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l. RESUMEN

La investigacion tuvo como finalidad valorar del sanitizante, enfocandose en el
analisis microbiolégico y la efectividad de los métodos de desinfeccion para frutas
y vegetales comercializados actualmente en el mercado nacional. Se evaluaron
métodos de desinfeccidn quimicos, para sugerir a la empresa constantes opciones

para aplicar en sus proyectos.

La empresa VINCON S.A DE C.V, esta desarrollando un proceso novedoso de
sanitizacion, apoyado por el PEl 2015 (PROGRAMA DE ESTIMULOS A LA
INNOVACION). Debido a los cambios que se estan dando a nivel mundial en
cuanto al uso de cloro en la industria alimenticia para la desinfeccion, VINCON
estd interesado en integrar nuevas propuestas que sean alternativas a este

producto quimico.

El trabajo de CICATA consiste en asesorar a VINCON sobre el empleo de
sanitizante alternativo al cloro, que sea eficaz, permitido en la horma mexicana y
sea amigable con el medio ambiente, para ser probado en el sistema de

sanitizacion.

Para evaluar la efectividad de los métodos de desinfeccion se realizaron analisis
microbiolégicos para determinar la reduccién o inhibicibn de microorganismos
tales como: Escherichia coli (E. coli), Listeria monocytogenes y Candida albican,
tomando los resultados de los andlisis microbiolégicos asi como los limites

permisibles para el uso de métodos quimicos de desinfeccion.

Se observd que el Hipoclorito de Sodio tiene un alto efecto reduciendo en tres
logaritmos la poblacion bacteriana de E.coli y L.Monocytogenes, esto a

concentraciones de 50 ppm y hasta 200 ppm.

Durante las pruebas se observO que es mas importante la concentracién del
sanitizante que la duracion de la exposicion, logrando el mismo efecto entre 2 'y 30

min con Hipoclorito de Sodio.



II.  JUSTIFICACION

En la actualidad las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), son un
problema importante de salud, alrededor del mundo durante los dltimos afios, se
estima que tan solo en Estados Unidos, las ETAS son responsables de
aproximadamente 36 millones de casos, 325,000 hospitalizaciones y 5000

muertes al afo.

Un dato curioso es que en México no existen estadisticas al respecto, por lo que
es importante generar informacion sobre la identificacibn de microorganismos
patégenos en alimentos, siendo base fundamental para la prevencion y control de

las enfermedades especialmente las gastrointestinales.

Sin embargo, actualmente ya la tecnologia de desinfeccion para alimentos esta
muy actualizada, existe en México un producto de nombre citrus 21, es el mejor
desinfectante para alimentos como frutas, verduras, hortalizas y también agua
para consumo, la mejor garantia de que funciona y resuelve problemas de
desinfeccidon es que PROFECO lo respalda con sus estudios de laboratorio
teniendo un certificado de aprobacién por la FDA, estos resultados sobre pasan a

cualquiera de otros desinfectantes que hay en el mercado.

Tomando en cuenta que existe una creciente demanda de hortalizas de alta
calidad y productos vegetales minimamente procesados, siendo una gran
tendencia ya que se consideran mas nutritivos, naturales, con menos procesos y
sin aditivos. También han ido progresando alimentos que se venden en la via
publica, lo cual constituyen una fuente importante de alimentos nutritivos y
econdémicos, especialmente en la poblacion urbana sin mencionar que quedan

excluidos los establecimientos cerrados donde se satisfacen leyes sanitarias.

Conociendo que existen diversas fuentes de contaminacion que pueden llegar a
producir brotes, dependiendo de factores tales como el desarrollo y sobrevivencia

de microorganismos patdgenos, la manipulacion del personal en la preparaciéon de



dichos alimentos, provocando errores aun que cuenten con un alto grado de
higiene.

La investigacion de grupos de microorganismos patdégenos en verduras crudas es
poca y en algunas ocasiones nula. Con base a lo anterior en este trabajo de
investigacion se evaluara procesos para la identificacion de frutas y verduras,
haciendo referencia a los procesos mas eficientes en la correlacion de
microorganismos indicadores de higiene y grupos patégenos de Listeria

monocytogenes, Escherichia coli y Candida albicans.



. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la eficacia de sanitizacion en la eliminacion de bacterias utilizando
como agente quimico el hipoclorito de sodio, contra cepas de interés para la

industria alimentaria.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Recaudar informacion sobre el proceso de sanitizacién usadas en frutas y
vegetales.

e Evaluar la eficiencia de eliminacion de bacterias utilizando los sanitizantes
acido paracético y ozono

e Realizar crecimiento de cepas

e Evaluar el efecto de sanitizantes como alternativa al cloro empleando el reto

microbiano.



IV. PROBLEMA A RESOLVER

El problema a resolver para la empresa VINCON y por el cual se trabajoé en este
proyecto, es dejar de lado el uso del cloro como método de desinfectante para sus
frutas y vegetales, ya que como se sabe puede llegar a ser riesgoso para la salud
del ser humano, alcanzando a descomponer la composicion organica de cada una

de ellas, siendo no comestibles y toxicos.

Es por eso que gracias a este tipo de proyectos se pudo trabajar en la evaluacion
y la eficacia de sanitizacion en la eliminacién de bacterias utilizando como agente
quimico principal el hipoclorito de sodio, contra cepas de interés para la industria
alimentaria. Esto quiere decir que existe una alternativa mas eficaz dentro de la
industria, como método de desinfeccion de alimentos dejando el uso de cloro
ayudando asi a la disminuciéon de microorganismo, teniendo una mejora en la

calidad de los alimentos.



V. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

El proyecto en la que estoy participando y desarrollando mi residencia profesional,
consta en hacer evaluaciones en laboratorio, empleando frutas y vegetales que
son de gran importancia en VINCON. Se realiz6 una investigacion de
informaciones de gran interés para dicho proyecto y revisiones bibliogréaficas,
continuando con selecciones y comparaciones de géneros microbianos de interés

con base a la formacion consultada.

Se cultivaron microorganismos y se han mantenido con resiembras
continuamente, identificando su pureza con Tincién de Gram y micro cultivos, al

igual se realizaron pruebas de cuenta viable y reto microbiano.
Medios de cultivos para cada cepa de trabajo

e LB paraE.coli
e BHI para L.monocytogenes
e S110 para S.aureus

e PDA para C.albicans, A.flavus y A.parasiticus

Asimismo se probo el medio YPD para ver en qué medio es eficaz en C.albicans,

A.flavus y A.parasiticus

FORMULA MEDIO BHI SOLIDO 1L

Medio deshidratado 52 gr.




FORMULA MEDIO LB SOLIDO 1L

Agar bacteriolégico 20 gr
Peptona biotriptosa 10 gr
Cloruro de sodio (NaCl) 5gr
Extracto de levadura 59r

FORMULA MEDIO PDA 1L

Medio deshidratado

39 gr.

FORMULA MEDIO S110 SOLIDO 1L

Cloruro de sodio (NaCl)
Agar bacterioldgico
Peptona de caseina

D-manitol
Fosfato di potasico
Extracto de levadura

Lactosa

75 gr
15 gr
10 gr
10 gr
50r
250r
29r




FORMULA MEDIO YPD 1L

Peptona 20 gr
Dextrosa 20 gr
Agar bacterioldgico 15gr
Extracto de levadura 10 gr

Estos componentes se agregan a un matraz Erlenmeyer o en un recipiente con
tapa, con el volumen adecuado de agua destilada, se calienta en la plancha hasta
llegar a su punto de ebulliciébn por un tiempo de 1 min, en seguida se esteriliza en
autoclave en una temperatura de 15 Ib por un tiempo de 15 minutos,
posteriormente apagamos y esperamos a que la temperatura baje a 0 y se espera
de nuevo 15 minutos, para poder sacar el medio y asi poder vaciar en placas de

cajas Petri, en el cual vaciamos en la campana preliminar.

