

® Disgregar o extraer los materiales de muestra sdlidos segin un proce-
dimiento adecuado.

@ Decolorar las muestras coloreadas segun un procedimiento adecuado.

@ Comprobar el contenido en nitritos con Agquamerck® Test de Nitritos,
intetvalo de medida 0,05—1.0 mg/l de NO,".
En caso que sea necesario, eliminar los iones nitrito interferentes (las
cantidades indicadas son validas para contenides en nitritos de hasta
5 mg/ty:
Afiadir aprox. de 30 a 50 mg de acido amidosulfirico a 10 mi de ia
muestra y disolver. El pH de esta solucién debe encontrarse en el
intervalo 2—3. En caso que sea necssario, ajustar el pH con &cido
sulfdrico. A continuacion hervir brevemente y dejar enfriar.

.@ Comprobar si el contenido en nitratos se encuentra dentro del intervalo »

de medida.
Orientacién previa con Merckogquant® Test de Nitratos,
intervalo de medida 10-500 mg/l de NO; .
Diluir con agua destilada las muestras que tengan mas de 150 mg/l
de NO,~.

® Fiitrar las muestras turbias.

@ Enjuagar varias veces 10s recipientes de ensayo con la muestra de
agua.

7. Técnica
Colocar los recipientes de ensayo en el comparador
€ Muestraen desplazable. El recipiente de ensayo colocado en ia
blanca parte puntiaguda esta destinado a la muesira en
- Muestra de blanco, y el colocade en |a parte redondeada estd
medicion destinado a la muestra de medicion (v. figura).
Muestra de Muestra en
medicién blanco

Muestra S5 ml 5ml Introducir con fa

preparada jeringa de plasiico

en el recipiente de
ensayo.

Reactivo 1 microcucharada = Ceirar el recipiente
azul rasa (en-la tapa de ensayo y agitar
del frasco de intensamente
reactivo) durante 1 minuto.

Esperar 5 minutos.

@ Colocar el comparador desplazabie con la muestra de medicion v la
muestra en blanco de tal manera sobre la escala de colores, que el
extremo puntiagudo sefiale los valores numericos.

@ Abrir os recipientes de ensayo e ir desplazando el comparador despla-
zable hasta que, observando desde arriba, en ambos recipientes coin-
cidan ios colores de la mejor manera posible.

@ Leer el valor de medicién en mg/l de NQ;™ en el extremo puntiagudo
del comparador desplazable.
Notas sobre la medicion:

#® Si se obtiene una coloracion que corresponde a la tonalidad de color
mas oscura de la escala de colores o que es mds intensa, debe repe-
tirse la medicidn con una nueva muestra diluida.

@ Los residuos negros que puedan aparecer estan condicionados por el
mecanismo de reccién y no causan una falsificacion de los resultados.

8. Conversicnes

i Contenido buscade = Contenido dado X Factor de conversign
mmol/m® NO,™ 0
de NO-N mg/l de NO;~ 16,1
mg/l de NOsN 0,226
mmol/m® de NO,” o
mg/i de NO, de NO;-N 0,0620
I mg/l de NO-N 4,43

9. Control dei procedimiento

Comprobacion de los reactivos, del dispositivo de medicién y de la
manipulacion:

Diluir la solucion patrén de nitratos a 100 mg/l de NQOs™ y analyzar esta
solucién tal como se indica en el apartado 7.

10. Notas

@ Cerrar de nueve inmediatamente los frascos tras haber sacado
reactivo.

@ No poner las microcucharas de 10§ frascos de reactivo en contacto ¢on
otros reactivos © con material de fas muestras!

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, R.FA.
tel. (061 51) 720, téletax (06151) 722000
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. “==E | 14857.0001
Ammonium-Test

Ammonium Test

0.5 - 10 mg/l NH,- 50 Tests 1

5 ml 10x NH,-1 1x NH,-2 5'
6x NH,-3 5
= =

146.5702/01-60(
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07/03

e [ 7aa0001] 8 Aseguramiento analitico de la calidad

} Test en Cubetas El reconocimiento de los resultados de medicion presupone la comprobacion

:+ ] ? % de que tiene lugar el aseguramiento analitico de la calidad (ATV M 704).

