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	Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaría de Salud.
	In the margin a stamp with the National Seal, that says: United Mexican States. Secretary of Health. 
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	CONSIDERANDO
	CONSIDERING

	Que en cumplimiento a lo previsto en el artículo 46 fracción I de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, el Subcomité de Productos y Servicios presentó en el año de 2005 al Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, el anteproyecto de Norma Oficial Mexicana.
	Whereas, in compliance to that detailed in article 46 section I of the Federal Law of Metrology and Standardization, the Sub Committee of Products and Services presented in the year 2005 to the National Consultative Committee of Standardization of Regulation and Sanitary Development, the pre-project of Official Mexican Standard. 


	Que con fecha 23 de junio de 2008, en cumplimiento del acuerdo del Comité y lo previsto en el artículo 47 fracción I, de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, se publicó el Proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-243-SSA1-2005, PRODUCTOS Y SERVICIOS. LECHE, FORMULA LACTEA, PRODUCTO LACTEO COMBINADO Y DERIVADOS LACTEOS. DISPOSICIONES Y ESPECIFICACIONES SANITARIAS. METODOS DE PRUEBA en el Diario Oficial de la Federación, a efecto que dentro los sesenta días naturales posteriores a dicha publicación, los interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario.
	Whereas, on the 23RD  of June of 2008, in compliance to the agreement of the Committee in article 47 section I of the Federal Law of Metrology and Standardization, the Project of Official Mexican Standard NOM-243-SSA1-2010, PRODUCTS AND SERVICES. MILK, LACTEAL FORMULA, COMBINED LACTEAL PRODUCTS AND LACTEAL DERIVED PRODUCTS. SANITARY PROVISIONS AND SPECIFICATIONS. TEST METHODS, was published in the Official Daily of the Federation so that within the sixty calendar days following said publication, the interested parties might present their comments to the National Consultative Committee of Standardization of Regulation and Sanitary Promotion. 


	Que con fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federación, las respuestas a los comentarios recibidos por el mencionado Comité, en los términos del artículo 47 fracción III de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización.
	Whereas, on a prior date, the responses to the comments received by the aforementioned Committee were published in the Official Daily of the Federation, under the terms of article 47, section III of the Federal Law of Metrology and Standardization. 


	Que en atención a las anteriores consideraciones, contando con la aprobación del Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, he tenido a bien expedir y ordenar la publicación de la siguiente:
	Whereas, in attention to the preceding considerations counting with the approval of the National Consultative Committee of Standardization of Regulation and Sanitary Development, the following is ordered to be published: 
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	PREFACE


	En la elaboración de la presente Norma Oficial Mexicana participaron las siguientes unidades administrativas, organismos e instituciones:
	The following administrative units, organizations and institutions participated in the preparation of this Official Mexican Standard: 


	SECRETARIA DE SALUD
	SECRETARY OF HEALTH

	Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios
	Federal Commission for the Protection from Sanitary Risks

	UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
	AUTONOMOUS UNIVERSITY OF MEXICO 

	Programa Universitario de Alimentos
	University Program of Food Products

	INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
	NATIONAL POLYTECHNICAL INSTITUTE

	Escuela Nacional de Ciencias Biológicas
	National School of Biological Sciences 

	LICONSA, S.A. DE C.V.
	LICONSA, S.A. DE C.V.

	CONSEJO PARA EL FOMENTO DE LA CALIDAD DE LA LECHE Y SUS DERIVADOS A.C.
	COUNCIL FOR THE DEVELOPMENT OF MILK QUALITY AND ITS DERIVATIVES, ASSOCIATION

	CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE TRANSFORMACION
	NATIONAL CHAMBER OF THE MANUFACTURING INDUSTRY

	CAMARA NACIONAL DE INDUSTRIALES DE LA LECHE
	NATIONAL CHAMBER OF MILK INDUSTRIES

	ASOCIACION DE GANADEROS PRODUCTORES DE LECHE PURA, S.A DE C.V.
	ASSOCIATION OF LIVESTOCK PRODUCERS OF PURE MILK, INC.

	DANONE DE MEXICO, S.A. DE C.V.
	DANONE DE MEXICO, S.A. DE C.V.
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	1. Objetivo y Campo de Aplicación
	1. Objective and field of application

	1.1
Esta Norma Oficial Mexicana establece las especificaciones sanitarias y nutrimentales que debe cumplir la leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado y los derivados lácteos.
	1.1 This Official Mexican Standard establishes the sanitary and nutritional specifications that milk, lacteal formula, combined lacteal products and lacteal derived products. 


	1.2 
Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas físicas o morales que se dedican al proceso e importación de la leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado y derivados lácteos.
	1.2 This Official Mexican Standard is of obligatory observance in the national territory for the individuals or companies that are dedicated to the processing and importation of milk, lacteal formula, combined lacteal products and lacteal derived products. 


	2. Referencias
	2. References

	Esta norma se complementa con las siguientes o las que las sustituyan:
	This standard is complemented with the following or those that substitute them: 


	Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010 Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohólicas preenvasados - Información comercial y sanitaria.
	Official Mexican Standard NOM-051-SCFI-SSA1-2010, General specifications for labeling of food products and prepackaged non-alcoholic beverages – Commercial and sanitary information. 


	Norma Oficial Mexicana NOM-086-SSA1-1994 Bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohólicas con modificaciones en su composición. Especificaciones nutrimentales.
	Official Mexican Standard NOM-086-SSA1-1994, Goods and Services. Food products and non-alcoholic beverages with modifications in their composition. Nutritional specifications. 


	Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009 Prácticas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios.
	Official Mexican Standard NOM-251-SSA1-2009, Hygiene practices for the processing of food products, beverages or food supplements.


	Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 Salud Ambiental, agua para uso y consumo  humano-Límites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilización.
	Official Mexican Standard NOM-127-SSA1-1994, Environmental Health, water for human use and consumption – Permissible limits of quality and treatments to which water must be submitted for its purification.


	Norma Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995 Bienes y servicios. Alimentos envasados en recipientes de cierre hermético y sometidos a tratamiento térmico. Disposiciones y especificaciones sanitarias.


	Official Mexican Standard NOM-130-SSA1-1995, Goods and services. Food products packaged in hermetically sealed containers and submitted to thermal treatment. Sanitary provisions and specifications. 

	3. Definiciones
	3. Definitions

	Los términos en los que se definen y clasifican los productos específicos no son denominaciones comerciales y su aplicación se relaciona exclusivamente con el control sanitario.


	The terms under which the specific products are defined and classified are not commercial names and their application is related exclusively with sanitary control. 

	Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana se entiende por.
	For the purposes of this Official Mexican Standard, the following are understood as. 


	3.1 Aditivo o Aditivo para alimentos, cualquier sustancia permitida que, sin tener propiedades nutritivas, se incluya en la formulación de los productos y que actúe como estabilizante, conservador o modificador de sus características organolépticas, para favorecer ya sea su estabilidad, conservación, apariencia o aceptabilidad.


	3.1 Additive or Food additive, any substance permitted that, without having nutritional properties, is included in the formulation of the products and that acts as a stabilizer, conservative or modifier of their organoleptic characteristics, in order to enhance their stability, conservation, appearance or acceptability. 

	3.2 Alimento y bebida no alcohólicas con modificaciones en su composición, al que ha sufrido cambios en su composición por adición, disminución o eliminación de uno o más de sus nutrimentos, tales como hidratos de carbono, proteínas, lípidos, vitaminas, minerales o fibra; y que forman parte de la dieta habitual.
	3.2 Food product and non-alcoholic beverage with modifications in their composition, that which has suffered changes in their composition by addition, diminishing or elimination of one or more of their nutrients, such as carbon hydrates, proteins, lipids, vitamins, minerals or fiber; and that form part of the habitual diet. 


	3.3 Azúcares, a todos los mono y disacáridos presentes en un alimento o bebida no alcohólica.
	3.3 Sugars, all the monosaccharides or disaccharides present in a food product or non-alcoholic beverage. 


	3.4 Bases o mezclas para helados, es la emulsión cuya composición se ajusta al helado, según sea el caso, pudiendo presentarse en forma líquida, concentrada o en polvo.
	3.4 Bases or mixtures for ice creams, is the emulsion whose composition is adjusted to the ice cream, as applicable, it can be presented in a liquid, concentrate or in powdered form. 


	3.5 Bitácora o registro, al documento controlado que provee evidencia objetiva y auditable de las actividades ejecutadas o resultados obtenidos durante el proceso del producto y su análisis.
	3.5 Log or record, the controlled document that provides objective and auditable evidence of the activities executed or results obtained during the processing of a product and its analysis. 


	3.6 Buenas prácticas de fabricación, en particular para el caso de los aditivos se refiere a la cantidad mínima indispensable para lograr el efecto deseado.
	3.6 Good manufacturing processes, in particular for the case of additives, it refers to the minimum indispensable amount for achieving the desired effect. 


	3.7 Congelación, método de conservación físico que se efectúa por medio de equipo especial para lograr una reducción de la temperatura de los productos objeto de esta norma en su centro térmico a máximo -18°C (255°K).
	3.7 Freezing, physical method of conservation that is done by means of special equipment to achieve a reduction of the temperature of the products object of this standard in their thermal center at a maximum -18 ºC  (255ºK). 


	3.8 Consumidor, persona física o moral que adquiere o disfruta como destinatario final productos alimenticios y bebidas no alcohólicas preenvasados.
	3.8 Consumer, individual or company that acquires or enjoys as the final destination, food products and prepackaged non-alcoholic beverages. 


	3.9 Contaminantes, entidades físicas, químicas o biológicas indeseables, que se encuentran en el producto, por arriba de los límites permisibles.
	3.9 Contaminants, undesirable physical, chemical or biological entities that are found in the product, above the permissible limits. 


	3.10 Crema, al producto terminado en el que se ha reunido una fracción determinada de grasa y sólidos no grasos de la leche, ya sea por reposo, por centrifugación o reconstitución sometida a pasteurización y cualquier otro tratamiento térmico que asegure su inocuidad.


	3.10 Cream, the finished product in which a determined amount of fat and non-fat solids from milk has been mixed, whether by settling, centrifugation or reconstitution submitted to pasteurization and any other thermal treatment that assures its innocuousness. 

	3.11 Derivados o productos lácteos, productos obtenidos a partir de la leche o sus componentes y otros ingredientes funcionalmente necesarios para su elaboración, incluidos los productos con grasa vegetal.
	3.11 Lacteal derivatives or products, products obtained from milk or its components and other ingredients functionally necessary for their preparation, including the products with vegetable fat. 


	3.12 Deshidratación, al tratamiento que consiste en la eliminación de agua de un producto.
	3.12 Dehydration, treatment that consists in the elimination of water from a product. 


	3.13 Dulces a base de leche, a los productos elaborados por tratamiento térmico de la leche y edulcorantes, pudiendo ser adicionados de aditivos e ingredientes opcionales.
	3.13 Milk based sweets, the products prepared by thermal treatment from milk and sweeteners, they can be additives and optional ingredients. 


	3.14 Edulcorante, sustancia que produce la sensación de dulzura, de orígenes naturales o sintéticos.
	3.14 Sweetener, substance that produces the sweet sensation, of natural or synthetic origins. 


	3.15 Envasado aséptico, al proceso que reúne las condiciones de esterilidad comercial para evitar la presencia de microorganismos en el producto durante el envasado.
	3.15 Aseptic container, the process that meets the commercial conditions of sterility for avoiding the presence of microorganisms in the product during the packaging. 


	3.16 Envase, cualquier recipiente, o envoltura en el cual está contenido el producto preenvasado para su venta al consumidor.
	3.16 Package, any container or wrapping in which the prepackaged product is contained for its sale to the consumer. 


	3.17 Esterilización comercial, al tratamiento térmico aplicado al producto para la destrucción de todos los microorganismos viables de importancia en la salud pública y aquellos capaces de reproducirse en el alimento bajo condiciones normales de almacenamiento y distribución, sin la condición de refrigeración.
	3.17 Commercial sterilization, the heat treatment applied to the product for the destruction of all the viable microorganisms of importance to public health and those capable being reproduced in the food under normal conditions of storage and distribution, without the condition of refrigeration.



	3.18 Etiqueta, marbete, rótulo, inscripción, marca, imagen gráfica u otra forma descriptiva, que se haya escrito, impreso, estarcido, marcado, en relieve o en hueco, grabado, adherido, precintado o anexado al empaque o envase del producto.
	3.18 Label, tag, sign, inscription, trademark, graphic image or another descriptive format that is written, printed, stenciled, marked, in relief or indented, engraved, adhered, taped or attached to the package or container of the product. 

	3.19 Fecha de caducidad, a la fecha límite en que se considera que un producto preenvasado almacenado en las condiciones establecidas por el fabricante, mantiene las características sanitarias que debe reunir para su consumo. Después de esta fecha no debe comercializarse ni consumirse.
	3.19 Expiration Date, date limit one considers in which it is considered that a pre-packaged product stored under the conditions established by the manufacturer, maintains the sanitary characteristics that it should meet for its consumption. After this date it should not be commercially distributed or consumed. 

	3.20 Fecha de consumo preferente, fecha en que, bajo determinadas condiciones de almacenamiento, expira el periodo durante el cual el producto preenvasado es comercializable y mantiene las cualidades específicas se le atribuyen tácita o explícitamente, pero después de la cual el producto preenvasado puede ser consumido.
	3.20 Preferable consumed by date, date on which, under determined storage conditions, the period expires during which the prepackaged product can be commercially distributed and maintains the specific qualities tacitly or explicitly attributed to it, but after the date in which the prepackaged can be consumed. 


	3.21 Fórmula láctea, es el producto elaborado a partir de ingredientes propios de la leche, tales como caseína, grasa, lactosueros y agua para consumo humano. En cantidades de conformidad con lo que establece la norma de denominación comercial correspondiente.
	3.21 Lacteal formula, is the product prepared from the milk ingredients, such as casein, fat, whey, and water for human consumption. In amounts in conformity to that established in the corresponding name standard. 


	3.22 Función tecnológica, efecto que produce el uso de aditivos en los alimentos y bebidas no alcohólicas preenvasados, que proporciona o intensifica su aroma, color o sabor, y/o mejora su estabilidad y conservación, entre otros. Véase aditivo.
	3.22 Technological function, effect produced by the use of additives in foods and prepackaged non-alcoholic beverages that provides or intensifies its aroma, color or flavor, and / or improves its stability and conservation, among others. See additive. 


	3.23 Helado, alimento producido mediante la congelación con o sin agitación de una mezcla pasteurizada compuesta por una combinación de ingredientes lácteos pudiendo contener grasas vegetales, frutas, huevo y sus derivados, saborizantes, edulcorantes y otros aditivos; cuando está empalillado se nombrará paleta.


	3.23 Ice cream, food produced through freezing with or without agitation of a compound pasteurized mixture by a combination of lacteal ingredients which could require vegetable fats, egg, and their derivatives, flavorizers, sweeteners and other additives; when it is placed on a stick, it will be called an ice cream bar. 

	3.24 Información nutrimental, toda descripción destinada a informar al consumidor sobre las propiedades nutrimentales de un alimento o bebida no alcohólica preenvasado. Comprende dos aspectos:
	3.24 Nutritional information, all description designated for informing the consumer on the nutritional properties of a food product or prepackaged non-alcoholic beverage, It includes two aspects: 


	a)
La declaración nutrimental obligatoria.
	a) The obligatory nutritional declaration.

	b)
La declaración nutrimental complementaria.
	b) The complementary nutritional declaration.


	3.25 Ingrediente, cualquier sustancia o producto, incluidos los aditivos, que se emplee, en la fabricación o preparación de un alimento o bebida no alcohólica y esté presente en el producto final, transformado o no.
	3.25 Ingredient, any substance or product, including the additives, that is employed in the manufacture or preparation of a food product or non-alcoholic beverage and is present in the final product, transformed or not.


	3.26 Ingredientes opcionales, a los que se pueden adicionar a los productos tales como: chiles, condimentos, especias, frutas, verduras, entre otros.
	3.26 Optional ingredients, those that can be added to the products such as: chiles, condiments, spices, fruits, vegetables, among others. 


	3.27 Leche, a la secreción natural de las glándulas mamarias de las vacas sanas o de cualquier otra especie animal, excluido el calostro.


	3.27 Milk, to the natural secretion from the mammary glands of healthy cows or of any other animal species, excluding the colostrum.

	3.28 Leche acidificada, a la obtenida por la acidificación de la leche entera, parcialmente descremada o descremada, pasteurizada, con agentes acidulantes.


	3.28 Acidified Milk, to that obtained from the acidification of whole milk, partially skimmed or skimmed, pasteurized, with acidifying agents.

	3.29 Leche condensada azucarada, la que ha sido obtenida mediante la evaporación del agua de la leche a través de presión reducida, a la que se le ha agregado sacarosa y/o dextrosa u otro edulcorante natural, hasta alcanzar una determinada concentración de grasa butírica y sólidos totales.
	3.29 Sweetened Condensed Milk, the one that has been obtained through evaporation of water from milk through reduced pressure, to that to which has been added sucrose and/or dextrose or another natural sweetener, until a determined concentration of butyric fat and total solids is reached.


	3.30 Leche evaporada, producto obtenido mediante eliminación parcial del agua de la leche por el calor o por cualquier otro procedimiento que permita obtener un producto con la misma composición y características de la leche sin modificación en la proporción entre la caseína y la proteína de la leche.
	3.30 Evaporated milk, product obtained through the partial elimination of water from milk by heat or any other procedure that permits obtaining a product with the same composition and characteristics of milk without modification in the proportion between the casein and the protein of the milk. 


	3.31 Leche fermentada, a la obtenida por la acidificación de la leche estandarizada entera o deshidratada, pasteurizada, parcialmente descremada, semidescremada o descremada, debido a la acción de bacterias lácticas vivas con la consiguiente reducción del pH, adicionada o no por aditivos, por alimentos e ingredientes opcionales.
	3.31 Fermented milk, that obtained from the acidification of standardized or dehydrated whole milk, pasteurized, partially skimmed, semi-skimmed or skimmed, due to the action of live bacterial lactic with the consequent reduction of the pH, added or not by additives, by foods and optional ingredients. 


	3.32 Límite máximo, cantidad establecida de aditivos, microorganismos, parásitos, materia extraña, plaguicidas, metales pesados y metaloides, entre otros, que no se debe exceder en un alimento, bebida o materia prima.
	3.32 Maximum limit, established amount of additives, microorganisms, parasites, foreign matter, pesticides, heavy metals and metalloids, among others, that a food product, beverage or raw material must not exceed. 


	3.33 Limpieza, conjunto de procedimientos que tiene por objeto eliminar tierra, residuos, suciedad, polvo, grasa u otras sustancias objetables.
	3.33 Cleaning, combination of procedures that have the object of eliminating soil, wastes, dirt, dust, fat or other objectionable substances. 


	3.34 Lote, a la cantidad de un producto, elaborado en un mismo ciclo, integrado por unidades homogéneas.
	3.34 Lot, the amount of a product, prepared in the same cycle, integrated by homogenous units. 


	3.35 Mantequilla, al producto obtenido a partir de la grasa de la leche o grasa de la crema, la cual ha sido pasteurizada, sometida a maduración, fermentación o acidificación, batido o amasado, pudiendo ser o no adicionada de sal. El contenido de grasa butírica debe ser mínimo de 80%.
	3.35 Butter, the product obtained from the fat of the milk or the fat from cream, which has been pasteurized, submitted to ageing, fermentation or acidification, beaten or mixed, it can have or not added salt. The contents of butyric fat must be a minimum of 80%. 


	3.36 Materia extraña, a cualquier sustancia, resto, desecho o material que se presenta en el producto pero que no forma parte de la composición normal de éste.
	3.36 Foreign matter, any substance, remains, waste, or material that is presented in the product but that does not form part of its normal composition. 


	3.37 Metal pesado, a los elementos químicos que causan efectos indeseables en el metabolismo aun en concentraciones bajas. Su toxicidad depende de la dosis en que se ingieran, así como su acumulación en el organismo.
	3.37 Heavy metal, The chemical elements that cause undesirable effects to metabolism even in low concentrations. Its toxicity depends on the dose in which they are ingested, as well as their accumulation in the organism. 


	3.38 Método de prueba, al procedimiento analítico utilizado para comprobar que un producto satisface las especificaciones que establece la norma.
	3.38 Test method, the analytical procedure used for verifying that a product satisfies the specifications established by the standard. 


	3.39 Muestra, al total de unidades de producto provenientes de un lote y que representan las características y condiciones del mismo.
	3.39 Sample, the total of units of product originating in a lot and that represent the characteristics and conditions of the same. 


	3.40 Pasteurización, al tratamiento térmico al que se someten los productos, consistente en una relación de temperatura y tiempo que garantice la destrucción de organismos patógenos y la inactivación de algunas enzimas de los alimentos.
	3.40 Pasteurization, the thermal treatment to which products are submitted, consisting in a temperature and time relation that guarantees the destruction of pathogenic organisms and the inactivation of some enzymes of the food products. 