Estriado bacterioldgico

La técnica de estriado en este caso es realizada para el aislamiento de colonias
bacterianas, se llevan a cabo en la campana de flujo laminar para garantizar que
no abra ningun contaminante en el cultivo, se esteriliza el &rea donde se haran las
resiembras, posteriormente la asa bacteriol6gica se lleva a un mechero bunsen, y
se calienta hasta que se torne al rojo vivo, esto es para garantizar que no exista ni
un microorganismo en esta, seguido de esto se toma una colonia aislada con la
asa de una placa Petri anteriormente inoculada, se toma una placa nueva con
agar previamente solidificado, se realizan movimientos continuos en forma de Z,
después de la primera asada se repite el paso del mechero para asegurarnos
aislar mayor niamero de colonias (para L.monocytogenes y S.aureus se omitio este
paso puesto que no habia el crecimiento bacteriano requerido). Se hace la
siguiente asada tocando 3 veces la asada anterior, en la Gltima asada se extiende
hacia el centro de la placa. Terminando este procedimiento se rotulan y se llevan
las cajas a la incubadora, se dejan a 35°C observando su crecimiento a las 24 y
48 horas.
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Tincion Gram

Se realiza recogiendo una pequefia muestra del cultivo bacteriano de interés, se
hace un frotis en un porta objetos con una gota de agua destilada colocada
anteriormente, esperando a que seque y se fija por calor con mechero bunsen,

posteriormente se realiza la tincion en varios pasos:

e Se agregan unas gotas de cristal violeta y se deja actuar 1 minuto

e Se enjuaga este colorante

e Se agrega unas gotas de Lugol, nuevamente se deja actuar 1 minuto.
e Se realiza otro enjuague

e Se agrega alcohol-acetona 1:1 durante 15 segundos

¢ Nuevamente se realiza un enjuague

e Se coloca unas gotas de safranina y se deja 1 minuto.

e Se realiza el ultimo enjuague

Después de estos pasos se deja secar el portaobjetos, una vez seco se observa la

muestra en el microscopio.

Resiembra por picadura

Para las especies A.flavus y A.parasiticus se realiza esta técnica de resiembra, se
toma un asa con punta en forma de L, el asa se calienta de igual manera que en el
método de estriado, en este caso se toca el microorganismo a resembrar, en una
caja Petri con medio correspondiente se “pica” el centro del medio. Esto se debe
realizar en un solo movimiento rapido. Se realizd este procedimiento en zona
aséptica para finalizar se etiquetan y se incuban las cajas a 35°C, se revisa el

crecimiento a las 24 y 48 horas.
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Micro cultivo

Para poder realizar esta técnica es necesario cortar en forma de cuadricula un
medio de agar PDA, este corte se realiza con un bisturi estéril previamente
marcando la cuadricula en el exterior de la caja Petri, los cubos de agar se
tomaron con pinzas de diseccion de 15 cm estériles, se colocaron en un sistema
formado por soporte de varillas de vidrio, portaobjetos sobre estos soportes, en el
portaobjetos se coloca el cubo de agar, se inocula el cubo por picadura en sus 4
caras laterales, finalizando este proceso se coloca un cubreobjetos, se vacia una
solucion de glicerol al 15%, se incuban por 15 dias. Al termino de los 15 dias, se
sacan los micro cultivos de la incubadora, se llevan a una zona aséptica, se toma
el cubreobjetos con las pinzas de diseccion estériles y se hace una preparacion en
fresco con azul de lacto fenol, en un nuevo portaobjetos se coloca una gota de
este colorante y se pone el cubreobjetos obtenido del micro cultivo, se observa en