Spectroquant”

Para comprobar el sistema fotométrico de medicion (reactivos del test,
dispositivo de medicion, manipulacion) y el modo de trabajo puede usarse
una solucion tampdn de pH 7,00.

Datos caracteristicos del procedimiento:
1. Definicion En el control de produccion se determinaron los siguientes datos segun
El valor del pH de soluciones acuosas diuidas se define como logaritmo decimal ~ 1SO 8466-1y DIN 38402 AST:

42

negativo del valor numérico de la concentracion de iones hidrégeno en molfl: | Desviacion esténdar del procedimiento 20,05 unidades de pH
pH = -Ig (concentracién de H-) Coeficiente de variacion del procedimiento | £+20%
2 : i : i I ——
Segun su valor de pH las soluciones se denominan &cidas, neutras o alcalinas: Intervalo de confianza +0,2 unidades de pH
Numero ce lotes ‘ 1
Solucién 1 pH Concentracion de H*
ertenoll Exactitud de un valor de medicién: max. + 0,1 unidades de pH

acida <7 >107

neutra 7 107

alcalina, basica >7 <107 9. Nota

Cerrar de nuevo inmediatamente el frasco tras la toma del reactivo.

2. Método

Una solucién indicadora de rojo de fenol no sensible al cloro cambia su color de
amarillo a violeta rojizo en funcion del valor del pH. Esta modificacién del color
se valora fotométricamente.

3. Intervalo de medida y nimero de determinaciones

. |
Longitud de onda" Intervalo de medida d e:':mz::gi €5 :
¥ sem pH64-88 280 J

" Maximo de absorcion; la longitud de onda memorizada en los fotdmetros del sistema
puede diferir de este valor.

4. Campo de aplicaciones

La determinacion del pH con solucicnes indicadoras es apta también para
aguas débilmente amortiguadas.

Material de las muestras:

Aguas subterréneas, potables y superficiales

Agua de piscinas

5. Reactivos y auxiliares

Los reactivos del test son utilizables hasta la fecha indicada en el envase si se
conservan cerrados entre +15 y +25 °C.

Contenido del envase:
2 frascos de reactivo pH-1K
3 cubetas redondas vacias con cédigo de barras

Otros reactivos y accesorios:
Solucién tampdn pH 7,00 CertiPUR®, art. 1.09407.1000

Pipeta para un volumen de pipeteo de 10 ml

6. Preparacion
Filtrar las muestras turbias.

7. Técnica

r

f Muestra preparada 10ml Pipetear en una cubeta redonda limpia.

v Reactivo pH-1K 4 gotas Afadiry mezclar. 4
;Atencién! Es absolutamente necesario mantener
vertical el frasco de reactivo.

E Medir la muestra de medicién en el fotémetro.

Notas sobre la medicion:

@ Para la medicion fotométrica las cubetas deben estar limpias.
Si es necesario, limpiarlas con un pafio seco y limpio.

© Las turbideces después de acabada la reaccién dan como resultado valores
falsamente elevados.
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04
Spectroquant® s .00597.0001
LT Test en cubetas _

A9, Cloro @; 2

wra determinacidn de cloro libre y cloro total
srobado por la USEPA para aguas potables y residuales

. Método

1 solucion débilmente &cida el cloro libre reacciona con dipropil-p-fenilendia-
ina (DPD) dando un colorante violeta rojizo que se determina fotométrica-
ente.

1 presencia de yoduro potédsico en esta reaccion se determina también cloro
)mbinado.

procedimiento es andlogo a EPA 330.5, US Standard Methods
500-Cl, Gy EN ISO 7393.

. Intervalo de medida y numero de determinaciones

Intervalo de medida ‘Ntmero de determinaciones

~
‘ViTécnica >,

0,03-6,00 maA de Cl, { 200

=tos de programacion para determinados fotdmetros / espectrofctémetros, ver
o web.

