Apéndice Normativo A
A De los recubrimientos para las latas
A 1 Se consideran recubrimientos adecuados para las latas, las siguientes sustancias:
1.1 Oleorresinas
1.2 Oleorresinas modificadas
1.3 Oleorresinas con pigmento de óxido de zinc en suspensión
1.4 Bases oleorresinosas con capa vinílica superior
1.5 Bases oleorresinosas o de polibutadieno con capa vinílica superior
1.6 Resinas fenólicas
1.7 Resinas epóxicas
1.8 Resinas epoxifenólicas modificadas (blanco universal)
1.9 Pasta de aluminio
Apéndice Normativo B
B Del Método de prueba para el análisis microbiológico de alimentos envasados herméticamente. Esterilizados Comercialmente 

1 Fundamento
1.1 Examen microbiológico de latas no alteradas
Este examen tiene por objeto determinar la presencia de microorganismos viables latentes, que resistieron el tratamiento térmico debidamente aplicado y que en determinadas circunstancias pudieran desarrollarse, produciendo alteraciones en el alimento y representando un riesgo para el consumidor.
Los envasados, aun los bien procesados, pueden contener esporas de bacilos termofílicos, las cuales son muy resistentes al calor, pero no se desarrollan en las condiciones normales de almacenamiento y no producen problemas de descomposición del producto ni representan un  peligro para el consumidor.
La prueba de esterilidad comercial, puede efectuarse por la observación y análisis del contenido del producto, su apariencia, color, olor, pH y examen microscópico.
Estas observaciones se hacen después de la incubación de las latas y siempre comparándolas con otras no incubadas.
Si es necesario efectuar el cultivo o si el producto después de incubarse presenta cualquier cambio, ya sea en apariencia, olor, color, pH, o bien presencia de gas o espuma, proceder como se indica en 5.1 o 5.2, dependiendo del pH del alimento.
1.2 Examen microbiológico de latas alteradas
Este análisis tiene por objeto determinar el origen de la alteración, la cual puede ser causada por microorganismos que sobreviven al tratamiento térmico o por la introducción de éstos después del tratamiento, por defectos de las cerraduras o por golpes que lesionen el envase. Conociendo la naturaleza del alimento y su tratamiento, es posible predecir el tipo de organismo responsable de la alteración.
Numerosas investigaciones han demostrado que el tipo de alteraciones guarda relación con el grado de acidez del alimento procesado, por lo que éstos se dividen en dos grandes grupos:
1.2.1 Alimentos de baja acidez, con pH > 4,6, entre los que se encuentran productos cárnicos, lácteos, marinos, algunos vegetales, guisados, sopas, etcétera.
1.2.2 Alimentos ácidos, con pH < 4,6, entre los que se encuentran tomates, frutas, jugos de cítricos, encurtidos, entre otros.

2 Reactivos y materiales
A continuación se presentan las fórmulas y los procedimientos para preparar los medios y reactivos empleados en el análisis microbiológico de los productos envasados herméticamente y sometidos a esterilización comercial. En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas equivalentes, se deben seguir las instrucciones del fabricante.
2.1 Medios de cultivo y soluciones
2.1.1 Caldo glucosa púrpura de bromocresol (CGPB)
		FORMULA
	Glucosa	10,0 g
	Extracto de carne	3,0 g
	Peptona (P. Ej. caseína)	5,0 g
	Púrpura de bromocresol	2,0 ml
	(1,6% en etanol)
	Agua destilada	1 000,0 ml
	pH final = 7,0 ± 0,2
Disolver los ingredientes en el agua, ajustar el pH y envasar en tubos de 22 x 175 mm, en volúmenes de 12 a 15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C por 15 min.