el microscopio para observar las cabezas aspergilares de estas especies

Cuenta Viable

En esta técnica se enfocd en contar las Unidades Formadoras de Colonias
conocidas como (UFC), Que estuvieron presentes ya sea en un mililitro o un
gramo de muestra. Para poder llevar a cabo la cuenta viable, se obtuvieron varios
tubos con 9ml de S.S (solucién salina) al 0.85%, el numero depende de la
cantidad de diluciones que se vayan a realizar, se inici6 inoculando un tubo de
ensayo con E.coli, este siendo el tubo de Origen, cada que se agregaba una
colonia al tubo se agitaba en el vortex por un tiempo de 10 segundos, se repitio la
inoculacién y la agitacion hasta que se igualo el patron de turbidez que se requiera
del tubo McFarlan N° 1, cuando se alcanzé la turbidez que se requeria se empezo
hacer las diluciones decimales o seriadas, se tomé 1ml del tubo de origen y se
depositaron en el siguiente tubo, este tubo se etiqueto como 10?, se agito en
vortex por un tiempo de 10 segundos, cada que se repitid este proceso se rotulo el
tubo de manera descendente, se podria decir en este caso; 10?102 10” y asi
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sucesivamente, llegando al tubo 10° terminadas las diluciones, sigui6 el
vaciamiento en placa, esto se realizé depositando 0.1ml de los tubos 10 10° 10°®,
cada uno en diferentes cajas Petri, para observar los diferentes O6rdenes de
magnitud, ya vaciando el 0.1ml, se realizo el extendido con la barra acodada, esta
debia estar siempre estéril, etiquetando al finas las cajas Petri e incubandolas, asi
mismo se llevo a cabo las observaciones para su desarrollo en un tiempo de 24 y
48 horas, pasado este tiempo se contaron las UFC si van de 30 a 250 en cada

caja, si el numero de UFC no estaba en su rango se declara incontables.

Reto microbiano

Para este procedimiento se eligié el Hipoclorito de Sodio para realizar las pruebas,
este sanitizante es de la marca prolimp que tiene una concentracién al 13 %, en
condiciones de esterilidad se prepara una solucién a 5000 ppm, esterilizando por
filtracion el hipoclorito de sodio, después de esta preparacion se realizd otra
solucion de 50 ppm. Se realizé una suspension microbiana como en la cuenta
viable, agitando en vortex cada que se agregaba una colonia para igualar la
turbidez al patron, agregando posteriormente 1ml de la solucion de 50ppm de
hipoclorito de sodio, agitando en vortex por un tiempo de 10 segundos y dejando
actuar por un tiempo de 2 minutos.

(NOTA: no se deben pasar de esos 2 minutos), se hacen diluciones seriadas hasta
10 * en medio LB liquido, esto para contrarrestar un poco al sanitizante, se toma
1ml de cada tubo y se hace el extendido en placa y se incuban por un tiempo de
24 a 48 horas, después se hace el conteo al en cuenta viable para observar el

efecto de sanitizantes con las bacterias).
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V1.

Propuesta experimental

MARCO METODOLOGICO

Se propone realizar pruebas de reto microbiano para evaluar el efecto sanitizante

de compuestos quimicos comunmente empleados en la industria alimentaria.

Realizando tres series experimentales, en primera instancia una serie de

experimentos contra los microorganismos de prueba, una segunda serie de retos

microbianos con las frutas y/o vegetales de interés y finalmente realizar una serie

de retos microbianos con el equipo construido para determinar la eficiencia final

del equipo puesto en marcha independiente o dependiente de los quimicos.

Agente sanitizante

Reto microbiano

Reto microbiano

sobre alimento

Reto microbiano en

equipo

Hipoclorito de sodio
50, 100, 150 y 200 ppm
2,10y 15 min

Acido peracético
10, 20, 40 y 60 ppm
2, 15, 30 min

Acidos organicos *
Mezcla o por separado
5000 y 10000 ppm
2,15y 30 min

Agua ozonizada
Concentracién generada por el
equipo

1,2y 5min

Cuenta viable en
suspension inicial y
suspensiones de

reto

Inoculacién de 10
gramos de muestra
con suspension
bacteriana e
inmediatamente se
procede a realizar
cuenta viable de
alimento y
tratamiento
sanitizante seguido

de cuenta viable.

Inoculacién de 10
gramos de muestra
con suspension
bacteriana e
inmediatamente se
procede a realizar
cuenta viable de
alimento y
tratamiento
sanitizante seguido

de cuenta viable.
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Materiales Bioldgicos

Las cepas que se utilizaran en las pruebas del presente trabajo son: Escherichia
coli ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10231), Aspergillus parasiticus ATCC
26691 y Aspergillus niger ATCC 16404.