. Campo de aplicaciones

aterial de las muestras:
Jjua de piscinas

jua potable

juas residuales
sluciones desinfectantes

. Influencia de sustancias exirafas

sta se comprobd en soluciones con 3,5 y con 0 mg/l de Cl,. La determinacién
davia no es interferida por las concentraciones de sustancias extrafias indi-
idas en la tabla.

Concentracion de sustancias extranas en mg/l o en %

~

| r.1ue§ir—a‘preparada
1(5-40°C)
Reactivo Cl,-1

5.0ml Pipetear en una cubeta redonda limpia.

1 microcuchara | Anadiry agitar vigorosamente la cubsta

azul rasa cerrada hasta que el reactivo se haya
| (en la tapa del disuelto completamente.
|’ frasco Cly-1)

Dejar en reposo 3 minutos (tiempo de reaccion), luego medir la muestra de medicidn
en el fotémetro: cloro libre

| Abrir la cubeta.
| Reactive Ci-2 2 gotas Anadir, cerrar la cubeta y mezclar.

1 Medir la muestra de medicion en el fotémetro: cloro total

Calculo del contenido de cloro combinado:

: mg/l de cloro combinado = mg/l de cloro total - mg/l de cloro libre

Notas sobre la medicion:

© Ciertos fotometros exigen una muestra en blanco
(agua destilada sin reactivos).

® Para la medicion fotométrica las cubetas deben estar limpias.
Si es necesario, limpiarlas con un pafio seco y limpio.

@ Las turbideces después de acabada la reaccién dan como resultado valores
falsamente elevados.

@ El valor del pH de la solucién de medicion debe encontrarse en el intervalo
4,5-55.

© El color de la solucion de medicién permanece estable 30 minutos después
de transcurrido el tiempo de reaccion antes indicado.

© Encasode concentracimwm’ﬁ_‘n_ﬂ_gg se forman otros
productos de reaccion y se obtienen valores falsamente ajos. Enestos
casos es adecuado un control de plausibilidad de los resultados de
medicién mediante dilucién de la muestra (1:10, 1:100).

8. Aseguramiento analitico de la calidad

El reconocimiento de los resultados de medicién presupone la comprobacion
de que tiene lugar el aseguramiento analitico de la calidad (ATV A 704).

Para comprobar el sistema fotométrico de medicion (reactivos del test, disposi-
tivo de medicion, manipulacion) y el modo de trabzjo puede usarse una
solucién patron de cloro recién preparada con 2,50 mg/l de Cl; (solicitar las
instrucciones).

g 250 | Mr* 100 | Br, 02 . ) . ) : ) !
sa2- 1000 | NO» 0,1]|clO, 0,2 Mediante adicion de patron se pueden determinar las interferencias dependien-
SN 0,1[s* 0,1k 04 tes de la muestra (efectos de la matriz).

305 1000 H.0; 0,05 . .

e 250 3 0,05 Datos caracteristicos de la calidad:

. 2L s v . . .

:’297} 0,1 N?Q' ‘O;‘ En el control de produccién se determinaron los siguientes datos segun

e 100 NaNO, 10% = b S i <

e 100 | N2,S0. 10%|  1SO8466-1y DIN 38402 A51:

. Reactivos y auxiliares

.0s reactivos del test son utilizables hasta la fecha indicada en el envase si se
:onservan cerrados entre +15y +25 °C.

ontenido del envase:

frasco de reactivo Cl;-1

frasco de reactivo Cl-2

cubetas redondas vacias con cdédigo de barras

tros reactivos y accesorios:

eutralit® varillas indicadoras pH 5 - 10, art. 1.09533.0001
cilit® varillas indicadoras pH 0 - 6, art. 1.09531.0001
odio hidréxido en solucién 1 mold, art. 1.09137.

cido sulftrico 0,5 mol/, art. 1.08072.

cido sulfurico 25 % para anélisis, art. 1.00716.

ipeta para un volumen de pipeteo de 5,0 mi

. Preparacion

i{Analizar las muestras inmediatamente después de la toma de
muestras!

El valor del pH debe encontrarse en el intervalo 4 - 8.

Si es necesario, ajustar con sclucion de hidroxido sodico o con dcido
sulfdrico.

Filtrar las muestras turbias.