	3.41 Planta procesadora, al establecimiento dedicado al proceso de pasteurización, ultrapasteurización, esterilización, deshidratación, rehidratación, entre otros procesos de la leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado.
	3.41 Processing plant, the establishment designated to the process of pasteurization, ultra-pasteurization, sterilization, dehydration, rehydration, among others, processing of the milk, lacteal formula and combined lacteal product. 


	3.42 Proceso, al conjunto de actividades relativas a la obtención, elaboración, fabricación, preparación, conservación, mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulación, transporte, distribución, almacenamiento y expendio o suministro al público de los productos objeto de esta norma.
	3.42 Process, the combination of activities related to obtaining, creation, manufacturing, preparation, conservation, mixing, conditioning, packaging, handling, transport, distribution, storage and distributing or supplying to the public of the products object of this standard. 


	3.43 Producto a granel, al producto que debe pesarse, medirse, o contarse en presencia del consumidor por no encontrarse preenvasado al momento de su venta.
	3.43 Bulk product, the product that must be weighed, measured, or counted in the presence of the consumer by not being prepackaged at the moment of its sale. 


	3.44 Producto lácteo combinado, el producto elaborado a partir de sólidos lácteos u otros ingredientes que no proceden de la leche. En cantidades de conformidad con lo que establece la norma de denominación comercial correspondiente.
	3.44 Combined lacteal product, the product prepared from lacteal solids or other ingredients that do not come from milk. In amounts in conformity with that established in the corresponding standard for commercial names. 


	3.45 Prueba de esterilidad comercial, a la retención temporal de las muestras representativas de los productos bajo condiciones de tiempo y temperatura establecidas para verificar la esterilidad comercial del producto.
	3.45 Commercial sterility test, the temporary retention of the samples representative of the products under time and temperature conditions established for verifying the commercial sterility of the product.  


	3.46 Quesos, productos elaborados de la cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adición de crema, obtenida de la coagulación de la caseína con cuajo, gérmenes lácticos, enzimas apropiadas, ácidos orgánicos comestibles y con o sin tratamiento ulterior, por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adición de fermentos de maduración, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado.


	3.46 Cheeses, products prepared from the curds of standardized and pasteurized cow milk or from other animal species, with or without the addition of cream, obtained from the coagulation of the casein with curdles, lactic bacteria, appropriate enzymes, edible organic acids and with  or without ulterior treatment, by heating, draining, pressing or not, with or without the addition of ageing ferments, special molds, melting salts and optional edible ingredients, giving place to the different varieties of cheeses, which by their process can be: fresh, aged or processed. 

	3.47 Quesos frescos, aquellos que además de cumplir con la descripción general de queso se caracterizan por su alto contenido de humedad, y por no tener corteza o tener corteza muy fina, pudiendo o no adicionarles aditivos e ingredientes opcionales.
	3.47 Fresh cheeses, those that in addition to complying with the general description of cheese, they are characterized by their high moisture content, and for not having a rind or having a very fine rind; they can or not be added with additives and optional ingredients.


	3.48 Quesos madurados, aquellos que además de cumplir con la descripción general de queso, se caracterizan por ser de pasta dura, semidura o blanda y pueden tener o no corteza; sometidos a un proceso de maduración mediante adición de microorganismos, bajo condiciones controladas de tiempo, temperatura y humedad, para provocar en ellos cambios bioquímicos y físicos característicos del producto del que se trate, lo que le permite prolongar su vida de anaquel, los cuales pueden o no requerir condiciones de refrigeración.
	3.48 Aged cheeses, those that in addition to complying with the general description of cheese, are characterized by being of hard, semi-hard or bland paste and can have or not a rind; submitted to an ageing process through the addition of microorganisms, under controlled conditions of time, temperature and moisture, in order to cause biochemical changes in them and physical characteristics of the product in question, that which permits prolonging their shelf life, when can or not require refrigeration conditions. 


	3.49 Quesos procesados, aquellos que además de cumplir con la descripción general de queso se caracterizan por ser elaborados con mezclas de quesos, fusión y emulsión con sales fundentes, aditivos para alimentos permitidos e ingredientes opcionales, sometidos a proceso térmico de 70°C durante 30 segundos o someterse a cualquier otra combinación equivalente o mayor de tiempo y temperatura, lo que le permite prolongar su vida de anaquel.


	3.49 Processed cheeses, those that in addition to complying with the general description of cheese are characterized by being prepared with mixtures of cheeses, by fusion and emulsion with melting salts, permitted additives for foods and optional ingredients submitted to a thermal process of 70 ºC for 30 seconds or being submitted to any other combination equivalent or greater of time and temperature, which permits prolonging their shelf life. 

	3.50 Quesos de suero, productos obtenidos a partir del suero de leche entera, semidescremada, o descremada pasteurizada de vaca, cabra u oveja, el cual es coagulado por calentamiento en medio ácido para favorecer la obtención de la cuajada, la que es salada, drenada, moldeada, empacada y etiquetada y posteriormente refrigerada para su conservación.
	3.50 Whey cheeses, products obtained from the whey from pasteurized whole, semi-skim or skim milk from cows, goats or sheep, which is coagulated by heating in an acid media in order to boost obtaining of the whey, which is salted, drained, molded, packed, and labeled and then refrigerated for its conservation. 


	3.51 Refrigeración, al método de conservación físico con el cual se mantienen los productos a una temperatura máxima de 7°C (280°K) que se emplea para inhibir el desarrollo de la mayoría de los microorganismos, reducir las reacciones bioquímicas y el deterioro propio de los alimentos.
	3.51 Refrigeration, the method of physical conservation with which are maintained the products at a maximum temperature of 7 ºC (280ºK) that is employed for inhibiting the development of the majority of the microorganisms, reducing the biochemical reactions the deterioration of the foods. 


	3.52 Rehidratación, al procedimiento mediante el cual se restituye el agua a los productos deshidratados objeto de esta norma.
	3.52 Rehydration, the procedure through which water is restituted to the dehydrated products object of this standard. 


	3.53 Sorbete, producto que cumple con la definición de helado, excepto en que su contenido de grasa, sólidos no grasos y sólidos totales, son inferiores a los del helado.


	3.53 Sherbet, product that complies with the definition of ice cream, except that it’s content of fat, non-fat solids and total solids are less than those of ice cream. 

	3.54 Suero de leche, líquido obtenido de la coagulación de la caseína de la leche, mediante la acción de enzimas coagulantes de origen animal, vegetal o microbiano, por la adición de ácidos orgánicos o minerales de grado alimentario; acidificación por intercambio iónico hasta alcanzar el punto isoeléctrico de la caseína.
	3.54 Buttermilk, liquid obtained from the coagulation of the casein of milk, through the action of coagulating enzymes of animal, vegetable or microbial origin, by the  addition of food grade organic or mineral acids; acidification by ionic exchange until reaching an isoelectric point of the casein. 


	3.55 Tratamiento térmico, al método físico que consiste en someter a una fuente de calor suficiente por un tiempo apropiado al producto, antes o después de ser envasado con el fin de lograr una estabilidad biológica y que garantice la eliminación de microorganismos patógenos.
	3.55 Thermal treatment, the physical method that consists in submitting a heat source sufficient by an appropriate time to the product, before or after being packaged for the purpose of achieving biological stability and that guarantees the elimination of pathogenic microorganisms.


	3.56 Ultrapasteurización, al proceso al cual es sometido el producto a una adecuada relación de temperatura y tiempo, envasado asépticamente para garantizar la esterilidad comercial.
	3.56 Ultra pasteurization, the process to which the product is submitted at an adequate temperature and time relationship, packaged aseptically to guarantee commercial sterility. 


	4. Clasificación
	4. Classification

	Los productos objeto de esta norma por su proceso se clasifican de la siguiente manera, la cual no corresponde a una denominación:
	The products object of this standard for their processing are classified in the following way, which does not correspond to a denomination: 

	4.1 Leche
	4.1 Milk

	4.1.1 Pasteurizada
	4.1.1 Pasteurized

	4.1.2 Ultrapasteurizada
	4.1.2 Ultra pasteurized

	4.1.3 Esterilizada
	4.1.3 Sterilized

	4.1.4 Deshidratada
	4.1.4 Dehydrated

	4.2 Fórmula láctea
	4.2 Lacteal formula

	4.2.1 Pasteurizada
	4.2.1 Pasteurized

	4.2.2 Ultrapasteurizada
	4.2.2 Ultra pasteurized

	4.2.3 Esterilizada
	4.2.3 Sterilized

	4.2.4 Deshidratada
	4.2.4 Dehydrated

	4.3 Producto lácteo combinado
	4.3 Combined lacteal product

	4.3.1 Pasteurizado
	4.3.1 Pasteurized

	4.3.2 Ultrapasteurizado
	4.3.2 Ultra pasteurized

	4.3.3 Esterilizado
	4.3.3 Sterilized

	4.3.4 Deshidratado
	4.3.4 Dehydrated

	4.4 Quesos
	4.4 Cheeses

	4.4.1 Frescos
	4.4.1 Fresh

	4.4.1.1 Frescales: Panela, Canasto, Sierra, Ranchero, Fresco, Blanco, Enchilado, Adobado.
	4.4.1.1 Frescals: Panela, Canasta, Sierra, Ranchero, Fresh, White, Spicy, Marinated.

	4.4.1.2 De pasta cocida: Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Del Morral, Adobera.
	4.4.1.2 Cooked paste: Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Morral, Brick.



	4.4.1.3 Acidificados: Cottage, Crema, Doble crema, Petit Suisse, Nuefchatel.
	4.4.1.3 Acidified: Cottage, Cream, Double cream, Petit Suisse, Nuefchatel. 



	4.4.1.4 Quesos de suero: Broccio, Broccotle, Cerrase, Geitmysost, Gyetost, Mejetle, Mysost, Recuit, Requesón, Ricotta, Picotón, Schottenezinger, Zinder.
	4.4.1.4 Whey cheeses: Broccio, Broccotle, Cerrase, Geitmysost, Gyetost, Mejetle, Mysost, Recuit, Requesón, Ricotta, Picotón, Schottenezinger, Zinder.



	4.4.2 Madurados
	4.4.2 Aged. 



	4.4.2.1 Madurados prensados de pasta dura: Añejo, Parmesano, Cotija, Reggianito.


	4.4.2.1 Aged and pressed into a hard paste: Añejo, Parmesan, Cotija, Reggianito.

	4.4.2.2 Madurados prensados: Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego, Brick, Edam, Gouda, Gruyere, Emmental, Cheshire, Holandés, Amsterdam, Butterkase, Coulomiers, Dambo, Erom, Friese, Fynbo, Havarti, Harzer-Kase, Herrgardsost, Huskallsost, Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone, Port Salut, Romadur, Saint Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter, Bola, Jack.
	4.4.2.2 Pressed aged: Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego, Brick, Edam, Gouda, Gruyere, Emmental, Cheshire, Holandés, Amsterdam, Butterkase, Coulomiers, Dambo, Erom, Friese, Fynbo, Havarti, Harzer-Kase, Herrgardsost, Huskallsost, Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone, Port Salut, Romadur, Saint Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter, Bola, Jack.



	4.4.2.3 De maduración con mohos: Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort, Danablu, Limburgo, Brie.
	4.4.2.3 Aged with mold: Blue, Goat, Camembert, Roquefort, Danablu, Limburgh, Brie.



	4.4.3 Procesados
	4.4.3 Processed

	4.4.3.1 Fundidos
	4.4.3.1 Melted 

	4.4.3.2 Fundidos para untar
	4.4.3.2 Melted for spreading



	4.4.4 Otros quesos: frescos, madurados y procesados no considerados en los numerales 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3, deberán observar lo dispuesto en este ordenamiento.
	4.4.4 Other cheeses: fresh, aged and processed not covered in numbers 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3, must observe the provision in this ordinance.



	4.5 Mantequilla
	4.5 Butter

	4.6 Cremas
	4.6 Creams

	4.6.1 Pasteurizadas
	4.6.1 Pasteurized

	4.6.2 Ultrapasteurizadas
	4.6.2 Ultra pasteurized

	4.6.3 Esterilizadas
	4.6.3 Sterilized

	4.6.4 Deshidratadas
	4.6.4 Dehydrated

	4.6.5 Acidificadas
	4.6.5 Acidified

	4.6.6 Fermentadas
	4.6.6 Fermented

	4.6.7 Batidas y para batir
	4.6.7 Whipped and for whipping

	4.7 Leche condensada azucarada
	4.7 Sweetened condensed milk

	4.8 Leche fermentada o acidificada
	4.8 Fermented or acidified milk

	4.9 Dulces a base de leche
	4.9 Milk based sweets

	4.9.1 Dulces de baja humedad (menos del 12%) o endurecidos: caramelos, chiclosos, jamoncillos, etc.
	4.9.1 Low moisture sweet (less than 12%) or sweetened: caramels, sticky, small ham, etc.



	4.9.2 Dulces de humedad intermedia (12-20%) que se procesan mediante evaporación: glorias, cajeta y obleas con cajeta, etc.
	4.9.2 Intermediate moisture sweet (12-20%) that are processed through evaporation: glorias, toffee and wafers with toffee, etc.



	4.9.3 Dulces de alta humedad (más de 20%), procesados por coagulación, aireación y procesos enzimáticos: flanes, gelatinas, chongos, mousse, arroz con leche, etc.
	4.9.3 High moisture sweet (more than 20%), processed by coagulation, aeration and enzymatic processes: flanes, gelatins, “chongos”, mousse, rice pudding, etc. 

	4.10 Helados y Sorbetes
	4.10 Ice cream and sherbets

	4.10.1 Helados de crema
	4.10.1 Ice cream

	4.10.2 Helados de leche
	4.10.2 Ice milk

	4.10.3 Helados de grasa vegetal
	4.10.3 Vegetable fat “ice creams” 

	4.10.4 Sorbetes
	4.10.4 Sherbets

	4.10.5 Bases para helados y sorbetes
	4.10.5 Criteria for ice creams and sherbets

	4.11 Otros productos lácteos no considerados, deberán observar lo dispuesto en este ordenamiento.
	4.11 Other lacteal products not considered must observe the provision in this ordinance. 


	5. Símbolos y Abreviaturas
	5. Symbols and Abbreviations


	AFM1
	aflatoxina M1
	Aflatoxin M1

	BPF
	buenas prácticas de fabricación
	GMP - Good manufacturing processes

	cm
	centímetro
	Centimeter 

	cm2
	centímetro cuadrado
	Square centimeter 

	ci
	color index
	Color index

	conc.
	concentración
	Concentration

	HACCP
	análisis de peligros y de puntos críticos de control (por su siglas en inglés).
	Analysis of dangers and critical control points (for its abbreviation in English).

	HPLC
	cromatografía de líquidos de alta eficacia
	Chromatography of liquids, high efficiency

	ºC
	grados Celsius
	Degrees Celsius

	g
	gramo
	Gram 

	x g
	gravedad (en centrifugado)
	Gravity (centrifuged) 

	h
	hora
	Hour 

	=
	igual
	Equal 

	1/d
	inversa de la dilución
	Inverse of the dilution

	kg
	kilogramo
	Kilogram 

	lb
	libra
	Pound 

	L
	litro
	Liter 

	+
	más
	More 

	m
	masa
	Mass

	±
	más-menos
	More-less

	Máx.
	máximo
	Maximum 

	>
	mayor que
	Greater than 

	<
	menor que
	Less than 

	<
	igual o menor que
	Equal or less than

	Error! Bookmark not defined.
	micra
	Micra

	µg
	microgramo
	Microgram 

	µL
	microlitro
	Microliter 

	mg
	miligramo
	Milligram 

	µm
	micrómetro
	Micrometer 

	mL
	mililitro
	Milliliter 

	min
	minutos
	Minutes 

	mm
	milímetro
	Millimeter

	mM
	milimolar
	Millimolar 

	M
	molar
	Molar 

	m/v
	masa a volumen
	Mass to volume 

	ng
	nanogramo
	Nanogram 

	nm
	nanómetro
	Nanometer 

	N
	normal
	Normal 

	No.
	número
	Number 

	/
	por
	By 

	%
	por ciento
	Percentage 

	pH
	potencial de hidrógeno
	Hydrogen power

	Pulg
	pulgada
	Inch 

	rpm
	revoluciones por minuto
	Revolutions per minute

	seg
	segundos
	Seconds 

	x
	signo de multiplicación
	Multiplication sign

	UF 
	unidades de fenol 
	Phenol units

	UFC
	unidades formadoras de colonias
	Colony forming units

	UI
	unidades internacionales
	International units 

	UV
	ultravioleta
	Ultraviolet 

	v
	volumen
	Volume 

	v/v
	volumen a volumen 
	Volume to volume


	Cuando en la presente norma se mencione:
	When in this standard, the following are mentioned: 

	· Acuerdo, debe entenderse que se trata del Acuerdo por el que se determinan las sustancias permitidas como aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos alimenticios, y sus modificaciones.
	· Agreement, must be understood that is deals with an Agreement by which substances permitted as additives and aids in food products, beverages and food supplements and their modifications are determined. 

	· Reglamento, debe entenderse que se trata del Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios.
	· Regulation, must be understood that is deals with the Regulation of Sanitary Control of Products and Services. 

	6. Especificaciones sanitarias
	6. Sanitary specifications

	6.1 Generales
	6.1 General provisions

	Los productos objeto de esta norma, además de cumplir con lo establecido en el Reglamento, deben ajustarse a las siguientes disposiciones:
	The products object of this standard, in addition to complying with that established in the Regulation must be adjusted to the following provisions: 

	6.1.1 Los establecimientos que se dediquen al proceso e importación de los productos comercializados en el Territorio Nacional objeto de esta norma, deben cumplir con lo establecido en la NOM-251-SSA1-2009, señalada en el apartado de referencias.
	6.1.1 The establishments that are designated for the processing and importation of the products commercially distributed in the National Territory object of this Standard must comply with that established in the NOM-251-SSA1-2009, stipulated in the section on References.

	6.1.2 Todos los ingredientes que se utilicen para la elaboración de los productos objeto de esta norma, deben cumplir con las especificaciones sanitarias establecidas en el Reglamento y las normas oficiales mexicanas correspondientes.
	6.1.2 All the ingredients that are used for the preparation of the products object of this standard must comply with the sanitary specifications established in the Regulation and the corresponding Official Mexican Standards. 

	6.1.3 Los productos que se modifiquen en su composición, deben cumplir con lo establecido en la  NOM-086-SSA1-1994, señalada en el apartado de referencias.
	6.1.3 The products that are modified in their composition must comply with that established in the NOM-086-SSA1-1994, stipulated in the section of References.

	6.1.4 Los productos sujetos a tratamiento térmico y envasados en recipientes de cierre hermético, además de cumplir con lo establecido en este ordenamiento, deben cumplir con la NOM-130-SSA1-1995, señalada en el apartado de referencias.
	6.1.4 The products subject to thermal treatment and packaged in hermetically sealed containers, in addition to complying with that established in this ordinance must comply with the NOM-130-SSA1-1995, stipulated in the section of references.  

	6.1.5 La leche, que se comercialice para su consumo humano o que se emplee como materia prima para la elaboración de productos lácteos debe cumplir con lo siguiente:
	6.1.5 Milk, that is commercially distributed for human consumption or that is employed as a raw material for the preparation of lacteal products must comply with the following: 

	6.1.5.1 No presentar materias extrañas, conservadores ni sustancias neutralizantes.
	6.1.5.1 Does not present foreign matter, preservatives or neutralizing substances. 

	6.1.5.2 No coagular por ebullición.
	6.1.5.2 Does not coagulate by boiling.

	6.1.5.3 Presentar prueba de alcohol al 68% negativa (sólo para leche de bovino).
	6.1.5.3 Present test of alcohol at 68% negative (only for cow’s milk). 

	6.1.5.4 Presentar prueba de inhibidores bacterianos, negativa; detectados por métodos fisicoquímicos y microbiológicos, de conformidad con la tabla 1 del presente ordenamiento.
	6.1.5.4 Present test of bacterial inhibitors, negative: detected by physical chemical and microbiological methods, in conformity with Table 1 of this ordinance. 

	
	


Tabla 1. Inhibidores bacterianos en leche.