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento de los cultivos son agar papa
dextrosa para Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger y Candida albicans; agar
infusion cerebro y corazon para Listeria monocytogenes; agar métodos estandar

para Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Las razones por las que se seleccionaron estos microorganismos fueron porque
son microorganismos comunmente relacionados con brotes infecciosos originados
por alimentos frescos o bien porque son Fitopatégenos que pueden reducir la vida

de anaquel de alimentos frescos.

E. coli. Es una bacteria muy comdn que habita en intestinos de animales y seres
humanos. Pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es una bacteria Gram
negativa, aerobia o anaerobia facultativa, crece de 15 a 40 °C, existe una
variedad patdgena de gran interés por sus implicaciones en brotes de origen
alimentario que es E. coli O157:H. El contagio es por contaminacion fecal oral.

L. monocytogenes. Es una bacteria que se encuentra en animales salvajes y
domésticos, también se encuentra en el suelo y en el agua. Pertenece a la familia
Listeriaceae. Existen 6 especies, todas las especies se multiplican rapidamente
en leche, es una bacteria Gram positiva, crece entre <0 a 45 °C lo que le permite
multiplicarse en condiciones de refrigeracion. Son bacterias aerobias y anaerobias
facultativos. Produce la enfermedad listeriosis, el contagio de ésta se puede dar

por consumir algun alimento infectado.

S.aureus. Es una bacteria que se encuentra en la piel y las membranas mucosas

de los animales de sangre caliente. Pertenece a la familia Staphylococcaceae, son
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Gram positivas, tiene forma de cocos, se agrupan parejas o cadenas cortas de 3-
4 células, bacterias aerobias y anaerobias facultativas, son productores de una
gran variedad de enzimas y toxinas. La temperatura Optima para su crecimiento
va de 34 a 37 °C. Puede producir una amplia gama de enfermedades, que van
desde infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente benignas, tales como
foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital, como
celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o

neumonia.

C. albicans. Es un hongo levaduriforme, puede ocasionar enfermedad en personas
inmuno suprimidas o inmuno comprometidas al atravesar el intestino e incluso
puede generar enfermedades sistémicas. No es especialmente identificada como
un organismo de importancia por transmision via alimentos, sin embargo resiste
baja actividad de agua y esto le hace un organismo modelo de interés para

alimentos deshidratados.

A. niger y A. parasiticus. Son hongos filamentosos fitopatdgenenos de interés en
la industria alimentaria pues pueden provenir de alimentos tales como granos,
ademas de afectar las plantas antes y después de la cosecha también pueden
disminuir la vida de anaquel de los productos y alin mas grave, pueden producir

aflatoxinas, generando enfermedades crénicas como cancer de higado.
Reto microbiano

El método de prueba para determinar la actividad antibacteriana y antifungica de
productos germicidas sera reto microbiano y se tomara en consideracion algunos
aspectos de las normas NMX-BB-040-SCFI-1999, NOM-092-SSA-1994, Método
para la cuenta de bacterias aerobias en placa y NOM-111-SSA1-1994, Bienes y
servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos. Ademas se
consideraran algunos aspectos del método M07-A9 de la CLSI. La metodologia
empleada se describe a detalle a continuacion y se especifican consideraciones

no contempladas en la norma.
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1. Se prepararan soluciones stock de los desinfectantes a partir de estandares
0 reactivos concentrados, verificando la concentracion del agente
desinfectante en el certificado de andlisis del producto y si aplica, la
potencia del mismo. Se prepararan en condiciones de esterilidad stocks de
al menos 10 veces la maxima concentracion a probar. Algunos compuestos
pueden requerir solventes diferentes a agua y para ello habra que usar la
menor cantidad posible de esos disolventes. Esterilizar estas soluciones por
filtracion con membranas de tamafio de poro de 0.2um. Almacenar los
stocks a -20°C, pero usarlos de preferencia el mismo dia, de caso contrario
se pueden almacenar a -60°C por hasta 6 meses.