2.1.2 Caldo de hígado picado o caldo carne cocida (CH o CCC)
		FORMULA
	Hígado o carne magra de res	500,0 g
	Agua destilada	800,0 ml
	Peptona	10,0 g
	Fosfato dipotásico	1,0 g
	Almidón soluble	1,0 g
	pH final = 7,0 ± 0,2
Poner el hígado o la carne picada en agua, calentar a ebullición y dejar a fuego lento durante una hora.
Enfriar, retirar la capa de grasa, ajustar el pH y hervir otros 10 min.
Filtrar a través de gasa o manta de cielo, presionando para quitar el exceso de líquido. Enfriar y agregar al caldo la peptona, el fosfato y el almidón soluble. Ajustar el pH  y llevar el volumen del caldo a 1 000 ml con agua destilada.
Filtrar a través de papel filtro grueso; en este paso el caldo y la carne pueden guardarse en refrigeración, si el medio no puede terminarse el mismo día. Envasar en tubos de 22 x 175 mm volúmenes de 10 a 12 ml de caldo y depositar suficiente hígado o carne picada para que ocupe una altura de 1,25 cm del fondo del tubo. Esterilizar a 121 ± 1°C por 15 min.
2.1.3 Caldo extracto de malta
		FORMULA
	Extracto de malta	6,0 g
	Maltosa	1,5 g
	Glucosa	6,0 g
	Extracto de levadura	1,0 g
	Agua destilada	1 000,0 ml
	pH final = 4,7 ± 0,2
Disolver los ingredientes con agitación constante. Ajustar el pH a 4,7 ± 0,2, envasar en tubos de 22 x 175 mm en volúmenes de 12-15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C por 15 min. Exponer al calor el menor 
tiempo posible.
2.1.4 Caldo ácido
		FORMULA
	Proteosa peptona	5,0 g
	Extracto de levadura	5,0 g
	Glucosa	5,0 g
	Fosfato dipotásico	4,0 g
	Agua destilada	1 000,0 ml
	pH final = 5,0 ± 0,2
Disolver los ingredientes en 1 l de agua  y envasar en tubos de 22 x 175 mm en volúmenes de 12 a 15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C por 15 min. 
2.1.5 Agar papa dextrosa o dextrosa Sabouraud
2.1.5.1 Agar papa dextrosa
		FORMULA
	Infusión de papa	200,0 ml
	Glucosa	20,0 g
	Agar	15,0 g
	Agua destilada	1 000,0 ml
	pH final = 3,5
Lavar, pelar y rebanar papas de tamaño mediano (250 g). Hervir durante 30 min en 290 ml de agua destilada. Filtrar varias veces a través de gasa y algodón.  En esta infusión, disolver los demás ingredientes.  Añadir agua destilada hasta completar el volumen (1000 ml).  Calentar a ebullición, hasta la disolución total de los ingredientes. Ajustar el pH a 5,6 ± 0,2.  Distribuir en volúmenes de 100 ml y esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C. Enfriar a 45 - 48°C y acidificar a pH 3,5 con solución estéril de ácido tartárico al 10% (aproximadamente 1,4 ml de ácido por cada 100 ml de medio).  Una vez que se ha agregado el ácido tartárico, no se vuelve a calentar el medio.