	PRODUCTO
	Derivados Clorados
	Sales cuaternarias de amonio
	Oxidantes
	Formaldehído
	Antibióticos

	Pasteurizados
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	Ultrapasteurizados
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	0Esterilizados
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo


Table 1. Bacterial inhibitors in milk
	PRODUCT
	Chloride derivatives
	Quaternary salts of ammonium
	Oxidants 
	Formaldehyde
	Antibiotics 

	Pasteurized
	Negative
	Negative
	Negative
	Negative
	Negative

	Ultrapasteurized
	Negative
	Negative
	Negative
	Negative
	Negative

	Sterilized
	Negative
	Negative
	Negative
	Negative
	Negative


	
	

	6.1.5.5 Debe someterse a un tratamiento térmico con un tiempo y temperatura determinados que garantice su inocuidad, independientemente del uso que se le dé posteriormente. A excepción de la leche que se utilice para la elaboración de quesos que por las características de éstos no pueda ser sometida a tratamiento térmico, la cual debe cumplir con lo siguiente:
	6.1.5.5 It must be submitted to a thermal treatment with a determined time and temperature that guarantees its innocuousness, independent of the use that it is later given. With the exception of milk that is used for the preparation of cheeses that by their characteristics cannot be submitted to thermal treatment, which must comply with the following: 

	6.1.5.5.1 Tener implementado un sistema HACCP para su proceso, conforme a lo establecido en el Apéndice A de la NOM-251-SSA1-2009, citada en el apartado de referencias.
	6.1.5.5.1 To have an HACCP system implemented for their processing according to that established in Appendix A of the NOM-251-SSA1-2009, cited in the section of References.

	6.1.5.6 Los tratamientos térmicos a los que se someta la leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado para su comercialización, o antes de su uso como materia prima para el caso de la leche, pueden ser: ebullición, pasteurización, ultrapasteurización, esterilización o deshidratación.
	6.1.5.6 The thermal treatments to which milk is submitted, lacteal formula or combined lacteal product for their commercial distribution, or before their use as a raw material for the case of milk can be: boiling, pasteurization, ultrapasteurization, sterilization or dehydration. 

	Tabla 2. Temperaturas y tiempos para tratamiento térmico de la leche, fórmula láctea o producto combinado.
	Table 2. Temperatures and times of the thermal treatment of milk, lacteal formula or combined product. 


	Tratamiento
	Temperatura y tiempo*

	Pasteurización
	Lenta 63°C / 30 min.

Rápida 72°C / 15 seg.

	Ultrapasteurización o esterilización
	135°C a 149°C / 2 a 8 seg.


	Treatment
	Temperature and time*

	Pasteurization 
	Slow 63°C / 30 min.

Rapid 72°C / 15 seg.

	Ultra pasteurization or sterilization 
	135°C to 149°C / 2 to 8 seg.


	* Puede emplearse alguna otra relación de tiempo-temperatura que sea equivalente para la destrucción de los microorganismos patógenos.
	* Some other time temperature relationship can be employed that is the equivalent for the destruction of the pathogenic microorganisms. 

	6.1.5.7 El equip para la pasteurización lenta debe contar, por lo menos, con un sistema para registro gráfico o numérico y control de la temperatura y tiempo del proceso, tina con tapa y sistema de agitación del producto, termómetro de mercurio con vástago de acero inoxidable funcionando y calibrado, o su equivalente.
	6.1.5.7 The equipment for slow pasteurization must have, at least, a system for the graphic or numerical registration and control of the temperature and time of the process, a tub with a cover and agitation system of the product, mercury thermometer with a rod of stainless steel, functioning and calibrated, or its equivalent.

	6.1.5.8 El equipo empleado para la pasteurización rápida debe contar, por lo menos, con un sistema de control y registro automático de la temperatura y tiempo del proceso, que no permita el paso del producto cuando no se haya alcanzado la temperatura mínima establecida, así mismo, un sistema en que el flujo del producto cumpla con el tiempo mínimo determinado. Termómetro de mercurio o su equivalente funcionando y calibrado, colocado al final de la “zona de sostenimiento” del equipo, en el que la terminal tenga contacto con el producto.
	6.1.5.8 The equipment employed for rapid pasteurization must have, at least, a system of control and automatic recording of the temperature and time of the process that does not permit the passage of the product when the minimum temperature established has not been reached, also, a system in which the flow of the product complies with the minimum determined time. Mercury thermometer or its equivalent functioning and calibrated, placed at the end of the “sustaining zone” of the equipment in which the terminal has contact with the product. 


	6.1.5.8.1 La temperatura registrada en el sistema de control y registro del proceso debe ser < 1 °C de la temperatura que indique dicho termómetro.
	6.1.5.8.1 The temperature recorded in the control and recording system of the process must < 1 °C of the temperature indicated by said thermometer. 

	6.1.5.9 El equipo empleado para la ultrapasteurización o esterilización, debe contar con dispositivos de control y registro de temperatura de operación durante el tiempo de producción, que permita comprobar que los productos han sido sometidos al tratamiento térmico establecido.
	6.1.5.9 The equipment employed for the ultra-pasteurization or sterilization must have devices for the control and recording of the operating temperature during the production time that permits verifying that the products have been submitted to the thermal treatment established. 

	6.1.5.10 Una vez alcanzada la temperatura, la leche, fórmula láctea o producto combinado debe enfriarse rápidamente a una temperatura de 6°C, y manejarse a esta temperatura hasta el momento del envasado a excepción de productos ultrapasteurizados o esterilizados.
	6.1.5.10 Once the temperature is reached, the milk, lacteal formula or combined product must be cooled rapidly at a temperature of 6 ºC and be handled at this temperature until the moment of packaging at an exception of ultrapasteurized or sterilized products. 

	6.1.5.11 Los productos sometidos a deshidratación deben cumplir con lo siguiente:
	6.1.5.11 The products submitted to dehydration must comply with the following: 

	a)
Los que se utilicen como materia prima, deben ser pasteurizados previamente a la deshidratación.
	a) Those that are used as a raw material must be pasteurized prior to the dehydration. 

	b)
No se podrán vender a granel al consumidor.
	b) They cannot be sold in bulk to the consumer.

	6.1.5.12 Los productos sometidos a rehidratación deben ser pasteurizados, ultra pasteurizados o esterilizados, conforme a este ordenamiento.
	6.1.5.12 The products submitted to rehydration must be pasteurized, ultrapasteurized or sterilized according to this ordinance. 

	6.1.6 Especificaciones físicas y químicas
	6.1.6 Physical and chemical specifications

	6.1.6.1 Prueba de fosfatasa residual.
	6.1.6.1 Residual phosphate test


Tabla No. 3. Límite máximo de fosfatasa residual.
	Producto
	Límite máximo de fosfatasa residual

(UF/g)

	Leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado pasteurizado* 
	4

	Quesos frescos, madurados y procesados
	12

	Quesos de suero
	4

	Helados de crema, de leche o grasa vegetal, sorbetes y bases o mezclas para helados
	4

	Mantequilla y cremas pasteurizada**
	4


Table No. 3. Maximum limit of residual phosphate.
	Product
	Maximum limit of residual phosphate

(UF/g)

	Milk, lacteal formula or pasteurized combined lacteal product
	4

	Fresh, aged and processed cheeses
	12

	Whey cheeses
	4

	Ice creams, ice milk or vegetable ice cream, sherbets and bases or mixtures for ice creams
	4

	Pasteurized butter and creams**
	4


	Nota:
Se debe considerar que podrán presentar falsos positivos, por lo que esta prueba no puede ser concluyente.
	Note: It must be considered that they can present false positives, for which this tests cannot be conclusive. 

	* No aplica para este tipo de productos ultrapasteurizados, esterilizados y deshidratados.
	* It does not apply for this type of ultrapasteurized, sterilized and dehydrated products. 

	** No aplica para leche condensada azucarada, leche fermentada o acidificada y dulces a base de leche
	** It does apply for sweetened condensed milk, fermented or acidified milk and milk based sweets.

	6.1.6.2 No deben contener materia extraña.
	6.1.6.2 They must not contain foreign matter. 

	6.1.7 Especificaciones de contaminantes
	6.1.7 Specifications for contaminants

	6.1.7.1 La presencia de contaminantes en los productos objeto de esta norma no debe rebasar el límite máximo señalado en la siguiente tabla.
	6.1.7.1 The presence of contaminants in the products object of this standard must not exceed the maximum limit stipulated in the following table. 

	Tabla No. 4. Límites máximos de contaminantes(1)
	Table Number 4. Maximum limits of contaminants (1)


	Contaminante
	Límite máximo

mg/kg

	Arsénico(2)
	0,2

	Plomo
	0,1(3)
0,5(4)

	Mercurio
	0,05(3)

	Estaño
	250(5)

	Aflatoxina M1
	0,5(g/L(3)

	(1) No aplica ningún contaminante a los helados, sorbetes y bases o mezclas para helados; (2) No aplica a mantequillas, cremas, leche fermentada y acidificada, leche condensada azucarada, dulces a base de leche; (3) Límite sólo para leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, (4) Límite para quesos (5) Aplica sólo para aquellos productos envasados en hoja de lata sin barniz.




	Contaminant
	Maximum limit

mg/kg

	Arsenic(2)
	0.2

	Lead 
	0.1(3)
0.5(4)

	Mercury
	0.05(3)

	Tin 
	250(5)

	Aflatoxin M1
	0.5(g/L(3)

	(1) It does not apply to any contaminant of ice cream, sherbets and bases or mixtures for ice creams; (2) It does not apply to butters, creams, fermented and acidified milk, sweetened condensed milk, milk based sweets; (3) Limit is only for milk, lacteal formula and combined lacteal product, (4) Limit for cheeses (5) It applies only for those products packaged in tin without varnish. 



	6.1.7.2 El productor o fabricante de los productos objeto de esta norma, debe establecer mecanismos de control que permitan determinar la presencia y cantidad de metales pesados y metaloides en las materias primas o en el producto en proceso de elaboración o en el producto terminado. Es recomendable establecer una periodicidad de verificación de mecanismos de control de al menos 1 vez por año, considerando las condiciones del proceso e instalaciones. La información generada debe estar a disposición de la Secretaría de Salud, cuando ésta así lo requiera.
	6.1.7.2 The producer or manufacturer of the products object of this standard must establish control mechanisms that permit determining the presence and amount of heavy metals and metalloids in the raw materials or in the product in the manufacturing process or in the finished product. It is recommendable to establish a schedule for verification of control mechanisms of at least 1 time per year, considering the conditions of the process and installations. The information generated must be available to the Secretary of Health, when it is required. 

	6.1.8 Especificaciones Microbiológicas
	6.1.8 Microbiological specifications. 

	6.1.8.1 Los productos objeto de esta norma no deben exceder los límites de microorganismos señalados a continuación:
	6.1.8.1 The products object of this standard must not exceed the limits of microorganisms stipulated in the following: 

	
	


Tabla 5. Límites máximos de contenido microbiano para leche y derivados lácteos.

	Microorganismo
	Límite máximo
	Productos

	Organismos Coliformes totales
	<100 UFC/g o mL
	Helados y sorbetes. Quesos de suero

	
	<50 UFC/g o mL
	Bases o mezclas para helados.

	
	<20 UFC/g o mL
	En punto de venta: Leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado; pasteurizados. 

	
	<10 UFC/g o mL
	En planta: Leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado; pasteurizados o deshidratados.

Mantequilla, cremas, leche condensada azucarada, leche fermentada o acidificada, dulces a base de leche.

	Staphylococcus aureus
	<10 UFC/ mL por siembra directa
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado pasteurizado.

	
	<100 UFC/g o mL
	Mantequilla, cremas, leche condensada azucarada, leche fermentada o acidificada, dulces a base de leche.

Quesos madurados y quesos procesados

	
	1000 UFC/g
	Quesos frescos y quesos de suero

	Salmonella spp
	Ausente en 25g o mL
	Leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado: pasteurizados y deshidratados.

Quesos frescos, madurados y procesados. Quesos de suero.
Cremas, leche fermentada o acidificada, dulces a base de leche*, helados, sorbetes y bases para helados.
Mantequillas.

	Escherichia coli
	100 UFC/g o mL
	Quesos frescos. 

	
	< 3 NMP/g o mL
	Leche utilizada como materia prima para la elaboración de quesos.
Leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado; deshidratados.

	
	< 10 NMP/g
	Quesos madurados y procesados.

	Listeria monocytogenes
	Ausente en

25g o mL
	Leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado; pasteurizados **
Quesos. Quesos de suero.

Helados, bases para helados y sorbetes.**.

	Vibrio cholerae ***
	Ausente en 25g
	Quesos frescos.
Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	Ausente en 50g
	Quesos de suero.

	Enterotoxina estafilococcica
	Negativa
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado; deshidratados y la que se emplee como materia prima para elaboración de quesos.

Quesos frescos, madurados y procesados.

Helados, sorbetes y bases para helados.

	Toxina botulínica**
	Negativa
	Quesos frescos, madurados y procesados, envasados al alto vacío. 

	Mohos y levaduras
	500 UFC/g o mL
	Quesos frescos, madurados*** y quesos de suero.

	
	100 UFC/g o mL
	Quesos procesados.

	
	50 UFC/g o mL
	Bases o mezclas para helados.

	Mesofílicos aerobios
	200,000 UFC/g o mL
	Helados y sorbetes.

	
	100,000 UFC/g o mL
	Bases para helado.


* Para aquellos que contienen chocolate, cocoa, coco, huevo y semillas.

** Se determinará únicamente en situaciones de emergencia sanitaria, cuando la SSA de acuerdo a los resultados microbiológicos detecte su presencia, y ordenará la realización de un plan de trabajo por parte del fabricante o importador para controlar la presencia.
*** Aquellos productos que para su maduración requieren de hongos, pudieran estar fuera de este límite.
Table 5. Maximum limits of microbial contents for milk and lacteal derivatives. 

	Microorganism
	Maximum limit
	Products 

	Total coliform organisms
	<100 UFC/g or mL
	Ice creams and sherbets. Whey cheeses.

	
	<50 UFC/g or mL
	Bases or mixtures for ice creams. 

	
	<20 UFC/g or mL
	On the point of sale: milk, lacteal formula, combined lacteal product; pasteurized. 

	
	<10 UFC/g or mL
	In plant: milk, lacteal formula, combined lacteal formula, pasteurized or dehydrated. Butter, creams, sweetened condensed milk, fermented or acidified milk, milk based sweets. 

	Staphylococcus aureus
	<10 UFC/ mL by direct contact
	Milk, lacteal formula and combined pasteurized lacteal product. 

	
	<100 UFC/g o mL
	Butter, creams, sweetened condensed milk, fermented or acidified milk, milk based sweets. 

Aged cheeses and processed cheeses.



	
	1000 UFC/g
	Fresh cheeses and whey cheeses 

	Salmonella spp
	Absent in 25g or mL
	Milk, lacteal formula, combined lacteal product: pasteurized and dehydrated. 

Freshm aged, and processed cheeses.

Whey cheeses. 

Creams, fermented or acidified milk, milk based sweets*, ice creams, sherbets and bases for ice creams. 

Butter. 


	Escherichia coli
	100 UFC/g or mL
	Fresh cheeses. 

	
	< 3 NMP/g or mL
	Milk used as a raw material for the preparation of cheeses. 

Milk, lacteal formula, combined lacteal product; dehydrated.



	
	< 10 NMP/g
	Aged and processed cheeses.

	Listeria monocytogenes
	Absent in

25g or mL
	Milk, lacteal formula, combined lacteal product; dehydrated; pasteurized **

Cheeses. Whey cheeses

Ice creams, bases for ice creams and sherbets**

	Vibrio cholerae ***
	Absent in 25g
	Fresh cheeses.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams. 

	
	Absent in  50g
	Whey cheeses

	Enterotoxina estafilococcica
	Negative
	Milk, lacteal formula, combined lacteal product; dehydrated and that which is employed as a raw material for the preparation of cheeses. 

Fresh, aged and processed cheeses. 

Ice creams, sherbets and bases for ice creams.



	Botulinic Toxin **
	Negative
	Fresh, aged and processed cheeses packed in a high vacuum.

	Molds and yeasts
	500 UFC/g or mL
	Fresh, aged cheeses *** and whey cheeses.

	
	100 UFC/g or mL
	Processed cheeses

	
	50 UFC/g or mL
	Bases or mixtures for ice creams

	Aerobic mesphilic
	200,000 UFC/g or mL
	Ice creams and sherbets

	
	100,000 UFC/g or mL
	Bases for ice cream. 


* For those that contain chocolate, cocoa, coconut, egg and egg and seeds. 
** Is determined only in sanitary emergency situations, when the SSA according to the microbiological results detects their presence and will order the execution of a work plan on the part of the manufacturer or importer for controlling the presence. 

***Those products that for their ageing require fungi, could be outside this limit.

	6.1.9 Aditivos
	6.1.9 Additives

	6.1.9.1 Unicamente se permiten los aditivos en los límites y productos que se señalan en el apéndice normativo A de este ordenamiento.
	6.1.9.1 Only the additives in the limits and products that are stipulated in the Obligatory Appendix A of this ordinance are permitted.

	6.1.10 Control documental del proceso:
	6.1.10 Documentation control of the process: 

	6.1.10.1 Los registros de tratamiento térmico deben ser continuos y contar con la siguiente información:
	6.1.10.1 The records of the thermal treatment must be continuous and have the following information: 

	Tabla 6. Información mínima de los procedimientos, bitácoras o registros de las diferentes  etapas del proceso.
	Table 6. Minimum information of the procedures, logs or records of the different stages of the process. 


	DOCUMENTO
	INFORMACION

	Bitácora o registro de Proceso
	- 
Control de tratamiento térmico.
· Gráficas de temperatura y tiempo de tratamiento térmico (pasteurización, ultrapasteurización o esterilización, deshidratación), por equipo.

· Temperatura y tiempo de enfriamiento.

· Cantidad e identificación del producto
- 
Registro de los hechos no comunes.

	Procedimiento de operaciones de limpieza y desinfección de equipos para tratamiento térmico.
	- 
Personal encargado de la operación.

- 
Frecuencia

- 
Vigencia.

	Bitácora o Registro de operaciones de limpieza y desinfección de equipo para tratamiento térmico.
	-
Registro de los hechos no comunes.

	Diagrama de proceso
	- 
Etapas de proceso con tiempos y temperaturas de cada operación.


	DOCUMENT
	INFORMATION

	Log or Record of the process
	- 
Control of thermal treatment.
· Graphs of temperature and time of thermal treatment (pasteurization, ultrapasteurization or sterilization, dehydration) by equipment. 

· Temperature and time of cooling. 

· Amount and identification of the product. 

- 
Record of the uncommon occurrences 

	Procedure of operations of cleaning and disinfection of equipment for thermal treatment. 
	- 
Personnel in charge of the operation 
- 
Frequency
- 
Validity.

	Log or record of operations of cleaning and disinfection of equipment for thermal treatment. 
	-
Record of the uncommon occurrences 

	Diagram of the process
	- 
Stages of the process with times and temperatures of each operation.


	6.2 Específicas
	6.2 Specific

	Además de las especificaciones sanitarias generales señaladas en el numeral 6.1 de este ordenamiento; se debe cumplir con lo siguiente:
	In addition to the general sanitary specifications stipulated in number 6.1 of this  ordinance; the following must be complied with: 

	6.2.1 Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado.
	6.2.1 Milk, lacteal formula, combined lacteal product; 

	6.2.1.1 Deben contener de 310 a 670 (g equivalentes de retinol/L (1033 a 2233 UI/L), de forma natural o por restauración. Y entre 5 a 7,5 (g/L de Vitamina D3 (200-300 UI/L).
	6.2.1.1 They should contain from 310 to 670 (g equivalent of retinol/L (1033 to 2233 UI/L) naturally or by restoration and between 5 to 7.5 (g/L of Vitamin D3 (200 – 300 UI/L). 

	6.2.1.2 Los productos adicionados con Vitamina A o D3 no deben contener cantidades superiores a las establecidas en este ordenamiento.
	6.2.1.2 The products added with Vitamin A or D3 must not contain amounts greater than those established in this ordinance. 

	6.2.1.3 Los productos deshidratados deben contener una humedad no mayor al 4%.
	6.2.1.3 The dehydrated products must contain moisture not greater than 4%. 

	6.2.1.4 Los productos sometidos a ultrapasteurización o esterilización deben cumplir con lo siguiente:
	6.2.1.4 The products submitted to ultrapasteurization or sterilization must comply with the following: 

	6.2.1.4.1 Ser envasados asépticamente en envases que cuenten con barreras para proteger el producto del oxígeno y la luz, y llenarse en ausencia de aire.
	6.2.1.4.1 Be packaged aseptically in containers that have barriers to protect the product from oxygen and light, and be filled in the absence of air. 

	6.2.1.4.2 El cierre de los envases debe ser hermético y llevar a cabo las pruebas para su control y los registros correspondientes.
	6.2.1.4.2 The closure of the packages must be hermetic and carry out the tests for their control and the corresponding records. 

	6.2.1.4.3 El envase que se emplee, debe someterse a un tratamiento de desinfección.
	6.2.1.4.3 The container that is employed must be submitted to a disinfection treatment. 

	6.2.1.4.4 Los agentes desinfectantes deben tener actividad esporicida, no degradar el material del envase, se deben evaporar fácilmente de la superficie del envase y no deben reaccionar con el producto.
	6.2.1.4.4 The disinfectant agents must have sporicide activity, do not degrade the packaging material, must evaporate easily the surface of the package and must not react with the product. 