2. Las cepas de prueba se conservaran por resiembra periddica en tubos de
medio de cultivo inclinado (7 ml de agar métodos estandar, agar infusion
cerebro corazon o agar papa dextrosa), incubando de 24 a 48 h a una
temperatura de 35°C y posterior al crecimiento se mantienen en
refrigeracion.

3. Para preparar la suspension de microorganismos de prueba se efectian
una resiembra por estriado en placa, y después de la incubacién por 24 h
en un tubo con 10 ml de regulador de fosfatos se prepara una suspension
bacteriana de aproximadamente el tubo 3 del nefelémetro de McFarland. Se
hace una dilucién con factor de 10 y en esta suspension final se realiza el
resto del proceso.

4. Determinar la cuenta viable inicial para la suspensién celular cada uno de
los microorganismos de prueba, para ello a un matraz Erlenmeyer que
contenga 99 mL de la solucién amortiguadora de fosfatos diluida
estéril, transferir 1 mL de la suspension de los microorganismos de prueba
y efectuar las diluciones decimales necesarias para obtener placas que
contengan cada una entre 25 y 250 colonias. Colocar en cajas de Petri
estériles, por triplicado 0.1 mL de cada dilucion, y extender con varilla
acodada en cajas de Petri e incubar durante 24 o0 48 h a 35°C. Contar las

colonias contenidas en cada una de las cajas, en una cuenta colonias.
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5. Para evaluar el efecto de los productos sanitizantes, a partir de la
suspension bacteriana del punto 3 afadir el desinfectante de prueba
mientras se mezcla para garantizar la distribucidon apropiada, contar el
tiempo de contacto y posteriormente transferir 1 ml de esta mezcla a un
sistema con 99 ml de solucidbn neutralizante diluida o del caldo
neutralizante, mezclar y transferir por duplicado alicuotas de 1,0 mL a un
tubo nuevo y continuar diluyendo hasta tener las diluciones necesarias para
la cuenta viable.

6. Afadir por triplicado alicuotas de 0.1 ml a cajas de Petri estériles
conteniendo agar para métodos estandar con neutralizante, extender con
varilla acodada. Elegir diluciones que permitan obtener placas que
contengan de 25 a 250 colonias, invertir las placas e incubar durante 24 o
48 h a 35°C.

7. Después del periodo de incubacion, contar el nimero de UFC en las
placas. Promediar los resultados de las placas de la cuenta viable inicial y
de las células sobrevivientes y calcular el % de reduccién mediante la
siguiente formula:

% de reduccion =100 —-S x 100/ C.V.
S = células sobrevivientes UFC / mL
C.V. = cuenta viable inicial.

Informar el porcentaje de reduccion obtenido en la muestra del producto.

Agar para métodos estandar, formula en gramos por litro de agua destilada.
Peptona de caseina o gelatina 5.0

Extracto de levadura 2.5

Dextrosa 15.0

Agar 15.0

El pH final se ajusta a 6.8, el medio se esteriliza a 121°C durante 15

minutos.

Agar papa dextrosa, formula en gramos por litro de agua destilada.
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Infusion de papa 4.0
Dextrosa 20.0
Agar 15.0

El pH final se ajusta a 6.8, el medio se esteriliza a 121°C durante 15

minutos.

Agar infusion cerebro corazon
Infusion de cerebro y corazon 8.0
Digerido péptico de tejido animal 5.0
Digerido pancreético de caseina 16.0
Cloruro de sodio 5.0

Glucosa 2.0

Fosfato disodico de hidrégeno 2.5
Agar 13.5

El pH final se ajusta a 7.4, el medio se esteriliza a 121°C durante 15

minutos.
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VIl. RESULTADOS

+ Crecimiento de microorganismos (UFC/ml) en solucién salina en E.coli

El nimero de bacterias viables por muestras se expresan en unidades formadoras
de colonias (UFC), representa cada colonia contada y su numero total representa

el nimero total de bacterias visibles en la muestra.

Usamos el método de extendido en placa, se siembra volimenes conocidos de
cada dilucién, luego se incubaron a 35-37°C durante 24-48 Horas.

% Finalizando el tiempo de incubacion, se realizé el recuento.