2.1.5.2 Agar dextrosa Sabouraud
		FORMULA
	Polipeptona o neopeptona	10,0 g 
	Dextrosa	40,0 g
	Agar	15,0 g
	Agua destilada	1 000,0 ml
	pH final = 5,6 ± 0,2
Calentar hasta disolución completa. Esterilizar en autoclave a 118 - 121°C por 15 min, no exceder de 
121 ± 1°C.
2.1.6 Agar hígado de ternera
		FORMULA
	Infusión de hígado	50,0 g
	Infusión de ternera	500,0 g
	Proteosa peptona	20,0 g
	Neopeptona	1,3 g
	Triptona	1,3 g
	Glucosa	5,0 g
	Almidón soluble	10,0 g
	Caseína isoeléctrica	5,0 g
	Cloruro de sodio	5,0 g
	Nitrato de sodio	2,0 g
	Grenetina	20,0 g
	Agar	15,0 g
	Agua destilada	1 000,0 ml
	pH final = 7,3 ± 0,2 
Mezclar los ingredientes con agua destilada y calentar a ebullición hasta su disolución total. Ajustar el pH y esterilizar a 121 ± 1°C por 15 min.
2.1.7 Agar nutritivo
		FORMULA
	Extracto de carne	3,0 g
	Peptona	5,0 g
	Agar	15,0 g
	Agua destilada	1 000,0 ml
	pH final = 7,3 ± 0,2
Suspender los ingredientes en agua destilada y disolverlos por ebullición. Ajustar el pH. Distribuirlo en volúmenes adecuados en matraces o botellas y esterilizar a 121 ± 1°C por 15 min. 
2.1.8 Solución estéril de ácido tartárico al 10% 
		FORMULA
	Acido tartárico	10,0 g
Disolver y llevar a 100 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C.
2.1.9 Colorante de azul de metileno 
	Solución A 
	Azul de metileno (pureza no < 90%)	0,3 g 
	Etanol (95%)	90,0 ml
	Solución B 
	Solución 0,01% de hidróxido de	100,0 ml
	potasio
	Mezclar A y B 
2.1.10 Colorante de cristal violeta
	Cristal violeta (pureza no < 90%)	  2,0 g
	Etanol (95%)	20,0 ml
	Agua destilada	80,0 ml
2.1.11 Colorante de Gram
	Solución A
	Cristal violeta (pureza no < 90%)	  2,0 g
	Etanol (95%)	20,0 ml 
	Solución B
	Oxalato de amonio	  0,8 g
	Agua destilada	80,0 ml
Mezclar solución A y B dejar reposar 24 h al abrigo de la luz, filtrar por papel filtro grueso. 

	Solución de yodo para Gram 
	Yodo (cristales)	1,0 g
	Yoduro de potasio	2,0 g
	Agua destilada	300,0 ml
Mezclar el Yodo y el Yoduro de potasio en un mortero y triturar hasta fino polvo. Agregar 1 ml de agua y mezclar, agregar 5 ml de agua y mezclar, agregar 10 ml de agua y mezclar.  Vaciar esta solución a un frasco reactivo, lavar el mortero y el pistilo con suficiente agua hasta completar los 300 ml.
2.2 Materiales
Mecheros de Bunsen o Fischer.
Abrelatas sanitarios.
Pinzas, espátulas y cucharas.
Charolas.
Pipetas serológicas de 10 ml con tapón de algodón.
Pipetas despuntadas o tubos de 8 mm de diámetro con tapón de algodón.
Propipeta o bulbo para pipeta.
Tubos de cultivo de 18 x 150 o de 22 x 175 mm.
Embudos grandes de tallo corto.
Portaobjetos.
Cajas de Petri estériles.
Punzón para latas.
Asa de platino o nicromel en porta-asas.
Cepillo para lavar las latas.
Toallas o gasas estériles.
Solución de yodo al 4% (en etanol al 70%).
Sistema de anaerobiosis.
Varillas de vidrio de 20 cm de longitud y 3 mm de grueso, dobladas en ángulo recto de 5 cm en uno de sus extremos.
Azul de metileno, cristal violeta o equipo para tinción de Gram.

3 Aparatos e instrumentos
Autoclave con termómetro o manómetro.
Horno para esterilizar a 180°C.
Incubadoras con termómetro y termostato que evite variaciones > de 0,1°C.
Potenciómetro de escala expandida.
Microscopio compuesto.

4 Preparación de las muestras
4.1 	Llevar un registro en el laboratorio en donde se anoten:
4.1.1	 El número de lote (o señalar si éste no existe o está incompleto)
4.1.2	 Todos los datos importantes para la identificación del producto que aparezcan en la etiqueta; identificar la muestra en forma indeleble, antes de remover la   etiqueta. Conservar el envase y la etiqueta.
4.1.3	 Los defectos físicos que se observen en el envase como abolladuras, golpes que lo deformen, oxidación, derrames, defectos aparentes de las cerraduras, abombamiento, etcétera.
	Según su apariencia externa clasificarlas como sigue:
4.2 Latas
4.2.1 	Latas planas o normales.
4.2.2	 Abombamiento ligero (Flipper), Grado I. Unicamente uno de los extremos de la lata se encuentra ligeramente abombado, pero puede comprimirse fácilmente.
4.2.3	 Abombamiento elástico (Springer), Grado II. Uno de los extremos se encuentra abombado; al presionarle el extremo opuesto se abulta.
4.2.4	 Hinchazón (Soft swell), Grado III. Ambos extremos se encuentran abombados, pero pueden comprimirse o ceden ligeramente a la presión.
4.2.5	 Hinchazón (Hard swell), Grado IV. Ambos extremos se encuentran abombados y no pueden comprimirse: la lata puede reventar.
4.3 Frascos de vidrio
4.3.1 Tapa normal
4.3.2 Tapa abombada
4.4	 Incubación de los envases
4.4.1 	Incubación de productos en envases de apariencia normal.