1
l Desviacion estandar del procedimiento | £0,055 !
(mg/ de Cl,)
| Coeficiente de variacién del procedimiente +14
| (%)
{ Intervalo de confianza +0,14
(mg/1 de Cl,) |
Numero de lotes | 2

Datos caracteristicos dei procedimiento:

| Sensivilidad: 003 ‘
Absorbancia 0,
corresponde a (
Exactitud de un valor de medicion | méx.=023
(mgNideCly) * | ’

Certificados de calidad y de lote para los tests Spectroguant?, ver sitio web.

S. Notas
© Cerrar de nuevo inmediatamente los frascos tras la toma de los reactives.

® Después de cada determinacion de cloro total, lavar la cubetz una vez
con &cido sulfdrico al 25 % y seguidamente varias veces con agua
destilada.

- Practica sobre “Determinacion de la calidad del agua (microbiologica y quimica)’ -
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7. MONITORIZACION DEL ESTADO HIGIENICO DE
LOS LOCALES Y UTENSILIOS DESTINADOS A LA
PREPARACION DE ALIMENTOS

Introduccion

El objetivo es evaluar la calidad higiénica de los locales y del equipamiento utilizado en la preparacion
de los alimentos y comprobar si los sistemas de limpieza y desinfeccion empleados cumplen su funcién

adecuadamente.
Material y Métodos

Andlisis de recipientes: Enjuagados

=  Se afiaden al recipiente 20 ml de diluyente tamponado estéril (solucion salina de fosfato, PBS). Si
el agua que se utiliza es agua potable de traida es conveniente afiadir tiosulfato sodico al 0.05%

para neutralizar el cloro.

= Agitar adecuadamente
= Distribuir 10 ml en tres placas de Petri y sembrar también otras dos placas con un in6culo de 1 ml

Analisis de conductos y tuberias.

Cuando sea necesario evaluar la carga microbiana de estos equipamientos, se pasa agua estéril u otro

diluyente estéril adecuado por la conduccion.

Analisis de superficies.

1. Hisopado

= Se determina la zona a examinar (50-100 cm?) y se frota con una torunda estéril previamente

humedecida en diluyente. Si se trata de un utensilio, se frota todo él.
= Liberar la torunda en el tubo con diluyente
2. Bioluminiscencia

Los bioluminémetros son aparatos que permiten medir la cantidad de ATP presente en una muestra,
acoplandolo a la reaccion de la enzima luciferasa, que, en presencia de ATP produce la
descarboxilacion oxidativa del sustrato luciferina, dando lugar a la produccion de luz. El resultado se

obtiene en forma de RLU (unidades relativas de luz).

- Practica sobre “Monitorizacion del estado higiénico de equipos y utensilios’ -
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La aplicacién fundamental de este sistema es comprobar la eficacia de los sistemas de limpieza y
desinfeccion, pero también se puede utilizar para comprobar la calidad microbiol6gica de las materias
primas o para estudios de esterilidad de productos procesados.

3. Otros sistemas

Otros métodos utilizados para el analisis de superficies utilizan esponjas de celulosa, placas de contacto
(RODAC), salchichas de agar...

Andlisis del ambiente.

1. Muestreo con placas

La técnica mas simple es la apertura de placas petri provistas de un medio de cultivo de uso general (por
ejemplo, agar nutritivo) en diversos puntos del local y mantenerlas abiertas por un tiempo determinado
antes de llevarlas a incubacion.

2. Uso de un muestreador

El muestreador de aire hace pasar un volumen determinado de aire a traves de una rejilla y sobre un
medio sélido que posteriormente se incuba a la temperatura adecuada.

Resultados

Andlisis de recipientes: Enjuagados

Hacer un recuento de microorganismos mesofilos viables y de otros grupos microbianos de interés
particular.

Andlisis de conductos y tuberias.

Hacer un recuento de microorganismos mediante una técnica de filtracion.

Andlisis de superficies.

1. Hisopado

Hacer un recuento de microorganismos mesofilos viables y de otros grupos microbianos de interés
particular.