% Se toma en cuenta Unicamente aquellas cajas Petri que tuvieran entre 30 y
300 colonias

% Este numero de colonias es estadisticamente representativo.

% Aquellas placas que tengan mas de 300 colonias se reportan como

incontables.
Para el recuento bacteriano se us6 una cuenta colonias

Se promediaron los resultados y se aplico la siguiente férmula para obtener el No.
De UFC/ml o UFC/gr.

UFC/ml = n0. De colonias por placa X el factor de dilucién

ml de la muestra sembrada
No. De colonias: 36
Dilucién: 10°
Volumen de siembra: 0.1 ml
UFC/ml = 36 X 1000000/ 0.1

UFC/ml = 3.6x10% UFC/ml
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No. De colonias: 34

Dilucion: 107

Volumen de siembra: 0.1 ml
UFC/ml =34 X 1000000/ 0.1

UFC/ml = 3.4x10% UFC/ml

En el reto microbiano con el sanitizante hipoclorito de sodio 50 ppm. Esta técnica
fue por triplicado.

Observe que el hipoclorito de sodio inhiben el crecimiento de microorganismos y
es eficiente.
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No hubo colonias en ninguna de las concentraciones probadas, se presentaron

algunos problemas de contaminacion durante el desarrollo de las pruebas.
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Tabla 1 - UFC

Retos microbianos
con E. coli

Cloro

cv

50 ppm

100 ppm

150 ppm

200 ppm

Acido peracético
cv

10 ppm

20 ppm

40 ppm

60 ppm

Ozono

cv

15 min

30 min

Acidos organicos
{acido citricoy
arido acético)
cv

5000 ppm
10000 ppm

2 min
1 99E407
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00

2 min
8.30E405
2 TTEHDT
2 DOE403
0.00E+00
0.00E+00

2 min
6.00E406
2 42E407
311E407

2 min
7 DOE407
193E404
0.00E+00

10 min

15 min
8.30E405
2 T2E407
0.00E+D0
0.00E+D0
0.00E+D0

15 min
6.00E406
6.13E406
1 50E407

15 min
7 DOE407
0.00E+D0
0.00E+D0

15 min

30 min
B.30E405
2 4TE407
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00

30 min
6.00E406
1.79E406
4 90E406

30 min
7 D0E407
0.00E+00
0.00E+00

Retos microbianos
con L.
monocytogenes
Cloro

cv

50 ppm

100 ppm

150 ppm

200 ppm

2 min
2 7BE408
0.D0E+00
0.D0E+00
0.D0E+00
0.D0E+00

10 min
2 TBE408
0.00E+D0
0.00E+D0
0.00E+D0
0.00E+D0

15 min

Retos

microbiano

sconC
albicans
Cloro

2 7BE408 CV
0.00E+00 50 ppm
0.00E+00 100 ppm
0.00E+00 150 ppm
0.00E+00 200 ppm

2 min
1.30E406
9 60E403
6.00E402
1 O0E403
1.30E403

10 min
1.30E408
0.00E+00
0.00E+00
4 DOE+04
0.00E+00

15 min
1.30E406
0.00E+00
0.00E+00
1.69E405
5. 73E404
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Tabla 2 - Reduccién de Logaritmos