La prueba más confiable para determinar la esterilidad comercial es la incubación del producto a temperaturas apropiadas y por un tiempo suficiente para que cualquier microorganismo que se encuentre pueda desarrollarse bajo las condiciones del producto envasado, dando origen a manifestaciones ya sea en el envase o en el producto. Incubar de 30 a 35°C por 10 a 14 días.
Observar diariamente los envases. La manifestación de crecimiento es la hinchazón en diferentes grados y en los envases de vidrio se pueden observar los cambios en el alimento o la formación de burbujas. 
En cuanto se detecte hinchazón en el producto o cualquier otra desviación suspender la incubación.
Al final del periodo de incubación, abrir las latas para descubrir descomposición ácida (flat sour), por cambios en el color, olor, consistencia y pH del alimento. Preparar extensiones, teñirlas con azul de metileno o tinción de Gram y observarlas microscópicamente. El hallazgo de cualquier anormalidad indica que el producto no está comercialmente estéril y se debe proceder como para los envases alterados.
4.4.2 Incubación de envases sospechosos o alterados
Analizar de inmediato una o varias unidades de la muestra e incubar el resto de las latas que no presenten alteración evidente o con abombamiento de grado I de 30 a 35°C por 10 a 14 días.
Los envases con abombamiento muy evidente no deben incubarse. Aquellas que se clasifiquen como grado III o IV de no analizarse en el momento, deberán refrigerarse.
4.5 Apertura de las latas o envases
4.5.1 Area de trabajo
Se debe trabajar preferentemente en un gabinete de flujo laminar que proporcione un ambiente 
ultra-limpio, clase 100*
La desinfección de la superficie de trabajo se puede hacer con alcohol o sales cuaternarias de amonio a la concentración recomendada por el fabricante. Posteriormente se debe poner a trabajar el flujo, 30 min antes de efectuar el trabajo.
Para controlar la eficacia del flujo, se deben poner como testigos cajas con medio de cultivo abiertas, a los lados y al centro del área de trabajo, durante todo el tiempo que dure la operación.
Si no se tiene el equipo necesario, se puede utilizar un cuarto o cubículo perfectamente limpio, lavado con agua y jabón, desinfectándolo con un agente bactericida apropiado. En este caso se trabajará entre dos mecheros Bunsen.
4.5.2 Personal
El personal debe trabajar con bata limpia. Si tiene el pelo largo, debe usar turbante. El uso de mascarillas quirúrgicas es opcional. El personal enfermo con gripe o cualquier otro problema infeccioso no debe intervenir en el análisis.
4.6 Preparación de latas o envases normales
Lavar el envase con un cepillo, usando agua caliente y jabón; enjuagar y dejar secar.
Remojar con un sanitizante durante 10 a 15 min, la tapa contraria a donde está grabado el lote. Escurrir el líquido y secar con la flama de un mechero.
Destapar con un abridor de latas sanitario estéril.
En las latas de cierre de anillo o dispositivos abre fácil, abrir por la cara opuesta.
* El equipo debe proveer un ambiente libre de partículas de 0,3 micras con una eficiencia del 99,99% en un flujo de 100 pies3/min.
4.6.1 Frascos de vidrio
Lavar la tapa del frasco y sumergirlo durante 15 min en una solución sanitizante, de manera que quede cubierta la tapa; esta solución puede ser cloro 100 mg/kg. Colocar un algodón estéril en torno a la tapa y con un punzón estéril hacer un orificio en el centro, a fin de que se pierda el vacío y pueda abrirse con facilidad. Abrir el frasco sin contaminar los bordes del mismo.
4.7 Preparación de latas o envases alterados
Lavar el envase con un cepillo, con  agua caliente y jabón; enjuagar y secar. Si la lata está muy inflada, mantener en el refrigerador antes de abrirla. Limpiar y sanitizar la tapa con una solución de cloro 100 mg/kg o  yodo al 2% en alcohol al 70%; limpiar con una gasa estéril.
En latas muy infladas de pH muy ácido, es necesario hacer una prueba para hidrógeno, con objeto de conocer si el gas se debe a la acción del ácido sobre el metal.
Para ello, practicar una pequeña puntura en el centro de la tapa y recibir el gas en un tubo de ensayo invertido; inmediatamente ponerlo sobre la flama. Una pequeña explosión indica la presencia de hidrógeno. No debe flamearse directamente el orificio de la lata.
Para abrir latas infladas, colocar un embudo invertido con un algodón estéril sobre la tapa y picar con un picahielo estéril, hasta desalojar el gas antes de abrir la lata.