La interpretacion de los recuentos se hace en funcion de las exigencias higiénicas que marquemos. Por
ejemplo, el servicio de salud publica de EE.UU. considera que no debe haber mas de 100 ufc por area o

utensilio muestreado.

- Practica sobre “Monitorizacion del estado higiénico de equipos y utensilios’ -
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La Decision 2001/471 de la UE, que establece normas para el control higiénico de la carne fresca,
indica los siguientes valores de referencia para el control de las zonas del matadero o de la sala de

despiece que tengan repercusion en la higiene del producto:

Valores Valores

aceptables inaceptables
Microorganismos aerobios totales 0-10 UFC/cm? >10 UFC/cm?
Enterobacterias 0-1 UFC/cm? >1 UFC/cm®

El anélisis se lleva a cabo sobre una superficie recomendada de 20 cm? y se puede realizar por esta

técnica del hisopado o mediante placas de contacto.

Otras interpretaciones se ofrecen a continuacion:

UFC/cm2 Interpretacion UFC/cm? Interpretacion
<5 Satisfactorio 2-10 Limpio

5-25 Mejorable 10-10? Aceptable
>25 Insatisfactorio >10? Sucio

2. Bioluminiscencia
El resultado se obtiene en forma de RLU (unidades relativas de luz).

Andlisis del ambiente.

1. Muestreo con placas

Como guias de interpretacion se pueden considerar los siguientes valores:

Recuento en las placas Recuento ambiental estimado
25 UFC/1h >10* UFC/m3
10 UFC/1 h 100 UFC/m3

Si se usan tiempos de exposicion menores, se puede tomar como referencia el valor de

5 UCF/15 minutos como aceptable.

- Practica sobre “Monitorizacion del estado higiénico de equipos y utensilios’ -
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2. Uso de un muestreador

Algunos autores indican los siguiente valores de referencia:

<3x10? UFC/m3 Aceptable
>10* UFC/m3 de recuento total Inaceptable
>5x10? UFC/m3 de mohos y actinomicetos Inaceptable

En cualquier caso, el grado de exigencia depende de las caracteristicas del local, alimento que se

prepara etc...

Cuestiones

¢Como transformarias el resultado de RLU del analisis de bioluminiscencia en ufc/cm?)

- Practica sobre “Monitorizacion del estado higiénico de equipos y utensilios” -
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8. PRUEBAS DE VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE
DESINFECTANTES

Introduccion
Los desinfectantes son agentes quimicos capaces de eliminar muchos microorganismos distintos.

Existen diversos tipos de desinfectantes que se utilizan en la industria alimentaria. EI uso de un tipo

determinado depende de las necesidades concretas de nuestra industria.

Par a la valoracion de desinfectantes existen diversos protocolos que se pueden emplear; en esta practica
llevaremos a cabo un método de suspension (método 3) empleando una suspension de microorganismos obtenida

a partir de placas de una préactica anterior.

Material y Métodos
1- Prueba de Rideal-Walker

= Se compara la actividad del desinfectante que nos interesa con un desinfectante de referencia

(fenol) lo que permite establecer coeficientes relativos de actividad.

= Se afiaden 0.2 ml de un cultivo del microorganismo testigo (inicialmente se empleaba
Salmonella typhi, pero se puede utilizar cualquier microorganismo que nos interese) a un tubo

con 5 ml de solucién de desinfectante y a otro con 5 ml de solucion de referencia de fenol.

» Los tubos de dejan a temperatura ambiente (18-20 °C) y a intervalos de 2.5, 5, 7.5 y 10 min se
pasa una cantidad establecida (un asa de cultivo) a tubos de caldo estéril, que se incuban a
37°C/24-48 horas

2.- Prueba de Kelsey-Sykes

= En primer lugar se hace un estudio con 4 microorganismos (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris) para determinar el mas resistente al

desinfectante que vamos a estudiar

= Se prepara la solucion de trabajo del desinfectante y soluciones 50% mayores y menores (por
ejemplo, 1% y 0.5 y 1.5%). Las soluciones se hacen en agua dura estéril normalizada (3.3 | de
agua destilada mas 17.5 ml de una solucidn de cloruro célcico hexahidrato al 10% mas 5 ml de

una solucion de sulfato magnésico heptahidrato al 10%).