Retos
microbian
os con E.
coli

Cloro

v

50 ppm =4
100 ppm =4
150 ppm =4
200 ppm =4
Arido

2 min

1.99E+07

peracético 2 min

oW

10 ppm

20 ppm

40 ppm =3
&0 ppm =3

B.30E+05
O OODE-+DD
2 D0E+DD

Ozono 2 min

CW & 00E+DE
15 min 0. 00E+DD
30 min 0.00E+DD
Acidos

organicos

(acido

citrico y

acido

acetico) 2 min

() T.00E+DT
5000 ppm 3 DOE-+DD

106000 ppm =4

10 min

=4
=4
=4
=4

15 min
B.30E+D5
0.00E+D0

=3

=3

=3

15 min
&.00E+D6
0.00E+D0
0.00E+D0

15 min
T.00E+O7

=4

=4

15 min

=4
=4
=4
=4

30 min
2. 30E+D5
0L ODE-+DD

6. 00E+DE
0.ODE+DD
0.O0DE+DD

30 min
T.00E+O07

=4

=4

Retos
microbian
os con L
monocytog
Enes
Cloro

v

50 ppm
100 ppm
150 ppm
200 ppm

2min

2. 7BE+DE

=5

=5
=5
=5

10 min

b b

15 min
2 TBE+DB CV

bl b

Retos

microbian

os con C.
albicans
Cloro

50 ppm
100 ppm
150 ppm
200 ppm

2 min 10 min 15 min
1.30E+D6 1.30E+06 1.30E+D6
3 =3 =3
4 =3 =3
4 2 1
3 =25
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Tabla 3 - Tablas de Resultados

Reto microbiano con E. coli
Reduccidn en logaritmos de UFC

Acidos
Organicos
Acido Agua (citricoy

Cloro 2min 10min  15min  peracético 2min 15min - 30min  ozonizada 2min 15min - 30min  acético)  2min
Oppm = 24 24 10ppm  NE NE NE 15min NE NE NE 5000ppm 3
100ppm 24 24 24 0ppm 2 23 23 30min NE NE NE 10000 ppm 24
10ppm 24 24 24 dppm 23 23 23
00ppm 4 24 24 60ppm 23 23 23

NOTA: cuando aparece el simbolo 2 No hubo crecimiento microbiano en ninguna de las series probadas
NE =No hubo efecto sobre |3 carga microbiana

Retos microbianos con cloro contra diferentes microorganismos

Escherichia coli Lysteria monocytogenes Candida albicans

Cloro 2min 10 min 15 min 2min 10min 13 min 2min 10 min 15min
Soppm 24 24 20 25 25 25 3 23 23
100ppm 4 24 20 25 25 25 4 23 23
Bppm 4 £ 2 5 25 25 4 2 1
Wppm 4 £ 2 5 25 25 3 2 2

NOTA: cuando aparece el simbolo 2 No hubo crecimiento microbiano en ninguna de las series probadas



VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES Y EXPERIENCIA
PERSONAL PROFESIONAL ADQUIRIDA

Como conclusion final de este trabajo se pudo llegar a la evaluacion y efectividad
del sanitizante Hipoclorito de sodio como el desinfectante mas eficaz para frutas y
vegetales en la empresa VINCON, dejando asi el uso del cloro, como se venia
trabajando durante los afios anteriores. Se consiguio trabajar con tres diferentes
cepas, tres diferentes tiempos y tres diferentes concentraciones como se

menciona en el objetivo de este trabajo.
Mencionando asi dichas cepas fueron las siguientes:

e Listeria monocytogenes
e Escherichia coli

e Candida albicans

Trabajando cada una de ellas con un tiempo de 2,10 y 15 min, a una
concentracion de 50, 100, 150 y 200 PPM. Tomado en cuenta que se realizo

cuenta viable en suspension inicial y suspension de reto.

RECOMENDACIONES

Es necesario estandarizar un protocolo de desinfecciones en el cual se incluya un

registro ordenado y detallado de la cantidad utilizada de cada desinfectante.

Se sugiere hacer estudios de costos para comparar la rentabilidad de estos
desinfectantes utilizados con otros de diferentes casas comerciales, para asi

observar las ventajas en cuanto a efectividad y costos.

Se sugiere realizar una caracterizacién bioquimica de los microorganismos que se
presentan en las areas de trabajo y maquinas, para saber con exactitud a que
género y especies pertenecen, y asi poder utilizar el desinfectante mas

recomendable.



EXPERIENCIA PROFESIONAL

Mi experiencia profesional se ve reflejada en cuestion de aprendizaje de

laboratorio con instrumentos més profesionales el cual me servira mucho en el

sector industrial.

Utilizar normas para la identificacion de los microorganismos patdégenos.
Tener en cuenta una higiene y respetar un reglamento de laboratorio.
Tener un orden para el uso adecuado de los equipos del laboratorio.
Saber trabajar en equipo y sobre todo aprender cosas nuevas

innovadoras.
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