	6.2.1.4.5 Sólo se permite el uso de peróxido de hidrógeno para efectos de desinfección de los envases, éste debe emplearse en una concentración de 30 al 50%.
	6.2.1.4.5 The use of hydrogen peroxide only is permitted for the purposes of disinfection of the containers, it must be employed in a concentration of 30 to 50%. 

	6.2.1.4.6 Los establecimientos deben destinar un área de incubación para la prueba de esterilidad comercial para efectos del control interno de una muestra representativa de la producción, de la cual se debe tomar una submuestra para someterse a análisis microbiológicos.
	6.2.1.4.6 The establishments must designate an incubation area for the commercial sterility test for the purposes of internal control of a representative production sample, from which a sub sample must be taken to submit it to a microbiological analysis. 

	6.2.2 Cremas
	6.2.2 Creams

	6.2.2.1 Las cremas acidificadas y fermentadas deben tener una acidez titulable de no menos de 0,5% expresada como ácido láctico.
	6.2.2.1 The acidified and fermented creams must have an identifiable acidity of not less than 0.5% expressed as lactic acid. 

	6.2.2.2 Las cremas deshidratadas deben contener una humedad no mayor al 4%.
	6.2.2.2 The dehydrated creams must contain a moisture not greater than 4%. 

	6.2.3 Leche fermentada o acidificada.
	6.2.3 Fermented or acidified milk.

	6.2.3.1 Las leches fermentadas o acidificadas deben tener una acidez titulable de no menos de 0,5% expresada como ácido láctico y su pH debe ser máximo de 4,5.
	6.2.3.1 The fermented or acidified milk must have a titratable acidity of not less than 0.5% expressed as lactic acid and its pH must be maximum of 4.5. 

	6.2.4 Helados, bases para helados y sorbetes
	6.2.4 Ice creams, bases for ice creams and sherbets. 

	6.2.4.1 Para la elaboración de helados y sorbetes se permite la incorporación de aire limpio como coadyuvante en su elaboración.
	6.2.4.1 For the preparation of ice creams and sherbets, the incorporation of clean air is permitted as an aid in its preparation. 

	6.2.4.2 No se permite volver a congelar los productos después de haber sido descongelados.
	6.2.4.2 It is no permitted to refreeze the products after having been thawed out. 

	6.2.4.3 La mezcla para elaborar los helados, bases para helados y sorbetes debe pasteurizarse de la siguiente forma:
	6.2.4.3 The mixture for preparing ice cream, bases for ice creams and sherbets must be pasteurized in the following way: 

	6.2.4.3.1 Deben someterse a una temperatura de 68,5ºC durante un tiempo de 30 minutos, o.
	6.2.4.3.1 They must be submitted to a temperature of 68.5 ºC for a time of 30 minutes, or.

	6.2.4.3.2 Serán sometidas a una temperatura de 79,4ºC durante un tiempo mínimo de 25 segundos, o
	6.2.4.3.2 They will be submitted to a temperature of 79.4 ºC for a minimum time of 25 seconds, or

	6.2.4.3.3 Someterlas a otra relación de tiempos y temperaturas cuyo efecto sea el mismo.
	6.2.4.3.3 Submit them to another relationship of times and temperatures whose effect is the same. 

	6.2.4.3.4 En cualquiera de los casos, una vez alcanzados, respectivamente, las temperaturas y tiempos señalados se enfriará bruscamente a 4ºC.
	6.2.4.3.4 In any of the cases, once reached, respectively, the temperatures and times stipulated will cool brusquely at 4 ºC. 

	6.2.4.3.5 Una vez pasteurizadas las mezclas, deben mantenerse a una temperatura máxima de 6ºC antes de someterse a congelación.
	6.2.4.3.5 Once the mixtures are pasteurized, they must be maintained at a maximum temperature of 6 ºC before freezing them. 

	7. Muestreo
	7. Sampling

	7.1 El procedimiento de muestreo para los productos objeto de esta norma, debe sujetarse a lo que establece la Ley General de Salud, debiendo mantener la muestra en condiciones que eviten su contaminación o descomposición.
	7.1 The sampling procedure for the products object of this standard, must be submitted to that established in the General Law of Health, requiring the sample to be maintained in conditions that avoid their contamination or decomposition. 

	8. Métodos de Prueba
	8. Test methods

	Para la verificación oficial de las especificaciones que se establecen en esta norma, se deben aplicar los métodos de prueba señalados en el apéndice normativo B de este ordenamiento.
	For the official verification of the specifications that are established in this standard, the test methods must be applied that are stipulated in the obligatory appendix B of this ordinance. 

	9. Etiquetado
	9. Labeling

	La etiqueta de los productos objeto de esta norma, además de cumplir con lo establecido en el Reglamento y la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 señalada en el apartado de referencias, debe sujetarse a lo siguiente, sin interferir con las atribuciones de otras dependencias:
	The labeling of the products object of this standard, in addition to complying with that established in the Regulation and the NOM-051-SCFI-SSA1-2010 stipulated in the section of references, must be subject to the following, without interfering with the powers of other departments: 

	9.1 En la superficie principal de exhibición de los envases de leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, debe declararse el tratamiento térmico al que fue sometido, así como otros tratamientos aplicados para asegurar la inocuidad del producto, establecidos en otros ordenamientos legales correspondientes.
	9.1 On the principal exhibition surface of the containers of milk, lacteal formula, combined lacteal product; the thermal treatment to which it was submitted must be declared, as well as other treatments applied for assuring the innocuousness of the product, established in other corresponding legal ordinances. 

	9.2 En los productos objeto de esta norma que contienen sal yodada, debe declararse como tal en la lista de ingredientes.
	9.2 In the products object of this standard that contain iodized salt, they must be declared such in the list of ingredients. 

	9.3 Cuando en la elaboración de los productos objeto de esta norma, se emplee leche que no procede de vaca, se debe indicar su origen.
	9.3 When in the preparation of the products object of this Standard, milk is employed that does not proceed from cows, must indicate its origin. 

	9.4 Los quesos deben indicar el contenido de grasa butírica.
	9.4 The cheeses must indicate the contents of butyric fat. 

	9.5 Los productos objeto de esta norma a excepción de los helados, bases para helados y sorbetes deben indicar “fecha de caducidad”.
	9.5 The products object of this standard with the exception of ice creams, bases for ice creams and sherbets must indicate the “expiration date.”

	9.6 Si la identificación del lote corresponde a la fecha de caducidad, se deben indicar las leyendas: “Lote” y “Fecha de caducidad” o sus abreviaturas o sus equivalentes.
	9.6 If the identification of the lot corresponds to the expiration date, the following legends must be indicated: “Lot” and “Expiration Date” or their abbreviations or their equivalents. 

	9.7 En la etiqueta de productos pasteurizados y de aquellos que requieren refrigeración para su conservación, se debe incluir la siguiente leyenda: "Manténgase en refrigeración" o "Consérvese en refrigeración" o cualquier otra equivalente.
	9.7 On the label of pasteurized products and those products that require refrigeration for their conservation, the following legend must be included: “Maintain under refrigeration” or “Keep under refrigeration” or any other equivalent.

	9.8 En el caso de los helados, sorbetes y otros productos que requieren congelación debe figurar la leyenda "Manténgase en congelación" o "Consérvese en congelación" o cualquier otra equivalente.
	9.8 In the case of ice creams, sherbets and other products that require freezing, the legend “Maintain frozen” or “Keep frozen” or any other equivalent must be displayed.

	9.9 Para productos deshidratados: “Consérvese en un lugar fresco y seco”, "Una vez preparado el producto, manténgase o consérvese en refrigeración" o cualquier otra equivalente.
	9.9 For dehydrated products: “Keep in a fresh and dry place,” “Once the product is prepared, maintain it or keep it refrigerated” or any other equivalent. 

	9.10 Para dulces a base de leche de humedad baja e intermedia, debe indicarse “Manténgase en lugar fresco y seco”, o cualquier otra equivalente.
	9.10 For low and intermediate moisture milk based sweets, “Maintain in a fresh and dry place,” or any other equivalent must be indicated. 

	9.11 Los productos ultrapasteurizados o esterilizados deben de incluir las leyendas “Manténgase o consérvese en lugar fresco y seco”. “No requiere refrigeración en tanto no se abra el envase”. “Refrigérese después de abrirse” o leyendas equivalentes.
	9.11 The ultrapasteurized or sterilized products must include the legends “Maintain it or keep it in a fresh and dry place.” “Does not require refrigeration until the package is opened.” “Refrigerate after opening” or equivalent legends. 

	9.12 Los productos objeto de esta norma que hayan sido modificados en su composición nutrimental, deben ostentar junto a la denominación, con el mismo tipo y tamaño de letra, la modificación que lo caracterice.
	9.12 The products object of this standard that have been modified in their nutritional composition must exhibit together with the name, with the same type and size of letter, the modification that characterizes it.

	9.13 La leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, adicionados con vitamina D o con vitaminas A y D, según corresponda, deben hacer figurar su contenido con las siguientes leyendas:
	9.13 Milk, lacteal formula, combined lacteal product, with added vitamin D or with vitamins A and D, as applicable, must display their contents with the following legends: 

	9.13.1 "Contiene _______ (g de Vitamina D por L", o
	9.13.1 “Contains ___________(g  of Vitamin D through L,” or

	9.13.2 "Contiene _______ (g de Vitamina D y _______ (g equivalentes de retinol (Vitamina A)/L".
	9.13.2 “Contains ___________(g  of Vitamin D and ___________(g equivalent of retinol (Vitamin A)/L.”

	9.13.3 En el espacio en blanco debe figurar el contenido de dichos nutrimentos, o sus equivalentes por 100 g, por porción o por envase, si éste contiene sólo una porción. El término entre paréntesis es opcional.
	9.13.3 The contents of said nutrients must be displayed in the blank space or their equivalents per 100 grams, per portion or per container, if it only contains one portion. The term between parentheses is optional. 

	9.13.4 El texto, “Adicionada con Vitamina D” para los productos adicionados con Vitamina D3.
	9.13.4 The text, “With added Vitamin D” for the products with added Vitamin D3. 

	9.13.5 Cuando voluntariamente se señalen dentro de la declaración nutrimental, deben figurar como se señala a continuación:
	9.13.5 When they are voluntarily stipulated in the nutritional declaration, they must be indicated as stipulated in the following: 


Tabla 8

	Nutrimento
	Cantidad por 100 g o por porción o por envase

	Vitamina A
	(g equivalentes de retinol

	Vitamina D
	(g


Table 8

	Nutrient
	Amount per 100 gram or per portion or per container

	Vitamin A
	(g equivalent of retinol

	Vitamin D
	(g


	9.14 Los productos con modificación en su composición deben cumplir con lo señalado en la NOM-086-SSA1-1994, citada en el apartado de referencias, a excepción de los indicados en el numeral 9.8.2.1, los cuales deben cumplir con lo señalado en este ordenamiento.
	9.14 The products with modification in their composition must comply with that stipulated in NOM-086-SSA1-1994, cited in the section of References, with the exception of those indicated in number 9.8.2.1 which must comply with that stipulated in this ordinance. 

	9.15 Cálculo de vitaminas
	9.15 Calculation of vitamins

	9.15.1 Vitamina A
	9.15.1 Vitamin A

	1 UI de vitamina A es equivalente a 0,3 g equivalentes de retinol (todos los Retinoles “trans”).
	1 UI of Vitamin A is the equivalent to 0.3 g equivalent of retinol (all the “trans” Retinols). 

	9.15.2 Vitamina D3
	9.15.2 Vitamin D3. 

	1UI de vitamina D3 es equivalente a 0,025 g de colecalciferol.
	1UI of Vitamin D3 is the equivalent of 0.025 g of Cholecalciferol. 

	9.16 Leyendas precautorias
	9.16 Cautionary legends.

	9.16.1 Los productos que contengan alcohol etílico o bebidas alcohólicas en cantidades superiores al 0,5%, deben incluir en la superficie principal de exhibición de la etiqueta, la siguiente leyenda: “Este producto contiene ______% de alcohol. No recomendable para niños”. (En el espacio en blanco citar el contenido de alcohol en %).
	9.16.1 The products that contain ethyl alcohol or alcoholic beverages in amounts greater than 0.5% must include the following legend in the principal exhibition surface: “This product contains ________% of alcohol. It is not recommended for children.” (In the blank space cite the % of alcohol content). 

	9.17 La cantidad de proteínas que ha de indicarse, debe calcularse utilizando la siguiente fórmula:
	9.17 The amount of proteins that has to be indicated must be calculated using the following formula: 

	Leche, derivados o productos lácteos y quesos
	Milk, lacteal derivatives or products and cheeses

	Proteína = contenido total de nitrógeno Kjeldahl X 6.38
	Protein = total content of Kjeldahl nitrogen X 6.38

	Dulces a base de leche, Helados, Sorbetes:
	Milk based sweets, ice creams, sherbets: 

	Proteína = contenido total de nitrógeno Kjeldahl X 6.25
	Protein = total contents of Kjeldahl nitrogen X 6.25

	9.18 En el caso de que los productos objeto de esta norma contengan o incluyan productos preenvasados como parte de promociones u obsequios, tales como productos de panificación, cereales, chocolate u otros alimentos, deben incluir en el envase del producto de promoción u obsequio, cuando menos la siguiente información: lista de ingredientes, identificación del responsable del producto, fecha de caducidad y lote.
	9.18 When the products object of this standard contain or include prepackaged products as part of promotions or free gifts, such as bread making products, cereals, chocolate or other food products must include in the container of the promotion or gift product, at least the following information: list of ingredients, identification of the party responsible for the product, expiration date and lot. 

	9.19 Cuando en las etiquetas se declaren u ostenten en forma escrita, gráfica o descriptiva que los productos, su uso, aplicación, ingredientes o cualquier otra característica están recomendados, respaldados o aceptados por centros de investigación, asociaciones, organizaciones, entre otros, los cuales deberán contar con reconocimiento nacional o internacional de su experiencia y estar calificados para dar opinión sobre la información declarada. Se deberá contar con el sustento técnico respectivo, el que estará a disposición de la Secretaría de Salud en el momento que lo solicite. Dichas declaraciones deben sujetarse a lo siguiente: la leyenda debe describir claramente la característica referida, estar precedida por el símbolo o nombre del organismo y figurar en caracteres claros y fácilmente legibles.
	9.19 When declared or exhibited on the labels, in writing, graphically or descriptively that the products, their use, application, ingredients or any other characteristic are recommended, supported or accepted by centers of research, associations, organizations, among others, which must have national or international recognition of their experience and be qualified for giving their opinion on the information declared. There must be the respective technical basis, which will be available to the Secretary of Health when it requests it. Said declarations must be subjected to the following: the legend must describe clearly the referred to characteristic, be preceded by the symbol or name of the entity and appear in clear and easily legible characters. 

	9.20 Los productos destinados a ser reconstituidos o los contenidos en envases que requieran instrucciones de uso o consumo especiales, deben incluir una descripción escrita o gráfica de las instrucciones de uso, empleo o preparación.
	9.20 The products designated to being reconstituted or the contents in containers that require special instructions of use or consumption must include a written or graphic description of the instructions of use, employment or preparation. 

	9.21 Los productos envasados en punto de venta, deben ostentar la siguiente información:
	9.21 The products packaged at the point of sale must exhibit the following information: 

	9.21.1 Nombre o denominación del producto.
	9.21.1 Name or denomination of the product. 

	9.21.2 Fecha de envasado y, en su caso, fecha de caducidad, señalando el día y el mes y anteponiendo la leyenda que corresponda “fecha de envasado _____”, “fecha de caducidad _____”, o leyenda equivalente.
	9.21.2 Date of packaging and, when applicable, expiration date, stipulating the day and the month and placing before it the legend that corresponds “Packaging date_____,” “Expiration date ________,” or the equivalent legend. 

	10. Concordancia con normas internacionales
	10. Concordance with international standards

	Esta norma es parcialmente equivalente a las siguientes normas:
	This standard is partially equivalent to the following standards: 

	10.1 Codex Alimentarius. CODEX STAN 232-2001. Norma Nivel Máximo para la Aflatoxina M1 en la Leche.
	10.1 Codex Alimentarius. CODEX STAN 232-2001.
Standard Maximum level for Aflatoxin M1 in milk.

	10.2 Codex Alimentarius. CODEX STAN A-9-1976, Rev. 1-2003. Norma del Codex Para Las Natas (Cremas) Y Las Natas (Cremas) Preparadas.
	10.2 Codex Alimentarius. CODEX STAN A-9-1976, Rev. 1-2003. Standard of Codex for the Creams and prepared creams. 

	10.3 Codex Alimentarius. CODEX STAN A-6-1978, Rev. 1-1999, enmendado en 2006. Norma del General del Codex para el Queso.
	10.3 Codex Alimentarius. CODEX STAN A-6-1978, Rev. 1-1999, amended in 2006. Standard of the General of the Codex for Cheese. 

	10.4 Codex Alimentarius. CODEX STAN 221-2001. Norma colectiva para el Queso No Madurado, Incluido el Queso Fresco.
	10.4 Codex Alimentarius. CODEX STAN 221-2001.  Collective Standard for unaged cheese, including fresh cheese. 
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	12. Observancia de la norma
	12. Observance of the standard

	12.1 La vigilancia del cumplimiento de la presente norma corresponde a la Secretaría de Salud, a los gobiernos de las entidades federativas, en el ámbito de sus respectivas competencias.
	12.1 The oversight to the compliance of this standard correspond to the Secretary of Health, to the governments of the Federal entities (States and the Federal District) within  the scope of their respective authority. 

	13. Vigencia
	13. Oversight

	13.1 La presente Norma Oficial Mexicana entrará en vigor a los 60 días naturales posteriores a la fecha de su publicación en el Diario Oficial de la Federación, a excepción de los numerales 6.1.5.5 y 6.1.5.5.1 los cuales entrarán en vigor a los 365 días naturales posteriores a la misma fecha.
	13.1 This Official Mexican Standard will take effect 60 calendar days after the date of its publication in the Official Daily of the Federation with the exception of the numbers 6.1.5.5 and 6.1.5.5.1 which will take effect 365 calendar days after the same date. 

	Transitorio
	Transitional Article

	Unico: Con la entrada en vigor de la presente Norma Oficial Mexicana se cancelan las siguientes normas oficiales mexicanas:
	Sole: When this Official Mexican Standard takes effect, the following Official Mexican Standards are cancelled: 

	· NOM-035-SSA1-1993, Bienes y servicios. Quesos de suero. Especificaciones sanitarias, publicada en el Diario Oficial de la Federación el 30 de enero de 1995.
	· NOM-035-SSA1-1993, Goods and services. Cheese from whey. Sanitary specifications, published in the Official Daily of the Federation on  the 30th of January of 1995.  

	· NOM-036-SSA1-1993, Bienes y servicios. Helados de crema, de leche o grasa vegetal, sorbetes y bases o mezclas para helados. Especificaciones sanitarias, publicada en el Diario Oficial de la Federación el 10 de marzo de 1995.
	· NOM-036-SSA1-1993, Goods and services. Ice creams, from milk or vegetable fat, sherbets and bases or mixtures for ice creams. Sanitary specifications, published in the Official Daily of the Federation on the 10th of March of 1995. 

	· NOM-121-SSA1-1994, Bienes y servicios. Quesos: frescos, madurados y procesados. Especificaciones sanitarias, publicada en el Diario Oficial de la Federación el 23 de febrero de 1996.
	· NOM-121-SSA1-1994, Goods and services. Cheeses: fresh, aged and processed. Sanitary specifications, published in the Official Daily of the Federation on the 23rd of February of 1996. 

	· NOM-184-SSA1-2002, Productos y servicios. Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado. Especificaciones sanitarias, publicada en el Diario Oficial de la Federación el 23 de octubre de 2002
	· NOM-184-SSA1-2002, Products and services. Milk, lacteal formula and combined lacteal product. Sanitary Specifications, published in the Official Daily of the Federation on the 23rd of October of 2002. 

	· NOM-185-SSA1-2002, Productos y servicios. Mantequilla, cremas, producto lácteo condensado azucarado, productos lácteos fermentados y acidificados, dulces a base de leche. Especificaciones Sanitarias, publicada en el Diario Oficial de la Federación el 16 de octubre de 2002.
	· NOM-185-SSA1-2002, Products and services. Butter, creams, condensed sweetened lacteal product, fermented and acidified lacteal products, milk based sweets. Sanitary specifications, published in the Official Daily of the Federation on the 16th of October of 2002. 
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	APENDICE NORMATIVO A


	MANDATORY APPENDIX A

	A.1 Límites Máximos para Aditivos Alimentarios.
	A.1 Maximum limits for Food Additives


(English translation follows this table) 
	Aditivo
	Límite máximo

mg/kg
	Observaciones

	Acido acético glacial
	BPF
	Quesos frescos y procesados.

Leche fermentada o acidificada.
Helados, sorbetes y bases para helados. 

	Acido algínico
	10,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados

	Acido ascórbico *
	500

(expresado como ácido ascórbico)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

Crema deshidratada.

	
	BPF
	Productos objeto de esta norma saborizados o edulcorados.