= Por otro lado se hace una suspensién del microorganismo testigo (10° ufc/ml) en un diluyente

inorganico (por ejemplo, PBS).

- Practica sobre “Valoracion de desinfectante” -
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= Finalmente se preparan tubos de caldo de recogida, caldo nutritivo estéril con un inactivador
adecuado al desinfectante que estamos probando (Tiosulfato sdédico al 0.5% para

desinfectantes clorégenos y Tween 80 al 2% para compuestos de amonio cuaternario).

= Se afiaden 1 ml de suspensién de microorganismos a los tubos con 6 ml de desinfectante y se
mantienen a temperatura ambiente (22°C) durante 8 min. Tras este tiempo se pasan alicuotas

de 20 ul a 5 tubos de caldo de recogida (Primera tanda)

= Dos minutos méas tarde (10 minutos desde el principio) se afiade nuevamente 1 ml de
suspension de microorganismo y se incuba por 8 minutos mas (18 minutos desde el inicio)

antes de pasar alicuotas de 20 pl a 5 tubos de caldo de recogida (Segunda tanda)

= El proceso se repite de nuevo (adicion de microorganismos a los 20 minutos y siembra en la

tercera tanda de caldo de recogida a los 28 min)

= Se considera que una concentracion de desinfectante es adecuada cuando al menos en dos

tubos de la primera y la segunda tanda no se observa crecimiento.

3.- Método de la suspension

La actividad de un desinfectante se mide a la concentracion méas baja recomendada por el fabricante
utilizando 5 microorganismos testigo (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa y Saccharomyces cerevisiae). Alternativamente, se puede emplear otros

microorganismos que sean contaminantes habituales en nuestra industria y que nos interese inactivar.

= Se prepara una suspension del microorganismo de 10° ufc/ml en alblmina bovina al 0.03% o en

tampon fosfato salino. Se hacen dos tubos por cada microorganismo que se vaya a utilizar.

= A uno de los tubos se le afiade un volumen determinado (1 ml) de desinfectante y al otro se le

afiade el mismo volumen de agua esterilizada (control).

»= Tras 5 min se pasan alicuotas de 1 ml a tubos con 9 ml de agua estéril con inactivador, que evita la

actividad residual del desinfectante.

» Pasados otros 5 min se determina el recuento de microorganismos viables haciendo diluciones
decimales y siembra en placa (se puede usar la técnica de gotas en superficie, sembrando 2 0 3
gotas de 20 pl por cada dilucion, lo que permite sembrar varias diluciones en la misma placa; tras

la incubacion, el recuento se realiza en las gotas que presenten entre 5y 20 colonias)

- Practica sobre “Valoracion de desinfectante” -
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Resultados
1- Prueba de Rideal-Walker

Ejemplo de resultados:

Tiempo de espera (minutos)
Desinfectante Dilucién 25 5 7.5 10
X 1:1000 - - - -
1:1100 + - - -
1:1200 + + - -
1:1300 + + + -
Fenol 1:100 + + - -

El coeficiente de fenol se obtiene estimando el factor de dilucién del desinfectante que da el mismo

resultado que el de referencia y dividiendo este factor entre el factor de dilucién del fenol (en el ejemplo
1200 entre 100, es decir, coeficiente 12).

2.- Prueba de Kelsey-Sykes

Ejemplo:
Concentracion de desinfectante 1 2 3 Resultado
0.6% --t++ t++++ +++++ Inadecuado
12% | ----- -ttt +++++ Adecuado
8% | ----- | e ----4 Adecuado

3.- Método de la suspension

Se considera que el desinfectante es adecuado cuando hay una reduccién de entre 4 y 5 unidades

logaritmicas en comparacién con el control para todos los microorganismos utilizados.

Cuestiones

La lejia disponible en una industria alimentaria tiene 42,5 g/l de cloro activo y se recomienda su empleo

para la desinfeccion de las superficies de trabajo en una dilucion de 10 ml de lejia en 10 | de agua. ;Cuéantas ppm

tiene la solucion resultante?