5 Procedimiento
Abrir la lata entre dos mecheros Bunsen o en el gabinete de flujo laminar vertical. Tomar porciones tanto del contenido sólido como del líquido; si es posible, homogeneizar. Utilizando utensilios adecuados a la naturaleza del producto (espátulas, pinzas, tubos de vidrio, pipetas, etcétera) transferir aproximadamente 2 g o 2 ml del producto a los tubos con el medio que se va a utilizar, dependiendo del pH del alimento.
Conservar una muestra en un frasco estéril, para cualquier aclaración o para efectuar pruebas biológicas. Hacer una extensión en un portaobjetos del contenido de la lata, ya que muchas veces los gérmenes causantes del deterioro mueren durante el almacenamiento y sólo el examen microscópico puede dar una idea de los microorganismos involucrados en la descomposición. Preparar las extensiones mediante una asa de platino. Si el alimento es sólido o muy espeso, agregar una pequeña cantidad de agua estéril. Si es muy grasoso, depositar sobre la extensión una pequeña cantidad de xilol con posterioridad a su fijación por calor.
Una vez tomada la muestra, anotar el estado del alimento: su olor, cambios en su color, consistencia, etcétera. No debe probarse. Determinar el pH y vaciar el contenido de la lata. Observar su interior, anotando el estado del barniz, la presencia de manchas, defectos del frasco o de la tapa, etcétera.
5.1 Examen de alimentos envasados de baja acidez (pH > a 4,6)
Inocular aproximadamente 2 g o 2 ml, en cada uno de 4 tubos con caldo hígado, previamente calentado a 100°C para expulsar el oxígeno disuelto, y enfriar rápidamente.
Inocular asimismo, 4 tubos de caldo púrpura de bromocresol. 
Incubar según el siguiente esquema:

	Medio de cultivo
	Tubos
	Temperatura
	Tiempo
	Investigación

	
	
	
	
	

	Caldo hígado o CCC
	2
	35°C
	96 h/120 h
	Mesofílicos anaerobios

	Caldo hígado o CCC
	2
	55°C
	24 h/72 h
	Termofílicos anaerobios

	Caldo púrpura de bromocresol
	2
	35°C
	96 h/120 h
	Mesofílicos aerobios

	Caldo púrpura de bromocresol
	2
	55°C
	24 h/48 h
	Termofílicos aerobios



Transferir los alimentos líquidos por medio de una pipeta, utilizando un bulbo o propipeta.
¡ Precaución! 
Tener ciudado al manipular el producto, incluso cuando provenga de envases aparentemente normales.
¡ La Toxina botulínica puede estar presente!
Observar los tubos diariamente, hasta el término del tiempo de incubación si no hay crecimiento en todos los tubos, descartar e informar como NEGATIVO. 