	Acido benzoico y sus sales de sodio, potasio y calcio
	1000
	Cremas y mantequillas
Dulces a base de leche.

	
	50
	Leche fermentada o acidificada **

	Acido cítrico
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado esterilizados saborizados.
Quesos frescos y procesados

Mantequillas
Para todo tipo de cremas (incluyendo cremas acidificadas).

Leche fermentada o acidificada

Dulces a base de leche

Helados, sorbetes y bases para helados 

	Acido eritórbico
	BPF
	Dulces a base de leche.

	Acido fosfórico
	9,000

(total de compuestos de fósforo añadidos, calculados como fósforo)
	Quesos frescos y procesados

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Para todo tipo de cremas.

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Para todo tipo de cremas.

	Acido fumárico
	BPF
	Leche fermentada o acidificada.

	Acido L (+) tartárico
	BPF
	Leche fermentada o acidificada.

	Acido láctico
	BPF
	Quesos frescos y procesados

Para todo tipo de cremas (incluyendo cremas acidificadas)

Leche fermentada o acidificada

Dulces a base de leche

Helados, sorbetes y bases para helados.

	Acido D,L-málico
	BPF
	Quesos frescos
Leche fermentada o acidificada

Helados, sorbetes y bases para helados.

	Acido propiónico
	BPF
	Quesos frescos y procesados.

	Acido sórbico y sus sales de sodio, potasio y calcio
	3,000

(sólo o mezclado, expresado como ácido sórbico)
	Quesos frescos, procesados y madurados
Para todo tipo de cremas

Mantequillas

Bases para helados

	
	600
	Dulces a base de leche.

	
	250
	Leche fermentada y acidificada. **

	adipato acetilado de dialmidón
	10,000

(sólo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Quesos frescos saborizados (petit)

Leche fermentada y acidificada.

	
	BPF
	Dulces a base de leche.

	agar
	5,000

(sólo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Para todo tipo de cremas.

Leche fermentada y acidificada.

Dulces a base de leche.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.

	alginato de amonio
	10,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	8,000

(sólo o mezclado con otros espesantes)
	Quesos procesados

	
	BPF
	Leche fermentada o acidificada.

Para todo tipo de cremas
Dulces a base de leche.

	alginato de calcio
	10,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	2,000
	Leche fermentada o acidificada

	
	BPF
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.
Para todo tipo de cremas

	Alginato de potasio
	10,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	2,000
	Leche fermentada o acidificada.

	
	BPF
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.

Para todo tipo de cremas
Leche fermentada o acidificada

Dulces a base de leche.

	Alginato de propilenglicol
	10,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	8,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Quesos frescos y procesados

	
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Crema para batir y crema vegetal.
Dulces a base de leche.

	
	1,400
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Alginato de sodio
	10,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	2,000
	Leche fermentada o acidificada.

	
	BPF
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.
Para todo tipo de cremas

Leche fermentada o acidificada.

	Almidón acetilado
	20,000

solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche fermentada o acidificada.

	
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Quesos frescos saborizados (petit)

	
	BPF
	 Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	almidón oxidado
	20,000

solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche fermentada o acidificada.

	
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Quesos frescos saborizados (petit) y quesos procesados.

	
	BPF
	Dulces a base de leche.

	Almidones modificados
	20,000

solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche fermentada o acidificada

Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Quesos frescos saborizados (petit) y quesos procesados.

	
	BPF
	Dulces a base de leche

	Amarillo ocaso FCF

Amarillo alimentos 3

No. C.I. 15985
	300

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche condensada azucarada.

	
	200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Dulces a base de leche.

	
	100
	Quesos saborizados
Helados, sorbetes y bases para helados

	
	35
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	12
	Leche fermentada o acidificada.

	Ascorbato de calcio*
	500

(expresado como ácido ascórbico)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

	ascorbato de potasio*
	500

(expresado como ácido ascórbico)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

	ascorbato de sodio *
	500

(expresado como ácido ascórbico)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

Crema deshidratada

	Azafrán (Estigmas de Crocus sativus L.)

Amarillo natural 6

No. C.I 75100
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	Azorrubina y sus lacas

Rojo alimentos 3 y sus lacas

No. C.I. 14720
	100
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados), helados, sorbetes y bases para helados

Quesos frescos saborizados (petit)

Leche fermentada o acidificada.

	Azul brillante FCF y sus lacas.

Azul alimentos 2 y sus lacas.

No. C.I. 42090
	200
	Dulces a base de leche.

	
	150
	Leche fermentada o acidificada.

Quesos frescos saborizados (petit)

Crema para batir

Helados, sorbetes y bases para helados

	Beta caroteno sintético

Anaranjado alimentos 5.

No. C.I. 40800
	600
	Quesos procesados.

	
	100
	Leche fermentada o acidificada

	
	35
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	25
	Quesos madurados.

Mantequilla.

	Beta-apo-8'-carotenal

Anaranjado alimentos 6.

No. C.I. 40820
	100
	Helados, sorbetes y bases para helados.

Leche fermentada o acidificada

	
	35
	Quesos madurados y procesados.

	
	35
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	25
	Mantequilla

	Butil hidroquinona terciaria
	200
	Mantequilla (modificada en su composición)

	
	100
	Dulces a base de leche.

	Butil hidroxianisol
	200
	Mantequilla (modificada en su composición)

	
	100
	Crema deshidratada y crema vegetal deshidratada.

Dulces a base de leche.

	Butil hidroxitolueno
	100
	Dulces a base de leche.

	
	200
	Mantequillas 

	Cafeína
	400
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Cantaxantina

Anaranjado alimentos 8.

No. C.I. 40850
	100
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Caramelo Clase I
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados)

Quesos frescos y procesados

Quesos saborizados
Leche condensada azucarada

Leche fermentada o acidificada

Dulces a base de leche

Helados sorbetes y bases para helados

	Caramelo Clase II
	3,200
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	150
	Leche condensada azucarada

Leche fermentada o acidificada

Dulces a base de leche.

	
	100
	Quesos saborizados
Helados sorbetes y bases para helado

	Caramelo Clase III
	150
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

Leche condensada azucarada.

Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche.

	
	100
	Helados sorbetes y bases para helado

Quesos saborizados

	Caramelo Clase IV
	150
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

Leche condensada azucarada.

Leche fermentada y acidificada.

Dulces a base de leche.

	
	100
	Helados, sorbetes y bases para helados

Quesos saborizados

	Carbonato de amonio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Carbonato de calcio
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Crema deshidratada.

Leche fermentada o acidificada

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche condensada azucarada.

	
	BPF
	Quesos frescos, madurados y procesados

Para todo tipo de cremas

	Carbonato de magnesio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Carbonato de potasio
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresado como sustancia anhidra).
	Crema deshidratada.

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche condensada azucarada.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Para todo tipo de cremas

	Carbonato de sódio
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche condensada azucarada.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Helados, sorbetes y bases para helados

Para todo tipo de cremas.

Mantequilla.

	Carbonato hidrogenado de amonio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Carbonato hidrogenado de potasio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Carbonato hidrogenado de sodio
	2,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresado como sustancia anhidra).
	Mantequilla.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados
Dulces a base de leche.

	Carboximetilcelulosa
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o modificados en su composición).

Quesos frescos, madurados y procesados.

Helados, sorbetes y bases para helados.

	Carboximetilcelulosa de sodio
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado)
	Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche.

Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o esterilizados).

Quesos frescos y procesados
Todo tipo de cremas 

	Carotenos naturales

Anaranjado alimentos 5.

No. C.I. 75130
	100
	Leche fermentada o acidificada

	
	100
	Productos objeto de esta norma, excepto: leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado.

Helados, sorbetes y bases para helados. 

	
	600
	Mantequilla

Quesos frescos y quesos madurados (corteza)

	Carragenato de calcio
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o modificados en su composición).

	Carragenina

y sus sales de potasio, sodio y amonio
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado).
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	8,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado).
	Quesos procesados.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos
Para todo tipo de cremas

Leche fermentada o acidificados (cuajados naturalmente),

Dulces a base de leche

Leche condensada azucarada

Productos esterilizados.

	Celulosa microcristalina
	BPF
	Leches saborizadas, leche fermentada o acidificadas.

Quesos madurados y quesos frescos
Para todo tipo de cremas.

Helados, sorbetes y bases para helados.

	Cera blanca y amarilla de abeja
	BPF
	Cobertura de quesos.

	Cera de candelilla
	BPF
	Cobertura de quesos.

	Cera de carnauba
	BPF
	Cobertura de quesos.

	Cera de cascarilla de arroz
	BPF
	Cobertura de quesos.

	Cera microcristalina
	30,000
	Cobertura de quesos.

	Citrato de calcio
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Quesos frescos y procesados

Todo tipo de cremas
Leche fermentada o acidificada

	Citrato tripotásico
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Crema deshidratada.

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

Todo tipo de cremas
Leche condensada azucarada.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Quesos frescos y procesados

Todo tipo de cremas
Leche condensada azucarada
Leche fermentada o acidificada

	Citrato trisódico
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

Leche condensada azucarada

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

Leche condensada azucarada

Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche

	
	BPF
	Quesos frescos y procesados.

Todo tipo de cremas

Leche fermentada o acidificada

	Clorofilas

Verde natural 3

No. C.I. 75810
	BPF
	Quesos saborizados, procesados y madurados

Dulces a base de leche 

	Cloruro de calcio
	1,200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra).
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Quesos frescos, madurados y procesados.

Dulces a base de leche.
Leche condensada azucarada

Todo tipo de cremas

	Cloruro de potasio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Dulces a base de leche.

	Complejos cúpricos de clorofilas

Verde natural 3.

No. C.I. 75810
	300
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	Curcumina Cúrcuma (Raíz de Curcuma longa L.)

No. C.I. 75300
	100
	Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	
	50
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	D-alfa-tocoferol concentrado
	300
	Dulces a base de leche.

Helados, sorbetes y bases para helados

	Dextrinas
	20,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

Quesos frescos y procesados

Leche fermentada o acidificada

	Dióxido de azufre
	50
	Leche fermentada o acidificada. **

	Dióxido de silicón amorfo
	10,000
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Crema deshidratada.

	Dióxido de titanio

Pigmento blanco 6.

No C.I. 77891
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

Quesos frescos y procesados.

Dulces a base de leche.

Todo tipo de cremas

	Dl-alfa tocoferol
	300
	Dulces a base de leche.

Helados, sorbetes y bases para helados

	Eritrosina

Rojo alimentos 14

No. C.I. 45430
	2
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	27
	Leche fermentada o acidificada

Helados, sorbetes y bases para helados.

	Esteres acéticos de los mono y diglicéridos de los ácidos grasos.
	BPF
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).
Todo tipo de Crema.
Quesos frescos y madurados

	Esteres cítricos de los mono y diglicéridos de los ácidos grasos
	BPF
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Todo tipo de Crema. 

	Esteres lácticos de los mono y diglicéridos de los ácidos grasos
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado)
	Todo tipo de cremas

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (modificados en su composición)

Leches saborizadas
Fórmula láctea y producto lácteo combinado

Leche fermentada o acidificada

Helados, sorbetes y bases para helados 

	Esteres diacetil tartáricos de los mono y diglicéridos de los ácidos grasos.
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (modificados en su composición).

	
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	BPF
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

Para todo tipo de cremas.

	Esteres de propilenglicol de ácidos grasos
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Esteres de ácidos grasos y sacarosa
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	BPF
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	Eter apocarotenóico
	50
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Etil maltol
	50
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Etilvainillina
	1,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Extracto de annato

(Extracto de semillas de Bixa orellana). Anaranjado natural 4.

No. C.I. 75120
	600

(calculado como bixina)
	Quesos procesados.

	
	60

(calculado como bixina)
	Quesos madurados.

	
	20

(calculado como bixina)
	Mantequilla.

Dulces a base de leche.

	
	10

(calculado como bixina)
	Leche fermentada o acidificada

	
	0.05

(calculado como bixina)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	Extracto de cochinilla

(Extracto de Coccus cacti L.).

Rojo natural 4.

No. C.I. 75470
	150
	Helados, sorbetes y bases para helados

	
	100
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	50
	Leche fermentada o acidificados.

Dulces a base de leche.

Quesos saborizados

	
	BPF
	Leche condensada azucarada.

	Fosfato de dialmidón acetilado
	BPF
	Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche
Quesos frescos y procesados

	Fosfato de aluminio y sodio
	1,000
	Dulces a base de leche.

Quesos procesados

	Fosfato de amonio
	1, 000
	Dulces a base de leche.

	Fosfato de dialmidón
	BPF
	Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	Fosfato de hidroxipropil dialmidón
	20,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche fermentada o acidificada

	
	BPF
	Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	Fosfato hidrogenado de magnesio
	1,000
	Dulces a base de leche.

	Fosfato hidrogenado de sodio
	9000

(solo o mezclado, calculado como pentóxido de fósforo)
	Quesos frescos y procesados

	
	5000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados)

	
	3000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados)

	
	2000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizado)

	
	1200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado

	
	1000
	Dulces a base de leche

	
	500

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (modificados en su composición)

	
	150

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (ultrapasteurizados)

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados)

	Fosfato de monoalmidón
	20,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche fermentada o acidificada

	
	BPF
	Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	Fosfato dihidrogenado de calcio
	9000
	Quesos procesados

	Fosfato dihidrogenado de potasio
	9,000
	Quesos procesados

	
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	1,200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	1,000
	Dulces a base de leche.

	
	500

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (modificados en su composición).

	
	150

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (ultrapasteurizados).

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Fosfato dihidrogenado de sodio
	9000
	Quesos procesados

	Fosfato hidrogenado de calcio
	9,000

(total de fosfatos, calculados como fósforo)
	Quesos procesados.

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	1,000
	Dulces a base de leche.

	Fosfato fosfatado de dialmidón
	20,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche fermentada o acidificada.

	
	BPF
	Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	Fosfato hidrogenado dipotásico
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Quesos procesados

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	1,200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	500

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (modificados en su composición).

	
	150

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (ultrapasteurizados).

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Fosfato hidrogenado disódico
	30,000

(solo o mezclado, expresado como pentóxido de fósforo)
	Quesos frescos y procesados.



	
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	1,200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	1,000
	Dulces a base de leche.

Cremas y cremas para batir

	
	500

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (modificados en su composición).

	
	150

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (ultrapasteurizados).

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Fosfato monomagnésico
	1,000
	Dulces a base de leche.

	Fosfato tricálcico
	9,000

“límite establecido como emulsificante”

(solo o mezclado, calculado como pentóxido de fósforo)
	Quesos frescos y procesados

	
	3,000

(mezclado con otros fosfatos que se listen en este apartado, expresados como P2O5).
	Para todo tipo de cremas.

Leche condensada azucarada

	
	2,000

(solo, expresado como P2O5).
	Para todo tipo de cremas.

Leche condensada azucarada

	
	1,000
	Dulces a base de leche.

	Fosfato trimagnésico
	1,000
	Dulces a base de leche.

	Fosfato tripotásico
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Crema deshidratada.

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

Leche condensada azucarada.

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

Leche condensada azucarada.

	
	1,000
	Dulces a base de leche.

	Fosfato trisódico
	9,000

(solo o mezclado, calculado como pentóxido de fósforo)
	Quesos frescos y procesados.

	
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Crema deshidratada.

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

Leche condensada azucarada.

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

Leche condensada azucarada.

	
	2,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Mantequillas

	
	1,000
	Dulces a base de leche.

	Galato de propilo
	90
	Dulces a base de leche.

	
	100
	Mantequillas

	Glicerol
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Gluconato ferroso
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Glucono delta lactona
	BPF
	Todos los quesos

Leche fermentada o acidificada

	Glutamato monosódico
	BPF
	Quesos frescos y procesados

	Goma arábiga

o acacia
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.

Leche fermentada o acidificada.
Helados, sorbetes y bases para helados

Para todo tipo de Crema.

Dulces a base de leche.

	Goma damar
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Goma de algarrobo
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Para todo tipo de Crema
Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche.

	
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Leche fermentada o acidificada.

Quesos frescos y procesados.

	Goma gellana
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Goma guar
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche esterilizada, fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.

Leche fermentada o acidificada.
Helados, sorbetes y bases para helados
Para todo tipo de Crema
Dulces a base de leche.

	Goma karaya
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.

Helados, sorbetes y bases para helados

	Goma tara
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados

	Goma tragacanto
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Productos lácteos acidificados.

	Goma Xantana
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Para todo tipo de cremas.

Leche fermentada o acidificados.

Dulces a base de leche.

Helados, sorbetes y bases para helados

	
	1,200

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Quesos frescos y procesados.

Leche fermentada o acidificada.

	Hidróxido de amonio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Hidróxido de calcio
	2,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Mantequilla.

	Hidróxido de magnesio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Hidróxido de potasio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	
	2,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Mantequilla.

	Hidróxido de sodio
	BPF
	Quesos frescos

Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados)

Mantequillas (modificadas en su composición)

	Hidroxipropil almidón
	BPF
	Leche fermentada o acidificada.

Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	Hidroxipropil metil celulosa
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Indigotina y sus lacas. Azul alimentos 1 y sus lacas

No. C.I. 73015
	1000
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	300
	Dulces a base de leche.

	
	100
	Helados, sorbetes y bases para helados

	
	6
	Leche fermentada o acidificada.

	Lactato de calcio
	BPF
	Para todo tipo de Crema
Leche fermentada o acidificada

Quesos frescos

	Lactato de sodio
	BPF
	Para todo tipo de Crema
Quesos frescos

	Lecitina
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Quesos procesados. 

	
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados, esterilizados o deshidratados).

Mantequilla.

Dulces a base de leche.

Helados, sorbetes y bases para helados

Cremas esterilizadas 

	Maltodextrinas
	BPF
	Todos los productos objeto de la norma.

	Metil celulosa
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Metil etil celulosa
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Esteres metílico y etílico del ácido (apo-8´- carotenóico o anaranjado alimentos 7 (éster etílico)
	35
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	Mono y diglicéridos
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Helados, sorbetes y bases para helados
Para todo tipo de Cremas.

	
	2000
	Leche
Quesos frescos, madurados y procesados.

Leche fermentada o acidificada

	
	BPF
	Dulces a base de leche
Leches, Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	Monoestearato de sorbitán
	5,000
	Quesos frescos

	
	1,000
	Para todo tipo de cremas.

Helados, sorbetes y bases para helados

	Monoestearato de sorbitán polioxietilenado (20)
	1,000
	Helados, sorbetes y bases para helados.

Para todo tipo de cremas

	
	500
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizaos).

	Monolaurato de sorbitán polioxietilenado
	1,000
	Para todo tipo de cremas.

	Monooleato de sorbitán polioxietilenado
	1,000
	Para todo tipo de cremas.

Helados, sorbetes y bases para helados

	Pimaricina.
	40

(solo para el tratamiento de la superficie o corteza de los quesos, ausente a la profundidad de 5 mm)
	Quesos madurados

	Nisina
	12.5
	Quesos frescos, madurados y procesados.

	Nitrato de potasio
	50
	Quesos madurados.

	Nitrato de sodio
	50
	Quesos madurados.

	Octenil succinato sódico de almidón
	10,000
	Leche fermentada o acidificada

	
	BPF
	Dulces a base de leche.

	Oleorresina de paprika
	BPF
	Para todos los productos objeto de esta norma.

	Oxido de magnesio
	10,000
	Crema deshidratada.

	Palmitato de amonio
	100
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

	Palmitato de ascorbilo
	500
	Crema deshidratada.

	
	200
	Dulces a base de leche.

	
	100
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

	Palmitato de calcio
	100
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

	Palmitato de potasio
	100
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

	Palmitato de sodio
	100
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados o con grasa vegetal).

	Pectato de amonio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Pectato de calcio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Pectato de potasio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Pectato de sodio
	BPF
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

	Pectinas
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

Leche fermentada o acidificada

Para todo tipo de Cremas.

Dulces a base de leche.

Quesos frescos y procesados

	Peróxido de hidrógeno
	BPF
	Quesos madurados

	Piramicina o natamicina
	40
	Quesos frescos y procesados

	Pirofosfato tetrapotásico
	9000
	Quesos procesados

	Pirofosfato tetrasódico
	9000
	Quesos procesados

	Pirofosfato dicálcico
	9000
	Quesos procesados

	Polidextrosa
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, dulces a base de leche, leche saborizada. Todo tipo de cremas. Leche fermentada o acidificada

	Polifosfato de calcio
	9,000
	Quesos frescos y procesados

	
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

	Polifosfato de potasio
	9,000
	Quesos frescos y procesados

	
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Crema deshidratada.

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

	
	1,200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	150

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche ultrapasteurizada.

	Polifosfato de sodio
	9,000
	Quesos frescos y procesados

	
	5,000

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (deshidratados).

Crema deshidratada.

	
	3,000

(mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado, expresados como sustancias anhidras).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

	
	2,000

(solo, expresado como sustancia anhidra).
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (esterilizados).

Para todo tipo de cremas.