- Practica sobre “Valoracion de desinfectante” -
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9. Acceso on-line a las disposiciones legislativas

El acceso a las leyes, disposiciones y actos obligatorios mediante ordenador a través de conexion a
internet es una potente herramienta para estar informado sobre toda la normativa publicada en los boletines

oficiales, asi como de otras normas o estandares de rango inferior.

BOLETINES OFICIALES DEL ESTADO ESPANOL

Boletin Oficial del Estado (BOE). http://www.boe.es
Acceso al contenido de todas las secciones (desde enero de 1961 en adelante, formato PDF).

Acceso a la base de datos a través del apartado legislacion: Disposiciones de caracter general de &mbito
estatal, autondmico y europeo desde 1960, y analisis juridico de cada disposicion.
Servidor del Centro de Documentacién Europea de la Universidad de Alicante

http://www.cde.ua.es

Enlaces al BOE, DOCE, asi como a diversos Boletines Autonémicos y Provinciales
Boletin Oficial de Castillay Leon.
http://bocyl.jcyl.es/

DIARIO OFICIAL DE LA UNION EUROPEA

Diario Oficial de la Unién Europea (DOUE). http://eur-lex.europa.eu/JOIndex.do?ihmlang=es

Base de datos de la legislacion europea “eur-lex”: http://eur-lex.europa.eu

La base de datos comprende textos publicados en el Diario Oficial de la Unidn Europea en la serie L
(legislacion) y en la C (comunicaciones), incluyendo legislacion, acuerdos internacionales, actos
juridicos preparatorios y preguntas parlamentarias.
La base de datos comprende documentos emitidos desde el inicio mismo de la cooperacion europea,
desde el establecimiento de la Comunidad Europea del Carbén y del Acero (CECA) en 1951 y la
Comunidad Europea de la Energia Atémica (EURATOM) en 1957 en adelante.

Propuestas legislativas de la Union Europea (Legislacion en preparacion, Trabajos preparatorios).

http://eur-lex.europa.eu/es/prep/index.htm

Documentos COM (de la Comision) y documentos SEC (de la Secretaria General)
Texto completo (formatos HTML, Word y/o PDF)

LEGISLACION DE ESTADOS UNIDOS DE AMERICA DEL NORTE.

Leyes Federales. http://uscode.house.gov/lawrevisioncounsel.shtml

Leyes aprobadas por el Congreso. Clasificadas por titulos.
Posibilidad de basqueda.

- Practica sobre “Acceso on-line a las disposiciones legislativas” -
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Code of Federal Regulations (CFR). http://www.gpoaccess.gov/cfr/index.html

Reglamentos (federales). Posibilidad de basqueda.

Federal Register (FR). http://www.gpo.gov/fdsys/browse/collection.action?collectionCode=FR

Diario Oficial.
Desde 1994 al momento actual.
Posibilidad de busqueda. Propuestas y Reglamentos.

OTROS ENLACES DE INTERES.

Comision Mixta FAO/OMS del Codex Alimentarius. http://www.codexalimentarius.net/

Normas, directrices y codigos de practicas alimentarias internacionales armonizadas elaboradas por esta
organizacion mixta FAO/OMS.

Servidor del Parlamento Europeo. http://www.europarl.europa.eu/portal/es

Servidor Europa. http://europa.eu/index_es.htm

Acceso a diversas bases de datos clasificadas por temas.

http://europa.eu/documentation/order-publications/databases-subject/index_es.htm#17

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. http://www.efsa.europa.eu

Legislacién alimentaria britanica.

http://www.opsi.gov.uk/

Legislacién alimentaria canadiense y fuentes legislativas.

http://laws-lois.justice.gc.ca/eng/

Otros servidores:

http://noticias.juridicas.com/

Centro Europeo para el Derecho del Consumo, CEUDECO:

http://socdercon.blogspot.com.es/

Recopilacion de normas microbioldgicas de productos alimenticios:
lista de distribucion “MICROALI”:
http://bscw.rediris.es/pub/bscw.cqi/d311175/Normicro/Recopila/normical.htm

- Practica sobre “Acceso on-line a las disposiciones legislativas” -
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