Cuadro 1
DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE CULTIVO PARA ALIMENTOS ENLATADOS DE BAJA ACIDEZ (> 4,6).
	CULTIVO ORIGINAL
	TEMPERATURA
	SUBCULTIVO
	
	CULTIVO PURO
	IDENTIFICACION

	
CH o CCC
y

CGPB
	

35°C
96/120 h
	AN o AHT
Aeróbico


AN o AHT
Anaeróbico
	
Crecimiento



Crecimiento
	Frotis
CH o CCC


Frotis
CH o CCC
	Tinción de Gram
Anaeróbico
AN o AHT

Tinción de Gram
Aeróbico
AN o AHT

	
CH o CCC
y

CGPB
	

55°C
24/72 h
	AN o AHT
Aeróbico


AN o AHT
Anaeróbico
	
Crecimiento



Crecimiento
	Frotis
CH o CCC


Frotis
CH o CCC
	Tinción de Gram
Anaeróbico


Tinción de Gram
Aeróbico
AN o AHT


CH =	Caldo Hígado de Ternera	AN = Agar Nutritivo
CCC =	Caldo Carne Cocida	AHT = Agar Hígado de Ternera
CGPB =	Caldo Púrpura de Bromocresol


DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE CULTIVO PARA ALIMENTOS ENLATADOS ACIDOS ( 4,6).

	CULTIVO ORIGINAL
	TEMPERATURA
	SUBCULTIVO
	
	CULTIVO PURO
	IDENTIFICACION

	


CA,CEM
	


30°C
96/120 h
	AN, ADS o ADP

Aeróbico


AN, ADS o ADP
Anaeróbico
	

Crecimiento



Crecimiento
	Frotis
CA, CEM



Frotis
CA, CEM
	Tinción de Gram
Anaeróbico
AN, ADS o ADP


Tinción de Gram

Aeróbico
AN, ADS o ADP

	
CA
	

55°C
24/72 h
	AN 
Aeróbico


AN
Anaeróbico
	
Crecimiento



Crecimiento
	Frotis
CA


Frotis
CA
	Tinción de Gram
Anaeróbico
AN

Tinción de Gram
Aeróbico
AN 


CA    = Caldo Acido	AN = Agar Nutritivo
CEM = Caldo Extracto de Malta	ADS = Agar Dextrosa Sabouraud
	ADP = Agar Papa Dextrosa

Si hay crecimiento, hacer frotis y teñir-resembrar  a placas de agar hígado de ternera (sin yema de huevo) o agar nutritivo. Incubar a 35°C y 55°C una placa en aerobiosis y anaeróbico (ver cuadro 1) continuar la incubación a 35°C de caldo de hígado (CH) o caldo carne cocida (CCC) hasta un máximo de 5 días  y  guardar  para  determinación  de toxina (cuando proceda).
Observar los agares y seleccionar un número representativo de los diferentes tipos de colonias y resembrar a CH y CCC a la temperatura y las condiciones según se especifica en el cuadro 1 (a 35°C 
por 96/120h y 55°C por 24/72h). 
Expulsar el oxígeno inmediatamente antes de utilizar el CH que se va a incubar en anaerobiosis. 
Mantener viables los cultivos puros aislados. 
Hacer tinción de Gram. 
5.1.1  Cuando se presente crecimiento microbiano durante las pruebas para esterilidad comercial en un enlatado y no haya evidencia de descomposición del alimento, efectuar la confirmación de la siguiente forma:
5.1.1.1  Obtener cultivos puros de la cepa o cepas  encontradas.
5.1.1.2   Seleccionar otro envase del mismo producto y el mismo lote que el anterior.
5.1.1.3  En condiciones asépticas, practicar una pequeña perforación en el extremo de la lata o cerca 
del cierre.
5.1.1.4  Inocular el producto con la cepa por abajo de la superficie.
5.1.1.5  Flamear el orificio para crear vacío y sellar asépticamente con soldadura o un material similar.
5.1.1.6 Después de inocular, incubar a 30-35°C durante 10 días.
5.1.1.7 Abrir el enlatado y examinar el producto.
El aspecto del producto debe ser igual al que se observó en el envase de donde se obtuvo el cultivo.
Si en el primer enlatado el producto fue de apariencia normal, pero se obtuvo crecimiento y en el segundo, inoculado con la flora microbiana aislada del primero, se encuentra el producto alterado (gas, consistencia diferente, olor, etcétera), debe considerarse que el primer enlatado era comercialmente estéril y que el crecimiento fue el resultado de un procedimiento deficiente por el laboratorio.
Si se encuentra flora mixta únicamente en el CGPB, hacer informe de los tipos morfológicos. 
Si hay flora mixta en CH/CCC entre la cual se incluyan bacilos, hacer prueba toxina. 
Si se observan únicamente bacilos Gram positivo o Gram variable típicos del género Bacillus o Clostridium investigar presencia de esporas.  En algunos casos las células vegetativas envejecidas pueden dar la apariencia de Gram negativo y debe considerarse como si fuera Gram positivo.
Determinar la presencia de toxina. Esta prueba la podrá realizar un laboratorio oficialmente acreditado por las autoridades correspondientes.
5.2 Examen microbiológico de alimentos envasados de acidez alta (pH < 4,6)
Inocular 2 g o 2 ml de alimento en 4 tubos de caldo ácido y 2 tubos de caldo extracto de malta.
Incubar según el esquema:

[bookmark: _GoBack]
	Medio de cultivo
	Tubos
	Temperatura
	Tiempo
	Investigación

	
	
	
	
	

	Caldo ácido
	      2    
	30°C
	96 h
	Lactobacilos, hongos y levaduras

	Caldo ácido
	       2
	55°C
	48 h
	Termofílicos de descomposición ácida

	Caldo extracto de malta
	       2
	30°C
	96 h
	Lactobacilos, hongos y levaduras



6 Expresión de resultados
6.1 Envases normales
Conviene extremar los cuidados al efectuar los ensayos, seleccionar las muestras e interpretar los resultados de las pruebas para demostrar la esterilidad comercial, ya que cualquier error basado en fallas de manipulación o interpretación, puede originar la destrucción de un lote comercialmente estéril, como contaminado. Al incubar el enlatado o al recibirse la lata, la presencia de hinchazón, principalmente cuando es muy acentuada, indica contaminación microbiana. Estas condiciones deben ser confirmadas demostrando la presencia de un gran número de microorganismos en las extensiones preparadas directamente a partir del alimento, descubriendo cambios en el aspecto del producto (consistencia, olor, coloración anormal) o variaciones en el pH, en comparación siempre con un producto normal. Los cultivos se practican por duplicado, cuando hay contaminación, en ambos tubos se debe hallar una flora similar a la encontrada en las extensiones de la muestra original. Encontrar sólo uno de los tubos de cultivo positivo y otro negativo, puede indicar una contaminación por manipulación en el laboratorio, a menos que se compruebe que existe el mismo tipo de flora que en la extensión de la muestra original.
A veces existe alguna dificultad en diferenciar partículas del alimento de microorganismos. Otras veces las levaduras o lactobacilos participan en la producción del alimento, como sucede en algunos productos obtenidos por fermentación. En estos casos, aunque ya no sean viables, los microorganismos pueden aparecer en la extensión, y sólo la experiencia y el conocimiento de los procesos permite interpretar correctamente los resultados.
6.2 Envases alterados, con pH > de 4,6
6.2.1 Presencia de mesofílicos aerobios
La flora presente en este caso, puede estar constituida por bacilos o ser mixta.
6.2.1.1 Presencia de bacilos esporulados
Generalmente consiste en esporas termorresistentes de diferentes especies de bacilos. Regularmente el alimento no presenta alteraciones, ya que las esporas no pueden desarrollarse en condiciones de anaerobiosis; sin embargo, se han encontrado alteraciones producidas por bacilos con esporas resistentes (Bacillus mesentericus y Bacillus subtilis), en alimentos de acidez media, con tratamiento térmico adecuado, pero con vacío incompleto. También se ha encontrado Bacillus ß nigrificans, en conservas de betabeles con ennegrecimiento del producto.
6.2.1.2 Presencia de flora mixta
La presencia de flora mixta se debe generalmente a la penetración de gérmenes, con posterioridad al proceso térmico, actuando como vehículo el agua de enfriamiento. La flora que se observa puede ser muy variada.
La penetración de los gérmenes se debe a defectos en las cerraduras, que permiten el paso de los microorganismos. Las latas generalmente se encuentran infladas y pueden mostrar defectos o derrames.
El pH y el aspecto  del producto varían.
6.2.2 Presencia de mesofílicos anaerobios
Consiste de anaerobios del género Clostridium, entre los que se encuentran C. sporogenes, 