Dulces a base de leche

	
	1,200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	
	150

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Leche ultrapasteurizada.

	Ponceau 4R

Rojo alimentos 7

No C.I.16255
	150
	Leche condensada azucarada

	
	50
	Helados, sorbetes y bases para helados.

Dulces a base de leche.

	
	80
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	48
	Leche fermentada o acidificada.

Quesos saborizados

	Propionato de calcio
	BPF

(sólo para el tratamiento de la superficie)
	Quesos frescos y procesados.

	Propionato de potasio
	BPF

(sólo para el tratamiento de la superficie)
	Quesos frescos y procesados.

	Propionato de sodio
	BPF

(sólo para el tratamiento de la superficie)
	Quesos frescos y procesados.

	Riboflavina
	10
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	BPF
	Quesos frescos, madurados y procesados.

	Riboflavina-5´-fosfato de sodio
	10
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	Rojo Allura AC y sus lacas.

Rojo alimentos 17 y sus lacas.

No. C.I. 16035
	300

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche condensada azucarada.

Dulces a base de leche.

	
	140
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	50
	Leche fermentada o acidificada.

	Rojo betabel
	BPF
	Leche fermentada o acidificada

Leche condensada azucarada.

	Sales de sodio y potasio de complejos cúpricos de clorofilinas

No C.I. 75810
	300
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	Sales de sodio, potasio o calcio del ácido acético
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Sales de sodio, potasio o calcio del ácido cítrico
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Sales de sodio, potasio o calcio del ácido láctico
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Sales de sodio, potasio o calcio del ácido málico
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Sales de sodio, potasio o calcio del ácido tartárico
	BPF
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	Silicato de calcio
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Crema deshidratada.

	Silicato de magnesio
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Crema deshidratada.

	Sorbato de potasio
	3,000

(solo o mezclado, expresado como ácido sórbico)
	Quesos frescos, procesados y madurados

Cremas, mantequillas y bases para helado.

	
	600
	Dulces a base de leche.

	
	200
	Leche fermentada o acidificada. **

	Sorbato de sodio
	3,000

(solo o mezclado, expresado como ácido sórbico)
	Quesos frescos, procesados y madurados.
Cremas, mantequillas y bases para helado.

	
	200
	Leche fermentada o acidificada. **

	Tartrazina y sus lacas. Amarillo alimentos 4 y sus lacas.

No. C.I. 19140
	300

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche condensada azucarada.

	
	200
	Dulces a base de leche.

	
	150

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	
	100
	Helados, sorbetes y bases para helados

	
	18
	Leche fermentada o acidificada.

	Triestearato de sorbitán polioxietilenado (20)
	10,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Helados, sorbetes y bases para helados.

	
	5,000

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados).

Para todo tipo de cremas.

	Trifosfato pentapotásico
	9000
	Quesos procesados

	
	1100
	Para todo tipo de cremas

	
	120

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado

	Trifosfato pentasódico
	9000
	Quesos procesados

	
	1,200

(solo o mezclado, expresado como sustancia anhidra)
	Fórmula láctea y producto lácteo combinado.

	Verde rápido FCF y sus lacas.

Verde alimentos 3 y sus lacas.
	100

(solo o mezclado con otros aditivos que tengan la misma función y que se listen en este apartado.)
	Leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado (saborizados o aromatizados).

	* No debe reportarse como nutrimento.

** Exclusivamente para leche fermentada o acidificada preparados con vegetales.




ENGLISH VERSION OF THE PRECEDING TABLE
	Additive
	Maximum limit

mg/kg
	Observations

	gLACIAL ACETC ACID
	GMP
	Fresh and processed cheeses.

Fermented and acidified cheeses. 

Ice creams, sherbets and bases for ice cream.

	alginic acid
	10,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice cream

	
	GMP (Good manufacturing processes) 
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses

	Ascorbic acid *
	500

(expressed as ascorbic acid)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

Dehydrated cream.

	
	GMP
	Products object of this standard flavored or sweetened.

	Benzoic acid and their sodium, potassium and calcium salts
	1000
	Creams and butters
Milk based sweets.

	
	50
	Fermented or acidified milk **

	Citric acid
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product, sterilized, flavored.

Fresh and processed cheeses
Butters
For all type of creams (including acidified creams).
Fermented or acidified milk
Milk based sweets
Ice creams, sherbets and bases for ice creams 

	ERITHORBIC ACID
	GMP
	Milk based sweets.

	phosphoric acid
	9,000

(Total of compounds of added phosphorus, calculated as phosphorus)
	Fresh and processed cheeses

	
	3,000

(Mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	For all types of creams.

	
	2,000

(alone, expressed as anhydrous substance)
	For all types of creams.

	FUMARIC ACID
	GMP
	Fermented or acidified milk.

	TARTARIC ACID
	GMP
	Fermented or acidified milk.

	LACTIC ACID
	GMP
	Fresh and processed cheeses
For all types of creams (including acidified creams)
Fermented or acidified milk
Milk based sweets
Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	MALIC ACID D,L
	GMP
	Fresh cheeses
Fermented or acidified milk
Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	PROPIONIC ACID
	GMP
	Fresh and processed cheeses.

	Sorbic acid and their sodium salts, potassium and calcium
	3,000

(alone or mixed expressed as ascorbic acid)
	Fresh cheeses, processed and aged

For all types of creams
Butters
Bases for ice cream

	
	600
	Milk based sweets.

	
	250
	Fermented and acidified milk. **

	Acetylated distarch adipate
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are ready in this part)
	Flavored fresh cheeses (small)

Fermented and acidified milk.

	
	GMP
	Milk based sweets.

	agar
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are ready in this part)
	For all types of creams.

Fermented and acidified milk.

Milk based sweets.

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses.

	Ammonium alginate
	10,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	8,000

(alone or mixed with other thickeners)
	Processed cheeses

	
	GMP
	Fermented or acidified milk.

For all types of creams
Milk based sweets.

	calcium alginate
	10,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	2,000
	Fermented or acidified milk

	
	GMP
	Lacteal formula and combined lacteal product (flavored).Fresh and processed cheeses.

For all types of creams

	Potassium alginate
	10,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	2,000
	Fermented or acidified milk.

	
	GMP
	Lacteal formula and combined lacteal product (flavored).
Fresh and processed cheeses.

For all types of creams
Fermented or acidified milk
Milk based sweets.

	Propylene glycol alginate
	10,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	8,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)


	Fresh and processed cheeses

	
	5,000


	Whipping cream and vegetable cream

Milk based sweets.

	
	1,400
	Lacteal formula and combined lacteal product (flavored).

	Sodium alginate
	10,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	2,000
	Fermented or acidified milk.

	
	GMP
	Lacteal formula and combined lacteal product (flavored).
Fresh and processed cheeses.

For all types of creams
Fermented or acidified milk.

	Acetylated starch
	20,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)


	Fermented or acidified milk.

	
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)


	Fresh flavored cheeses (small) 

	
	GMP
	 Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	oxidized starch
	20,000

(alone or mixed with other additifes that have the same function and that are listed in this part)
	Fermented or acidified milk.

	
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Fresh flavored cheeses (small) and processed cheeses)

	
	GMP
	Milk based sweets.

	Modified starches
	20,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Fermented or acidified milk
Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	10,000

((alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Fresh flavored cheeses (small) and processed cheeses)

	
	GMP
	Milk based sweets

	Yellow ocase FCF

Yellow food coloring 3

No. C.I. 15985
	300

((alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Sweet condensed milk

	
	200

((alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Milk based sweets.

	
	100
	Flavored cheeses
Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	
	35
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or aromatized)

	
	12
	Fermented or acidified milk.

	Calcium ascorbate*
	500

(expressed as ascorbic acid)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

	potassium ascorbate*
	500

(expressed as ascorbic acid)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

	sodium ascorbate *
	500

(expressed as ascorbic acid)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

Dehydrated cream

	saffron (stigmas of Crocus sativus L.)

Natural yellow 6

No. C.I 75100
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).

	Azorrubine and their lacquers
red 3 and their lacquers
No. C.I. 14720
	100
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized). Ice creams, sherbets and bases for ice creams
Fresh flavored cheeses (small) 

Fermented or acidified milk.

	Brilliant blue FCF and its lacquers.

Blue food coloring 2 and its lacquers
No. C.I. 42090
	200
	Milk based sweets.

	
	150
	Fermented or acidified milk.

Fresh flavored cheeses (small) and processed cheeses)

Whipping cream
Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	Synthetic Beta carotene 

Orange 5.

No. C.I. 40800
	600
	Processed cheeses.

	
	100
	Fermented or acidified milk

	
	35
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavorized or aromatized).

	
	25
	Aged cheeses,
Butter

	Beta-apo-8'-carotenal

Yellow food coloring 6.

No. C.I. 40820
	100
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

Fermented or acidified milk

	
	35
	Aged and processed cheeses

	
	35
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).

	
	25
	Butter 

	Butyl tertiary hydroquinone 
	200
	Butter (modified in its composition)

	
	100
	Milk based sweets.

	Butyl hydroxyanisol
	200
	Butter (modified in its composition)

	
	100
	Dehydrated cream and dehydrated vegetable cream

Milk based sweets.

	Butyl hydroxytoluene
	100
	Milk based sweets.

	
	200
	Butters 

	Caffeine 
	400
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Cantaxantine
Orange food dye 8.

No. C.I. 40850
	100
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Caramel Class I
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavorized or aromatized)

Fresh and processed cheeses
Flavored cheeses
Sweet condensed milk

Fermented or acidified milk
Milk based sweets
Ice cream sherbets and bases for ice cream

	Caramel Class II
	3,200
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized)

	
	150
	Sweet condensed milk

Fermented or acidified milk
Milk based sweets.

	
	100
	Flavored cheeses
Ice creams, sorbets and ice cream bases

	Caramel Class III
	150
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).
Sweet condensed milk

Fermented or acidified milk.

Milk based sweets.

	
	100
	Ice creams, sherbets and bases for ice cream

Flavored cheeses

	Caramel Class IV
	150
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).
Sweet condensed milk

Fermented and acidified milk.

Milk based sweets.

	
	100
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams
Flavored cheeses

	Ammonium carbonate
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Calcium carbonate
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Dehydrated cream
Fermented or acidified milk

	
	2,000
(alone, expressed as anhydrous substance)
	Sweet condensed milk

	
	GMP
	Fresh, aged and processed cheeses 

For all types of creams

	Magnesium carbonate
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Potassium carbonate
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Dehydrated cream 

	
	3,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Sweet condensed milk

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
For all types of creams

	Sodium carbonate
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Sweet condensed milk

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Ice creams, sherbets and bases for ice creams
For all types of creams.

Butter 

	Ammonium hydrogenated carbonate
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Potassium hydrogenated carbonate
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Sodium hydrogenated carbonate
	2,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Butter 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses
Milk based sweets.

	Carboxymethyl cellulose
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or modified in their composition).
Fresh, aged and processed cheeses 

Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Sodium carboxymethylcellulose
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Fermented or acidified milk.

Milk based sweets.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or sterilized)
Fresh and processed cheeses
Tall type of creams 

	Natural carotenes
Orange food 5.

No. C.I. 75130
	100
	Fermented or acidified milk

	
	100
	Products object of this standard, except: milk, lacteal formula and combined lacteal product. 

Ice creams, sherbets and bases for ice creams. 

	
	600
	Butter 
Fresh and aged cheeses

	Calcium carragenate
	1,200

(Alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part).
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or modified in their composition)

	Carragenine and their potassium, sodium and ammonium salts
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	8,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Processed cheeses.

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh cheeses
For all types of creams
Fermented or acidified milk (naturally clotted)
Milk based sweets
Sweet condensed milk

Sterilized products

	Microcrystaline cellulose
	GMP
	Flavored milks, fermented or acidified milks. Aged cheeses and fresh cheeses.
For all types of creams.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	White and yellow beeswax
	GMP
	Coverage of cheeses.

	Candle wax
	GMP
	Coverage of cheeses.

	carnauba wax
	GMP
	Coverage of cheeses.

	Rice wax
	GMP
	Coverage of cheeses.

	Microcrystalline wax
	30,000
	Coverage of cheeses.

	Calcium citrate
	3,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

Milk, lacteal formula and combined lacteal product

	
	2,000

(alone, expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilize).

Lacteal formula and combined lacteal product

	
	GMP
	Fresh and processed cheeses
All type of creams
Fermented or acidified milk

	Tryptassic citrate
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Dehydrated cream

	
	2,000

(alone, expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

Milk, lacteal formula and combined lacteal product

All type of creams
Sweet condensed milk

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized.

Fresh and processed cheeses
All type of creams
Sweet condensed milk, Fermented or acidified milk

	Trisodium citrate
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

lacteal formula and combined lacteal product 
Sweet condensed milk

	
	2,000

(Alone, expressed as an anhydrous substance).
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

Lacteal formula and combined lacteal product
Sweet condensed milk

Fermented or acidified milk.

Milk based sweets

	
	GMP
	Fresh and processed cheeses.

All types of creams
Fermented or acidified milk

	chlorophylls
natural green 3

No. C.I. 75810
	GMP
	Flavored, processed and aged cheeses

Milk based sweets 

	Calcium chloride
	1,200

(Alone or mixed expressed as an anhydrous substance).
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Flavored, processed and aged cheeses

Milk based sweets.

Sweet condensed milk

All types of creams

	Potassium chloride
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

Milk based sweets.

	Complex chlorophyll cuprics

Natural green 3.

No. C.I. 75810
	300
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).

	Curcuma (root of Curcuma longa L.)

No. C.I. 75300
	100
	Fermented or acidified milk.

Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	
	50
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	D-alpha-tocopherol concentrated
	300
	Milk based sweets.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	Dextrines
	20,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

Fresh and processed cheeses
Fermented or acidified milk

	Sulfur dioxide
	50
	Fermented or acidified milk. **

	Amorphous silicon dioxide
	10,000
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Dehydrated creams

	Titanium dioxide,
White pigment 6.

No C.I. 77891
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

Fresh and processed cheeses.

Milk based sweets.

All type of creams

	Dl-alpha tocoferol
	300
	Milk based sweets.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	Erythrosine
Red food 14

No. C.I. 45430
	2
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).

	
	27
	Fermented or acidified milk
Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Acetic esters of the mono and diglycerides of the fatty acids
	GMP
	Lacteal formula and combined lacteal product Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
All types of creams
Fresh and aged cheeses

	Citric esters of the mono and diglycerides of the fatty acids
	GMP
	Lacteal formula and combined lacteal product Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
lacteal formula and combined lacteal product 

	Lactic lacteal formula and combined lacteal product 
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	All types of creams

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (modified in their composition)
Flavored milks
lacteal formula and combined lacteal product Fermented or acidified milk
Ice creams, sherbets and bases for ice creams 

	Diacetyl tartaric esters of the monoglycerides and diglycerides of the fatty acids
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (modified in their composition)

	
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	GMP
	lacteal formula and combined lacteal product 

For all types of creams.

	pROPYLENGLYCOL ESTERS OF FATTY ACIDS
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	ESTERS OF FATTY ACIDS AND SACHAROSE
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	GMP
	lacteal formula and combined lacteal product 

	Apocarotenic ether
	50
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Ethyl maltol 
	50
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Ethyl vanillin
	1,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Extract of annate
(Extract of seeds from Bixa orellana). Natural orange 4.

No. C.I. 75120
	600

(calculated as bixine)
	Processed cheeses.

	
	60

(calculated as bixine)
	Aged cheeses

	
	20

(calculated as bixine)
	Butter 
Milk based sweets.

	
	10

(calculated as bixine)
	Fermented or acidified milk

	
	0.05

(calculated as bixine)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavorized or aromatized).

	Extract cochineal
(Extract of Coccus cacti L.).

Natural red 4.

No. C.I. 75470
	150
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	
	100
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or aromatized)

	
	50
	Fermented or acidified milk
Milk based sweets.

Flavored cheeses

	
	GMP
	Sweet condensed milk

	Dyalmidon acetylated phosphate
	GMP
	Fermented or acidified milk.

Milk based sweets
Fresh and processed cheeses

	Aluminum and sodium phosphate
	1,000
	Milk based sweets.

Processed cheeses

	Ammonium phosphate
	1, 000
	Milk based sweets.

	Dyalmidon phosphate
	GMP
	Fermented or acidified milk.

Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	Dyalmidon hydroxypropyl phosphate
	20,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Fermented or acidified milk

	
	GMP
	Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	Magnesium hydrogenated phosphate
	1,000
	Milk based sweets.

	Sodium hydrogenated phosphate
	9000

(alone or mixed, calculated as anhydrous substance) 


	Fresh and processed cheeses

	
	5000

(alone or mixed, calculated as anhydrous substance) 


	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated)

	
	3000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized)

	
	2000

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)


	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized)

	
	1200

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)


	Milk, lacteal formula and combined lacteal product

	
	1000
	Milk based sweets

	
	500

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)


	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (modified in their composition)

	
	150

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (ultrapasteurized)

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored)

	Monostarc phosphate
	20,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Fermented or acidified milk

	
	GMP
	Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	Calcium dihydrogenated phosphate
	9000
	Processed cheeses

	Potassium dihydrogenated phosphate
	9,000
	Processed cheeses

	
	5,000

(alone or mixed, calculated as anhydrous substance) 
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	2,000

(alone expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	1,200

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	1,000
	Milk based sweets.

	
	500

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (modified in its composition).

	
	150

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (ultra pasteurized).

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Sodium dihydrogenated phosphate
	9000
	Processed cheeses

	Calcium hydrogenated phosphate
	9,000

(total of phosphates, calculated as phosphorus)
	Processed cheeses.

	
	3,000

(Mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section).
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	2,000

(alone expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized)

	
	1,000
	Milk based sweets.

	Dyalmidon phosphated phosphate
	20,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Fermented or acidified milk.

	
	GMP
	Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	Dipotassium hydrogenated phosphate
	5,000

(alone expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Processed cheeses

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	2,000

(alone expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	1,200

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product

	
	500

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (modified in their composition)

	
	150

(alone or mixed, calculated as anhydrous substance) 
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (ultrapasteurized).

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Disodium hydrogenated phosphate
	30,000

(alone or mixed, calculated as anhydrous substance)  
	Fresh and processed cheeses.



	
	5,000

(alone or mixed, calculated as anhydrous substance) 
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	2,000

(alone, expressed as an anhydrous substance).
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	1,200

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product

	
	1,000
	Milk based sweets.

Creams and whipping creams

	
	500

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (modified in their composition)

	
	150

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (ultrapasteurized).

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Monomagnesic phosphate
	1,000
	Milk based sweets.

	Tricalcic phosphate
	9,000

“limit established as emulsifier”

(alone or mixed, calculate as phosphorus pentoxide) 


	Fresh and processed cheeses

	
	3,000

(mixed with other phosphates that are listed in this section, expressed as P2O5).
	For all types of creams.

Sweet condensed milk

	
	2,000

(alone expressed as P2O5).
	For all types of creams.

Sweetened condensed milk

	
	1,000
	Milk based sweets.

	Trimagnesium phoshate
	1,000
	Milk based sweets.

	Tripotassium phosphate
	5,000

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Dehydrated cream

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

Sweetened condensed milk

	
	2,000

(alone, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

Sweetened condensed milk

	
	1,000
	Milk based sweets.

	Trisodium phosphate
	9,000

(alone or mixed, calculate as phosphorus pentoxide)
	Fresh and processed cheeses.

	
	5,000

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Dehydrated cream

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

Sweetened condensed milk

	
	2,000

(alone, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

Sweetened condensed milk

	
	2,000

(alone or mixed, calculated as anhydrous substance) 
	Butters

	
	1,000
	Milk based sweets.

	Propyl gallate
	90
	Milk based sweets.

	
	100
	Butters

	Glycerol
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Ferrous gluconate
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Glucone delta-lactone
	GMP
	All cheeses
Fermented or acidified milk

	Monosodium glutomate
	GMP
	Fresh and processed cheeses

	Gum arabic
or acacia
	1,200

((alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses.

Fermented or acidified milk.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams
For all type of creams
Milk based sweets.

	Damar gum
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	algarroba gum 
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	For all types of cream
Fermented or acidified milk.

Milk based sweets.

	
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fermented or acidified milk.

Fresh and processed cheeses.

	Gellane gum
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Goma guar
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Sterilized milk, lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses.

Fermented or acidified milk.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams
For all type of creams
Milk based sweets.

	Karaya gum
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	Tara gum
	1,200

((alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses

	Tragacanth gum
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Acidified lacteal products

	Xanthan gum
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	For all types of creams.

Fermented or acidified milk.

Milk based sweets.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	
	1,200

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
Fresh and processed cheeses.

Fermented or acidified milk.

	Ammonium hydroxide
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Calcium hydroxide
	2,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Butter 

	Magnesium hydroxide
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Potassium hydroxide
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	
	2,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Butter

	Sodium hydroxide
	GMP
	Fresh cheeses
Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored)

Butters (modified in their composition)

	Hidroxypropyl starch
	GMP
	Fermented or acidified milk.

Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	Hydroxypropyl methyl cellulose
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Indigotine and its lacquers, blue foods. 

No. C.I. 73015
	1000
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or aromatized).

	
	300
	Milk based sweets.

	
	100
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	
	6
	Fermented or acidified milk.

	Calcium lactate
	GMP
	For all types of creams
Fermented or acidified milk
Fresh cheeses

	Sodium lactate
	GMP
	For all types of cheeses
Fresh cheeses

	Lecithin
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Processed cheeses. 

	
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored, sterilized or dehydrated).

butter
Milk based sweets.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams
Sterilized creams

	Maltodextrines
	GMP
	All products object of this standard

	Methyl cellulose
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Methy ethyl cellulose
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Methyl and ethyl esters of the acid  (apo-8´– carotenoic or orange food  7 (ethyl ester)

	35
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or aromatized).

	Mono and diglicerides
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams
For all types of creams.

	
	2000
	Milk 
Fresh, aged and processed cheeses

Fermented or acidified milk

	
	GMP
	Milk based sweets
Milks, lacteal formula and combined lacteal product 

	Sorbitan monoestearate
	5,000
	Cheeses 

	
	1,000
	For all types of creams.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	Polyoxyethylenated sorbitan monoestearate (20)
	1,000
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

For all types of creams

	
	500
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or aromatized).

	Polyoxyethylenated sorbitan monolaurate
	1,000
	For all types of creams.

	Polyoxyethylenated sorbitan monooleate 
	1,000
	For all types of creams.

Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	Pimaricine.
	40

(only for the treatment of the Surface or clotting of the cheeses, absent to the depth of 5 mm).
	Aged cheeses

	Nisine
	12.5
	Fresh, aged and processed cheeses

	Potassium nitrate
	50
	Aged cheeses

	Sodium nitrate
	50
	Aged cheeses

	starch sodium octenyl succinate 
	10,000
	Fermented or acidified milk

	
	GMP
	Milk based sweets.

	Paprika oleoresin
	GMP
	For all the products object of this standard

	Magnesium oxide
	10,000
	Dehydrated cream

	Ammonium palmitate
	100
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

	Ascorbil palmitate 
	500
	Dehydrated cream

	
	200
	Milk based sweets.

	
	100
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

	Calcium palmitate
	100
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

	Potassium palmitate
	100
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

	Sodium palmitate
	100
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated or with vegetable fat).

	Ammonium pectate
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Calcium pectate
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Potassium pectate 
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Sodium pectate
	GMP
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 

	Pectin 
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

Fermented or acidified milk
For all types of creams.

Milk based sweets.

Fresh and processed cheeses

	Hydrogen peroxide
	GMP
	Aged cheeses

	Pyramicine or Natamycin
	40
	Fresh and processed cheeses

	Tetrapotassium pyrophosphate
	9000
	Processed cheeses

	Tetsodium pyrophosphate
	9000
	Processed cheeses

	Dicalcium pyrophosphate
	9000
	Processed cheeses

	polydextrose
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

Leche, lacteal formula and combined lacteal product, Milk based sweets, flavored milk. All types of creams. Fermented or acidified milk

	Calcium polyphosphate
	9,000
	Fresh and processed cheeses

	
	5,000

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part) expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	
	2,000

(Alone, expressed as an anhydrous substance).
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

	Potassium polyphosphate
	9,000
	Fresh and processed cheeses

	
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Dehydrated cream.

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

	
	2,000

(alone, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

	
	1,200

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
lacteal formula and combined lacteal product 

	
	150

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Ultra pasteurized milk.

	Sodium polyphosphate
	9,000
	Fresh and processed cheeses

	
	5,000

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (dehydrated).

Dehydrated cream

	
	3,000

(mixed with other additives that have the same function and that are listed in this part expressed as anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

	
	2,000

(alone, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (sterilized).

For all types of creams.

Milk based sweets

	
	1,200

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
lacteal formula and combined lacteal product 

	
	150

(alone or mixed, expressed as an anhydrous substance)
	Ultra pasteurized milk

	Ponceau 4R

Red food coloring 7

No C.I.16255
	150
	Sweetened condensed milk

	
	50
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

Milk based sweets.

	
	80
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored or aromatized).

	
	48
	Fermented or acidified milk.

Flavored cheeses

	Calcium propionate
	GMP
(only for the treatment of the service)
	Fresh and processed cheeses.

	Potassium propionate
	GMP
(only for the treatment of the service)
	Fresh and processed cheeses.

	Sodium propionate
	GMP
(only for the treatment of the service)
	Fresh and processed cheeses.

	Riboflavin
	10
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).

	
	GMP
	Fresh cheeses, aged and processed.

	Riboflavin-5´-sodium phosphate
	10
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized)

	Red allure AC and its lacquers
Red food coloring 17 and its lacquers
No. C.I. 16035
	300

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Sweetened condensed milk
Milk based sweets.

	
	140
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized)

	
	50
	Fermented or acidified milk.

	Beet red
	GMP
	Fermented or acidified milk
Sweetened condensed milk

	Sodium and postassium salts of complex cupric chlorophylls

No C.I. 75810
	300
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized)

	Sodium, potassium or calcium salts of acetic acid
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Sodium, potassium or calcium salts of citric acid
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Sodium, potassium or calcium salts of lactic acid
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Sodium, potassium or calcium salts of malic acid
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Sodium, potassium or calcium salts of tartaric acid
	GMP
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	Calcium silicate
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Dehydrated cream

	Magnesium silicate
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Dehydrated cream

	Potassium sorbate
	3,000

(alone or mixed, expressed as ascorbic acid)
	Fresh, processed and aged cheeses
Creams, Butters and bases for ice cream.

	
	600
	Milk based sweets.

	
	200
	Fermented or acidified milk. **

	Sodium sorbate
	3,000

(alone or mixed, expressed as ascorbic acid)
	Fresh cheeses, processed and aged.
Creams, Butters and bases for ice cream.

	
	200
	Fermented or acidified milk. **

	Tartrazine and its lacquers, yellow food coloring  4 and its lacquers.

No. C.I. 19140
	300

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Sweetened condensed milk

	
	200
	Milk based sweets.

	
	150

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).

	
	100
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams

	
	18
	Fermented or acidified milk.

	polyoxyethylene sorbitan tristearate (20)
	10,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Ice creams, sherbets and bases for ice creams.

	
	5,000

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored). 
For all types of creams.

	Pentapotassium triphosphate
	9000
	Processed cheeses

	
	1100
	For all types of creams

	
	120

(alone or mixed, expressed as anhydrous substance)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	Pentasodium triosphate
	9000
	Processed cheeses

	
	1,200

(alone or mixed, expressed as anhydrous substance)
	lacteal formula and combined lacteal product 

	Rapid green FCF and its lacquers
Green food coloring 3 and its lacquers
	100

(alone or mixed with other additives that have the same function and that are listed in this section)
	Milk, lacteal formula and combined lacteal product (flavored and aromatized).

	* Must not be reported as a nutrient.
** Exclusively for fermented or acidified milk prepared with vegetables.


	A2. Enzimas o cultivos de microorganismos
	A.2. Enzymes or cultivations of microorganisms

	A.2.1 Para la elaboración de leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, sometidos a un proceso de trasformación parcial de la lactosa en glucosa y galactosa, se permite emplear las siguientes enzimas:


	A.2.1 For the preparation of milk, lacteal formula and combined lacteal product submitted to a process of partial transformation of the lactose into glucose and galactose, the following enzymes are permitted to be employed: 


	Enzima
	Límite Máximo

	Lactasa derivada del Aspergillus niger
	BPF

	Lactasa derivada del Aspergillus oryzae
	BPF

	Lactasa derivada del Saccharomyces spp
	BPF

	Lactasa derivada del Kluyveromyces fragilis
	BPF

	Quimosina B derivada de Kluyveromyces lactis
	BPF


	Enzyme
	Maximum limit

	Lactase derived from Aspergillus niger
	GMP

	Lactase derived from Aspergillus oryzae
	GMP

	Lactase derived from Saccharomyces spp
	GMP

	Lactase derived from Kluyveromyces fragilis 
	GMP

	Quimosine B derivd from Kluyveromyces lactis
	GMP


	Y aquellas mencionadas en el Acuerdo y sus modificaciones


	And those mentioned in the Agreement and its modifications.

	A.2.2 Para la elaboración de los quesos frescos, madurados y procesados se permite emplear las siguientes enzimas para cuajar la leche:
	A.2.2 For the preparation of fresh, aged and processed cheeses, it is permitted to employ the following enzymes to clot the milk: 


	Enzima
	Límite Máximo

	Pepsina derivada de estómagos de rumiantes y porcinos
	BPF

	Quimosina A derivada de la Escherichia coli K12, contiene gen de proquimosina A de ternera.
	BPF

	Quimosina B derivada de Kluyveromyces lactis, contiene gen de proquimiosina B de ternera.
	BPF

	Renina, derivada de Bacillus cereus
	BPF

	Endothia parasitica 
	BPF

	Rhizomucor miehei
	BPF


	Enzyme 
	Maximum limit

	Pepsin derived from the stomaches of ruminants and pigs
	GMP

	Quimosine A derived from Escherichia coli K12, contains gen from proquimosine A from beef.
	GMP

	Quimosine B derived from Kluyveromyces lactis, contains gen from proquimiosine B from beef.
	GMP

	Renin, derived from Bacillus cereus
	GMP

	Endothia parasitica 
	GMP

	Rhizomucor miehei
	GMP


	Y aquellas mencionadas en el Acuerdo y sus modificaciones
	And those mentioned in the Agreement and its modifications

	A.2.3 Para la elaboración de crema, dulces a base de leche, se permite emplear las enzimas listadas en el Acuerdo y sus modificaciones, derivadas de las fuentes que ahí se establecen y conforme a las BPF.
	A.2.3 For the preparation of cream, milk based sweets, it is permitted to employ the enzymes listed in the Agreement and its modifications, derived from the sources that are established here and in conformity with the GMP. 

	A.3 Saborizantes
	A.3 Flavorizers

	A.3.1 Para la elaboración de los productos objeto de esta norma; se permite emplear los saborizantes naturales y sintéticos de acuerdo a las BPF y de conformidad con lo establecido en el Acuerdo y sus modificaciones.
	A.3.1 For the preparation of the products object of this standard; it is permitted to employ natural and synthetic flavorizers according to GMP and in conformity with that established in the Agreement and its modifications. 

	A.4 Edulcorantes no nutritivos
	A.4 Non-nutritional sweeteners

	A.4.1 Para la elaboración de leche productos edulcorados y saborizados objeto de esta norma, se permite el empleo de edulcorantes no nutritivos de conformidad con lo establecido en la NOM-086-SSA11994, citada en el apartado de referencias.
	A.4.1 For the preparation of sweetened and flavored milk products object of this Standard, the employment of non-nutritional sweeteners in conformity with that established in the NOM-086-SSA1-1994, cited in the References section. 

	A.5 Conservadores
	A.5 Preservatives

	A.5.1 Para la elaboración de leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado no se permite el empleo de conservadores; a excepción de los productos saborizados o aromatizados en los que sólo se permite la presencia de ácido sórbico, ácido benzóico o las sales de sodio o potasio de los ácidos anteriores, como efecto de la trasferencia de los ingredientes opcionales.
	A.5.1 For the preparation of milk, lacteal; formula and combined lacteal formula, the employment of preservatives is not permitted; with the exception of the flavored or aromatized products in those which only the presence of ascorbic acid, benzoic acid or the sodium or potassium salts of the preceding acids is permitted, as an effect of the transfer of the optional ingredients. 

	A.5.2 Para la elaboración de helados, sorbetes y bases para helados, se permite la presencia de conservadores como principio de transferencia de los ingredientes opcionales.
	A.5.2 For the  preparation of ice creams, sherbets and ice cream bases, the presence of preservatives is permitted as a principle of transfer of the optional agreements. 

	
	


	APENDICE NORMATIVO B
	MANDATORY APPENDIX B

	B. METODOS DE PRUEBA
	B. TEST METHODS

	Precauciones generales de seguridad.
	General safety precautions

	El analista debe consultar siempre la información respecto a la exposición y manejo seguro de los reactivos químicos especificados en estos métodos, para emplear el equipo de seguridad apropiado como bata de laboratorio, guantes de látex, anteojos de seguridad, mascarilla, etc., y trabajar cuando así se requiera bajo campana de extracción.
	The analyst must always consult the information with respect to the exposure and safe handling of the chemical reagents specified in these methods in order to employ the appropriate safety equipment such as a laboratory robe, latex gloves, safety glasses, mask, etc., and work when required under an extraction hood.

	Para la aplicación de los siguientes métodos analíticos se debe cumplir con las Buenas Prácticas de Laboratorio.
	For the application of the following analytical methods, one must comply with the Good Manufacturing Practices. 

	B.1. Recolección de la muestra
	B.1. Collection of the simple

	Utilizar un frasco estéril de vidrio o de plástico provisto de tapón de cierre hermético, libre de fenol. Se recomienda el empleo de tapones de hule. Transportar la muestra en una hielera con refrigerante para lograr una temperatura de 2ºC a 7°C; para el caso de productos congelados deben transportarse en congelación.
	Use a sterile glass or plastic flask provided with a hermetically sealed top, free of phenol. The employment of rubber tops is recommended. Transport the sample in an ice chest with a refrigerant to achieve a temperature of 2 ºC to 7 ºC; for the case of frozen products, they must be transported frozen. 

	B.2. Preparación de la muestra
	B.2. Preparation of the sample

	Antes de proceder al estudio fisicoquímico de la leche, homogeneizar la muestra por agitación e inversión repetida del recipiente que la contiene. En los casos que se observe la formación de grumos, calentar la muestra en baño de agua a temperatura aproximada de 38°C y emplear un agitador con gendarme para facilitar el desprendimiento de la crema adherida a la pared del frasco o del tapón.
	Before proceeding with the physiochemical study of milk, homogenize the sample by agitation and repeated inversion of the container that contains it. When the formation of lumps, heat the sample in a water bath at an approximate temperature of 38 ºC and employ an agitator with a safety to facilitate the release of the cream adhered to the wall of the flask or top. 

	Mantener la leche a 20°C al tomar las alícuotas necesarias para los análisis.
	Maintain the milk at 20 ºC when taking the aliquots necessary for the analysis. 

	B.3. Determinación de Inhibidores
	B.3.  Determination of Inhibitors

	B.3.1. Derivados Clorados (prueba cualitativa).
	B.3.1. Chloride derivatives (qualitative test) 

	B.3.1.1. Principio del método.
	B.3.1.1 Principle of the method. 

	Cuando la muestra es tratada con ácido, se libera el cloro presente, si este cloro se hace reaccionar con yoduro de potasio y solución de almidón se desarrolla un color azul cuya intensidad va a depender de la cantidad de cloro presente.
	When the sample is treated with acid, the chlorine present is released, it this chlorine is made to react with potassium iodide and starch solution, a blue color is developed whose intensity is going to depend on the amount of chlorine present. 


	B.3.1.2. Equipo.
	B.3.1.2. Equipment 

	B.3.1.2.1. Baño de agua a 85°C.
	B.3.1.2.1. Water bath at 85°C.

	B.3.1.3. Materiales.
	B.3.1.3. Materials.

	B.3.1.3.1. Tubos de ensaye de 16 x 150 mm, o equivalente.
	B.3.1.3.1. 16 x 150 mm test tubes , or the equivalent

	B.3.1.3.2. Pipetas graduadas de 10 mL.
	B.3.1.3.2. 10 mL graduated pipettes. 

	B.3.1.3.3. Agitadores de vidrio.
	B.3.1.3.3. Glass agitators. 

	B.3.1.3.4. Embudos de filtración.
	B.3.1.3.4. Filtration filters.

	B.3.1.3.5. Papel filtro.
	B.3.1.3.5. Paper filter. 

	B.3.1.3.6. Baño de hielo.
	B.3.1.3.6. Ice bath. 

	B.3.1.4. Reactivos.
	B.3.1.4. Reagents.

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents that are mentioned in the following must be analytical grade unless another specification is indicated and water must be understood as distilled water. 

	B.3.1.4.1. Yoduro de potasio (KI). Solución al 7%.
	B.3.1.4.1. Potassium iodide (KI). Solution at 7%.

	B.3.1.4.2. Acido clorhídrico (HCl) diluido 1:2. A 100 mL de ácido clorhídrico agregar 200 mL de agua.
	B.3.1.4.2. Hydrochloric acid (HCI) diluted 1:2. To 100 ml of hydrochloric acid add 200 ml of water. 

	B.3.1.4.3. Solución de almidón (C6H10O5)n. Suspender 1g de almidón en un poco de agua fría, homogeneizar y agregarlo a 100 mL de agua hirviendo, agitar hasta disolución completa, enfriar antes de usar. Utilizar solución recientemente preparada.
	B.3.1.4.3. Starch solution (C6H10O5)n. Suspend 1 gram of starch in a small amount of cold water, homogenize and add it to 100 mL of boiling water, agitate until complete dissolution, cool before using. Use a recently prepared solution. 

	B.3.1.5. Procedimiento.
	B.3.1.5. Procedure. 

	B.3.1.5.1. En un tubo de ensaye poner 5 mL de leche y agregarle 1,5 mL de solución de yoduro de potasio al 7%, agregar 4 mL de HCl diluido y mezclar perfectamente con una varilla de vidrio. Incluir una muestra control.
	B.3.1.5.1. In a test tube, place 5 mL of milk and add to it 1.5 mL of potassium iodide solution at 7%, add 4 mL of diluted HCL and perfectly mix it glass stirrer. Include a control sample. 

	B.3.1.5.2. Colocar los tubos en un baño de agua a 85°C y dejar reposar 10 min. Sacar los tubos, enfriarlos rápidamente y colocarlos en baño de hielo. Filtrar, recoger el filtrado en un tubo de ensaye. Agregar al filtrado 0,5 - 1,0 mL de solución de almidón.
	B.3.1.5.2. Place the tubes in a water bath at 85 ºC and allow to rest 10 minutes. Take out the tubes, cool them rapidly and place them in an ice bath. Filter, collect the filtered material in a test tube. Add to the filtered material 0.5 – 1.0 mL of starch solution. 

	B.3.1.6. Interpretación de resultados.
	B.3.1.6. Interpretation of results.

	La aparición de un color azul grisáceo que va desde el azul hasta el azul morado (de acuerdo con la concentración de cloro presente), indica la presencia de cloro.
	The appearance of a greyish blue color that goes from blue to dark blue (according to the concentration of chlorine present), indicates the presence of chlorine. 

	B.3.1.7. Expresión de resultados.
	B.3.1.7. Expression of results. 


	Prueba positiva o negativa
	Positive or negative test


	B.3.2. Sales Cuaternarias de Amonio (prueba cualitativa).
	B.3.2. Quaternary Ammonium salts (qualitative test). 

	B.3.2.1. Principio del método
	B.3.2.1. Principle of the method. 

	Cuando se hace reaccionar el ion cuaternario de amonio en medio alcalino con un indicador (anaranjado de metilo) se forma un complejo que es extraído con cloroformo, el cual en medio ácido da un color magenta.
	When the quaternary ammonium is made to react in an alkaline medium with an indicator (methyl orange), a complex is formed that is extracted with chloroform, which in an acid media gives a magenta color. 

	B.3.2.2. Materiales
	B.3.2.2. Materials. 

	B.3.2.2.1. Matraces Erlenmeyer de 125 mL.
	B.3.2.2.1. Erlenmeyer flask of 125 mL. 

	B.3.2.2.2. Mortero de porcelana de 10 cm de diámetro.
	B.3.2.2.2. Porcelain mortar of 10 cm of diameter. 

	B.3.2.2.3. Embudos de filtración.
	B.3.2.2.3. Filtration filters

	B.3.2.2.4. Tubos de ensaye.
	B.3.2.2.4. Test tubes. 

	B.3.2.2.5. Pipetas graduadas de 10 mL.
	B.3.2.2.5. 10 mL graduation pipettes.

	B.3.2.3. Reactivos.
	B.3.2.3. Reagents.

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents mentioned in the following must be analytical grade unless another specification is indicated and water is understood to be distilled water.  

	B.3.2.3.1. Anaranjado de metilo (C14H14N3NaO3S). Solución acuosa al 0,15%.
	B.3.2.1. Methyl orange (C14H14N3NaO3S). Aqueous solution at 0.15%. 

	B.3.2.3.2. Solución acuosa de hidróxido de sodio (NaOH). Disolver 66,5 g de hidróxido de sodio en 100 mL de agua.
	B.3.2.1. Aqueous solution of sodium hydroxide (NaOH). Dissolve 66.5 grams of sodium hydroxide in 100 ml of water. 

	B.3.2.3.3. Cloroformo (CHCl3).
	B.3.2.3.3. Chloroform (CHCl3).

	B.3.2.3.4. Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4).
	B.3.2.3.4. Anhydrous sodium sulfate (Na2SO4). 