C. putrificans, C. hystoliticum, C. bifermentans, C. perfringens y C. botulinum; este último es el de mayor importancia sanitaria, por producir una toxina muy potente. Las latas pueden estar parcialmente infladas y el producto parcialmente digerido; el olor es pútrido. El pH aumenta. En este caso, es necesario practicar  la  prueba  en animales, tanto del producto como del filtrado del cultivo, para investigar la presencia de la toxina. Esta prueba la podrá realizar un laboratorio oficialmente acreditado por las autoridades correspondientes.
6.2.3 Presencia de termofílicos aerobios
Consta de bacilos termofílicos estrictos o facultativos, que poseen esporas muy resistentes al calor (especie tipo B. stearothermophilus, causante de la descomposición ácida flat sour). Las latas son planas, sin alteración y con marcado aumento de la acidez del producto; puede haber olor anormal o enturbiamiento del líquido.
6.2.4 Termofílicos anaerobios
Pertenecen también al género Clostridium, con esporas muy resistentes al calor.
La especie tipo C. thermosaccharolyticum, es un anaerobio estricto no productor de sulfhídrico; las latas se encuentran infladas.
Otro tipo de descomposición poco común, puede ser causada por C. nigrificans, que produce sulfhídrico con ennegrecimiento del producto.
6.3 Interpretación de resultados en alimentos de acidez alta
6.3.1 Presencia de mesofílicos aerobios
6.3.1.1  Presencia de Lactobacillus. La descomposición por bacterias acidúricas no formadoras de esporas, puede deberse a varias especies del género Lactobacillus. Se han aislado  L. lycoperci, 
L. pentoaceticus,  L. menitipolum y  L. pleofructi.
6.3.1.2  Presencia de levaduras. El hallazgo de levaduras indica falta de procesamiento. Las latas contaminadas generalmente se presentan muy hinchadas y el olor del producto es característico de levadura (olor ácido). Entre las levaduras se han aislado esporas del género Torula.
6.3.1.3  Presencia de hongos. Otro tipo  de descomposición puede ser causada por hongos como Byssochlamys fulva, que forma esporas muy resistentes al calor. Se han encontrado también algunas cepas de Penicillium; en estos casos generalmente las latas se encuentran planas, sin alteración y el hongo crece en la superficie del producto.
6.3.2 Mesofílicos anaerobios
Clostridium pasteurianum causa una descomposición poco frecuente, en que las latas se encuentran infladas y con olor butírico. Si se sospecha este tipo de contaminación, sembrar un tubo con medio o caldo ácido en anaerobiosis a 35°C.
6.3.3 Termofílicos aerobios
La descomposición por termofílicos aerobios produce el tipo flat-sour, o sea la descomposición ácida. Las latas se encuentran planas y se observan cambios en el vacío; entre los gérmenes causantes está B. coagulans, que es el responsable de la descomposición de productos derivados del jitomate y de la producción de grumos de leche evaporada.
6.3.4 Termofílicos anaerobios
La descomposición por termofílicos anaerobios es poco frecuente en productos ácidos. La producen anaerobios butíricos.
En productos de acidez muy alta, con pH inferior a 3,7, como col agria, encurtidos, etcétera, la descomposición puede deberse a las bacterias ya señaladas, pero generalmente la acidez inhibe el desarrollo de gérmenes. En muchos casos, la hinchazón de la lata se debe a causas químicas, por formación de hidrógeno.
6.4 Observaciones generales
Algunas veces se pueden encontrar cultivos negativos, procedentes de latas anormales, o de latas normales con productos descompuestos. Esto puede deberse a que la alteración ocurrió antes del procesamiento térmico del enlatado y han muerto los microorganismos que la originaron, o bien a que en un producto contaminado, los gérmenes murieron al agotarse el oxígeno o los nutrientes.
En estos casos, un examen microscópico del producto puede ayudar al diagnóstico.