	B.3.2.3.5. Acido clorhídrico (HCl) 2N.
	B.3.2.3.5. Hydrochloric acid (HCl) 2N.

	B.3.2.3.6. Cloruro de benzalconio [cloruro de n-alquil-(C12 a C18) bencildimetil amonio, con un intervalo de peso molecular de 351-380 y conteniendo cadenas de los grupos alquilo con 12 y 16 átomos de carbono], al 0,06%. Para prepararlo considerar la concentración inicial del reporte del fabricante.
	B.3.2.3.6. Benzalkonium chloride [N-Alkyl chloride (C12 to C18) ammonium benzyldimethyl, with an interval of molecular weight of 351-380 and containing chains of the alkyl groups with 12 and 16 carbon atoms] at 0.06%. In order to prepare it consider the initial concentration from the manufacturer’s report. 

	B.3.2.4. Procedimiento.
	B.3.2.4. Procedure

	B.3.2.4.1. Colocar 25 mL de leche en un matraz Erlenmeyer, agregar 0,5 mL de solución acuosa de anaranjado de metilo, 1 mL de solución acuosa de hidróxido de sodio y 20 mL de cloroformo, agitar 3 min.
	B.3.2.4.1. Place 25 mL of milk in an Erlenmeyer flask, add 0.5 mL of aqueous solution of orange methyl, 1 mL of aqueous solution of sodium hydroxide and 20 mL of chloroform, agitate 3 minutes. 

	B.3.2.4.2. Pasar la emulsión resultante a un mortero al que previamente se le han agregado 50 g de sulfato de sodio anhídro, triturar perfectamente, agregar 20 mL de cloroformo y filtrar. Al filtrado agregar 5 mL de ácido clorhídrico 2 N y agitar.
	B.3.2.4.2. Pass the resulting emulsion to a mortar to which previously has been added 5 grams of anhydrous sodium sulfate, perfectly grind, add 20 mL of chloroform and filter. To the filtered material add 5 mL of hydrochloric acid 2 N and agitate. 

	B.3.2.4.3. Preparar una solución control de color, colocando en un matraz Erlenmeyer 25 mL de leche y 0,5 mL de la solución de cloruro de benzalconio al 0,06%. Proceder igual que en la muestra.
	B.3.2.4.3. Prepare a color control solution, placing in a 25 mL Erlenmeyer flask of milk and 0.5 mL of the benzalkonium chloride solution at 0.06%. Proceed as in the simple. 

	B.3.2.5. Interpretación de resultados.
	B.3.2.5. Interpretation of results. 

	Un color magenta cereza en la capa acuosa es una prueba positiva de cantidades mayores de 1 mg/kg de sales cuaternarias de amonio.
	A magenta cherry color in the aqueous layer is a positive test of amounts greater than 1 mg/kg of ammonium quaternary salts. 

	B.3.2.6. Expresión de resultados.


	B.3.2.6. Expression of the results. 

	
	


	Prueba positiva o negativa.
	Positive or negative test


	B.3.3. Oxidante (prueba cualitativa).
	B.3.3. Oxidant (qualitative test). 

	B.3.3.1. Principio del método.
	B.3.3.1. Principle of the method. 

	Está basado en la formación de un compuesto colorido al hacer reaccionar el agente oxidante (peróxido de hidrógeno) que contenga la muestra con pentóxido de vanadio en presencia de ácido sulfúrico al 6% (v/v)
	It is based on the formation of a chloride compound to make the oxidant agent react (hydrogen peroxide) that contains the sample with vanadium pentoxide in the presence of sulfuric acid at 6% (V/v). 

	B.3.3.2. Materiales.
	B.3.3.2. Materials. 

	B.3.3.2.1. Tubos de ensaye de 15 mL.
	B.3.3.2.1. 15 mL test tubes.

	B.3.3.2.2. Pipetas graduadas de 5 y 10 mL.
	B.3.3.2.2. 5 and 10 mL graduated pipettes. 

	B.3.3.2.3. Probetas de 100 mL.
	B.3.3.2.3. 100 mL probes. 

	B.3.3.3. Reactivos.
	B.3.3.3. Reagents.

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents that in the following are mentioned must be analytical grade unless another specification is indicated and water is understood to be distilled water. 

	B.3.3.3.1. Solución de ácido sulfúrico al 6%(v/v)
	B.3.3.3.1. Sulfuric acid solution at 6% (v/v) 

	En un vaso de precipitados medir 94 mL de agua y lentamente resbalando por las paredes, adicionar 6 mL de H2SO4 concentrado.
	In a volumetric beaker, measure 94 mL of water and slowly sliding down the walls of the beaker, add 6 mL of concentrated H2SO4. 

	B.3.3.3.2. Solución de pentóxido de vanadio (V2O5).
	B.3.3.3.2. Vanadium pentoxide solution (V2O5). 

	Disolver 1 g de pentóxido de vanadio en 100 mL de ácido sulfúrico 6 + 94.
	Dissolve 1 gram of vanadium pentoxide in 100 mL of sulfuric acid 6 + 94. 

	B.3.3.4. Procedimiento.
	B.3.3.4. Procedure

	En un tubo de ensaye medir 10 mL de leche y agregarle de 0,5 a 1,0 mL del reactivo de pentóxido de vanadio.
	In a test tube measure 10 mL of milk and add to it 0.5 to 1.0 ml of reagent of vanadium pentoxide. 

	B.3.3.5. Interpretación de Resultados.
	B.3.3.5. Interpretation of Results. 

	La aparición de un color rosa o rojo, indica la presencia de peróxido de hidrógeno (oxidante).
	The appearance of a pink or red color, indicates the presence of hydrogen peroxide (oxidant). 

	B.3.3.6. Expresión de resultados.


	B.3.3.6. Expression of results. 


	Prueba positiva o negativa.
	Positive or negative test. 


	B.3.4. Determinación de Formaldehído (prueba cualitativa).
	B.3.4. Determination of formaldehyde (qualitative test). 

	B.3.4.1. Principio del método.
	B.3.4.1. Principle of the method. 

	Se basa en la reacción del formaldehído con la sal disódica del ácido cromotrópico formando una coloración de lila a púrpura.
	It is based on the reaction of the formaldehyde with disodic sallt of the chromotropic acid forming a coloration of lilac or purple

	B.3.4.2. Equipo.
	B.3.4.2. Equipment.

	B.3.4.2.1 Equipo de destilación Kjeldahl.
	B.3.4.2.1 Kjeldahl distillation equipment. 

	B.3.4.3. Materiales.
	B.3.4.3. Materials.

	B.3.4.3.1. Matraz Kjeldahl de 800 mL.
	B.3.4.3.1. Kjeldahl flask of 800 mL.

	B.3.4.3.2. Material común de laboratorio.
	B.3.4.3.2. Common laboratory material. 

	B.3.4.4. Reactivos.
	B.3.4.4. Reagents.

	Todos los reactivos deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua se entiende agua destilada.
	All the reagents must be analytical grade unless another specification is indicated and water is understood to be distilled water. 

	B.3.4.4.1. Acido fosfórico (H3PO4).
	B.3.4.4.1. Phosphoric acid (H3PO4).

	B.3.4.4.2. Sal disódica del ácido cromotrópico ( C10H8Na2O8S2).
	B.3.4.4.2. Chromotropic disodium salta cid ( C10H8Na2O8S2).

	B.3.4.4.3. Acido sulfúrico concentrado (H2SO4).
	B.3.4.4.3. Acido sulfúrico concentrado (H2SO4).

	B.3.4.4.4. Formaldehído (CH2O) al 37%, densidad = 1,08 g/L. 
	B.3.4.4.4. Formaldehído (CH2O) al 37%, densidad = 1,08 g/L.

	B.3.4.4.5. Solución de ácido sulfúrico al 72%. Verter 150 mL de ácido sulfúrico en 100 mL de agua y enfriar.
	B.3.4.4.5. Sulfuric acid solution at 72%. Pour 150 mL of sulfuric acid in 100 mL of water and cool. 

	B.3.4.4.6. Solución saturada de sal disódica del ácido cromotrópico. Disolver 500 mg de sal disódica del ácido cromotrópico en 100 mL de solución de ácido sulfúrico al 72%. Enfriar a temperatura ambiente.
	B.3.4.4.6. Saturated solution of disodium salt of chromotropic acid. Dissolve 500 mg of dissodium salt of chromotropic acid in 100 mL of sulfuric acid solution at 72%. Cool at environmental temperature. 

	B.3.4.4.7. Solución de formaldehído de 40 mg/L. Tomar 1 mL de formaldehído y aforar a 1 L con agua. 
	B.3.4.4.7. Formaldehyde solution of 40 mg/L. Take 1 mL of formaldehyde and fill to 1 Liter with water. 

	B.3.4.5. Procedimiento.
	B.3.4.5. Procedure.

	B.3.4.5.1. En el matraz de Kjeldahl tomar 100 mL de leche, adicionar 100 mL de agua y acidificar con 2 mL ácido fosfórico adicionando 1 mL de exceso. Destilar 50 mL.
	B.3.4.5.1. In the Kjeldahl flask take 100 ml of milk, add 100 ml of water and acidify with 2 ml of phosphoric acid adding 1 ml of excess. Distill 50 ml. 

	B.3.4.5.2. En un tubo de ensaye poner 1 mL del destilado y 5 mL de solución saturada de sal disódica del ácido cromotrópico, colocarlo en baño maría a ebullición durante 15 minutos. Observar durante este periodo de calentamiento.
	B.3.4.5.2. In a test tube place 1 ml of distilled material and 5 ml saturated solution of disodium salt of the chromotropic acid, place it in a water bath and boil for 15 minutes. Observe during this period of heating. 

	B.3.4.5.3. Preparar una solución control de color, colocando en un matraz Kjeldahl, 100 mL de leche y 1 mL de solución de formaldehído. Proceder como se describió en los numerales B.3.4.5.1 y B.3.4.5.2.
	B.3.4.5.3. Prepare a color control solution, placing in a Kjeldahl beaker, 100 ml of milk and 1 ml of formaldehyde solution. Proceed as described in the numbers B.3.4.5.1 and B.3.4.5.2. 

	B.3.4.6. Interpretación de resultados.
	B.3.4.6. Interpretation of the results. 

	La aparición de un color lila hasta púrpura indica la presencia de formaldehído.
	The appearance of a lilac to purple color indicates the presence of formaldehyde.

	B.3.4.7. Expresión de resultados.
	B.3.4.7. Expression of results. 


	Prueba positiva o negativa.
	Positive or negative test 


	B.3.5. Inhibidores Determinados por Pruebas Microbiológicas (residuos de antibióticos).
	B.3.5. Determined inhibitors for Microbiological Tests (antibiotic wastes). 

	B.3.5.1. Principio del método.
	B.3.5.1.  Principle of the method. 

	Las substancias inhibidoras del crecimiento bacteriano presentes en la leche, se ponen de manifiesto por halos de inhibición medibles, que se forman cuando se impregnan discos de papel filtro con la muestra y se depositan sobre la superficie de una placa de agar inoculado con esporas de B. stearothermophilus.
	The inhibitor substances of bacterial growth in milk, are revealed by halos of measurable inhibition, that are formed when filter paper disks are impregnated with the sample and are deposited on the surface of an agar plate inoculated with spores of B. stearothermophilus.

	B.3.5.2. Equipo.
	B.3.5.2. Equipment. 

	B.3.5.2.1. Autoclave.
	B.3.5.2.1. Autoclave.

	B.3.5.2.2. Centrífuga (de preferencia refrigerada).
	B.3.5.2.2. Centrífuge (preferably refrigerated).

	B.3.5.2.3. Balanza granataria, de dos platillos, sensibilidad 0,1 g y capacidad de 1000 g.
	B.3.5.2.3. Precision scale of 2 plates, with a sensitivity of 0.1 grams and capacity of 1000 grams.

	B.3.5.2.4. Balanza de precisión o analítica, turbidímetro o uso de estándares de McFarland
	B.3.5.2.4. Precision or analytical scale, turbidimeter or use of McFarland standards. 

	B.3.5.2.5. Incubadora con termostato que evite variaciones mayores a 1,0ºC.
	B.3.5.2.5. Incubator with a thermostat that avoids variations greater than 1.0 ºC. 

	B.3.5.2.6. Microscopio óptico.
	B.3.5.2.6. Optical microscope. 

	B.3.5.2.7. Nefelómetro de McFarland.
	B.3.5.2.7. McFarland Nefelometer. 

	B.3.5.2.8. Equipo para tinción de Gram y esporas.
	B.3.5.2.8. Equipment for Gram stain and spores. 

	B.3.5.3. Materiales.
	B.3.5.3. Materials.

	B.3.5.3.1. Asa y portaasa bacteriológicas.
	B.3.5.3.1. Bacteriological handle or holder.

	B.3.5.3.2. Cajas Petri de vidrio de 100 X 20 mm con tapa de porcelana vidriada en la parte exterior o su equivalente en plástico, colocando un cojinete de papel filtro en la tapa.
	B.3.5.3.2. Glass Petri dishes of 100 X 20 mm with porcelain glass cover in the external part or its equivalent in plastic, placing a paper filter under the cover.

	B.3.5.3.3. Discos de papel de 12,7 mm de diámetro gruesos, de velocidad media y con alta retención (S&S 740 E o equivalentes en poder de absorción, calidad y pureza).
	B.3.5.3.3. 12.7 mm thick diameter paper disks, of median velocity and with high retention (S&S 740 E or the equivalent in absorption power, quality and purity). 2

	B.3.5.3.4. Matraces Erlenmeyer de 250 mL.
	B.3.5.3.4. 250 mL Erlenmeyer beakers.

	B.3.5.3.5. Micultureipeta con capacidad para medir 90 L.
	B.3.5.3.5. Micultureipette with a measuring capacity of  90 L.

	B.3.5.3.6. Pinzas de disección con punta fina.
	B.3.5.3.6. Dissecting forceps with a fine point.

	B.3.5.3.7. Porta objetos y puente de tinción.
	B.3.5.3.7. Object carrier and dye bridge.

	B.3.5.3.8. Tubos de cultivo con rosca de 13 X 100 mm.
	B.3.5.3.8. 13 X 100 mm cultivation tubes with a threaded top.

	B.3.5.3.9. Vernier o medidor de halos
	B.3.5.3.9. Vernier or halo meter. 

	B.3.5.3.10. Frascos con tapón de rosca
	B.3.5.3.10. Beakers with threaded tops. 

	B.3.5.4. Reactivos.
	B.3.5.4. Reagents.

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents that in the following are mentioned must be analytical grade unless another specification is indicated and water is understood as distilled water. 

	B.3.5.4.1. Subcultivo de Geobacillus stearothermophilus ATCC10149 o Bacillus calidolactis ATCC 10149.
	B.3.5.4.1. Subculture of Geobacillus stearothermophilus ATCC10149 or Bacillus calidolactis ATCC 10149.

	B.3.5.4.2. Agar indicador PM.
	B.3.5.4.2. PM agar indicator.


	Ingredientes
	Cantidad (g)

	Extracto de carne
	3,0

	Peptona 
	5,0

	Triptona
	1,7

	Soytona
	0,3

	Dextrosa
	5,25

	Cloruro de sodio
	0,5

	K2HPO4
	0,25

	Polisorbato 80
	0,06

	Púrpura de Bromocresol 
	0,06

	Agar
	15,0


	Ingredients
	Quantity  (g)

	Meat extract
	3.0

	Peptone 
	5.0

	Tryptone 
	1.7

	Soytone 
	0.3

	Dextrose
	5.25

	Sodium chloride
	0.5

	K2HPO4
	0.25

	Polysorbate 80
	0.06

	Purple Bromocresol 
	0.06

	Agar
	15.0


	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar hasta disolución completa del agar. Ajustar el pH, si es necesario. Esterilizar a 121ºC durante 15 min.
	Dissolve the ingredients in a liter of distilled water. Heat until there is complete distillation of the agar. Adjust the pH, if necessary. Sterilize at 121 ºC for 15 minutes. 

	pH final 7,8 + 0,2. Distribuir en placas como se indica en B.3.5.5.5.
	Final pH 7.8 + 0.2. Distributed in plates as is indicated in B.3.5.5.5. 

	B.3.5.4.3. Caldo soya tripticasa (CST) sin dextrosa.
	B.3.5.4.3. Trypticase soy broth (TSB) without dextrose. 


	Ingredientes
	Cantidad (g)

	Peptona de caseína
	17,0

	Peptona de soya
	3,0

	Cloruro de sodio
	5,0

	Fosfato dipotásico
	2,5


	Ingredients
	Amount (g)

	Casein peptone
	17.0

	Soy peptone
	3.0

	Sodium chloride
	5.0

	Dipotassium phosphate
	2.5


	
	

	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Ajustar el pH. Distribuir en frascos en cantidades según se requiera. Esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 min.
	Dissolve the ingredients in a liter of distilled water. Adjust the pH. Distribute in beakers in amounts as required. Sterilize in an autoclave at 121 ºC for 15 minutes.  

	pH final 7,3 + 0,2.
	Final pH 7.3 ± 0.2. 

	B.3.5.4.4. Agar Soya Tripticasa (AST).
	B.3.5.4.4. Trypticase soy agar (TSA) 


	Ingredientes
	Cantidad (g)

	Peptona de caseína
	15,0

	Peptona de soya
	5,0

	Cloruro de sodio
	5,0

	Agar
	15,0


	Ingredients
	Amount (g)

	Casein peptone
	15.0

	Soy peptone
	5.0

	Sodium chloride
	5.0

	Agar 
	15.0


	
	

	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar hasta disolución completa de agar. Ajustar el pH, si es necesario. Esterilizar a 121ºC durante 15 min. Enfriar a 50-60ºC y distribuir a placas de Petri. pH final 7,3 + 0,2.
	Dissolve the ingredients in a liter of distilled water. Heat until there is complete dissolution of the agar. Adjust the pH, if necessary. Sterilize at 121 ºC for 15 minutes. Cool to 50-60 ºC and distribute to Petri dishes. Final pH 7.3 ± 0.2. 

	B.3.5.4.5. Penicilinasa (- lactamasa). Se pueden adquirir discos impregnados, de marca comercial que funcionan satisfactoriamente.
	B.3.5.4.5. Penicillinase (a- lactamase). Impregnated disks can be acquired, of a commercial Brand that functions satisfactorily. 

	B.3.5.4.6. Penicilina G (sustancia de referencia).
	B.3.4.5.6. Penicillin G (substance of reference). 

	B.3.5.4.7. Solución estéril de NaCI al 0,85% (m/v) (SS).
	B.3.5.4.7. Sterile solution of NaCIat 0.85% (m/v) (SS). 

	B.3.5.4.8. Solución amortiguadora de fosfatos, pH 6.
	B.3.5.4.8. Phosphate buffer solution, pH 6. 

	B.3.5.5. Procedimiento
	B.3.5.5. Procedure

	B.3.5.5.1. Preparación de la solución de trabajo de Penicilina G de referencia.
	B.3.5.5.1. Preparation of the Penicillin G work solution of reference. 

	Pesar 30 mg de Penicilina G de referencia, dentro de una atmósfera de humedad relativa menor a 50%. Disolver en solución amortiguadora de fosfatos para obtener una concentración de 100-1000 Unidades Internacionales/mL. Almacenar en la oscuridad entre 0-4,0ºC y usar dentro de los dos días siguientes a su preparación.
	Weigh 30 mg of Pneicillin G of reference, within an relatively humid atmosphere at 50%. Dissolve in a buffering solution of phosphates to obtain a concentration of 100 – 1000 International Units/mL. Store in darkness between 0 – 4.0 ºC and use within the two days following its preparation. 

	B.3.5.5.2. Preparación del inóculo
	B.3.5.5.2. Preparation of the inoculation

	B.3.5.5.2.1. Mantener el cultivo de B. stearothermophilus en medio inclinado de AST, haciendo pases semanales. A partir de este cultivo inocular de 3 a 5 placas de AST, incubar a 55ºC -64ºC de 18-24 h. Cosechar el cultivo de cada placa con 2-3 mL de SS e inocular 3 matraces conteniendo cada uno 150 mL de CST sin dextrosa. Incubar a 55 - 64 + 2ºC.
	B.3.5.5.2.1. Maintain the culture of B. stearothermophilus in an inclined TSA media, making weekly passes. From this inoculant culture of 3 to plates of TSA, incubate at 55 ºC – 64 ºC from 18 to 24 hours. Harvest the culture from each dish with 2 0 mL of SS and inoculate 3 flasks containing each one 150 mL of (Trypticase soy broth) TSB without dextrose. Incubate at 55 – 64 ± 2 ºC.

	B.3.5.5.2.2. Periódicamente hacer una observación microscópica para determinar el grado de esporulación del cultivo (aproximadamente el 80% del cultivo en 72 h, está en fase esporulada). Centrifugar las células a 5000 rpm durante 15 min.
	B.3.5.5.2.2. Periodically make a microscopic observation to determine the degree of sporulation of the culture (approximately 80% of the culture in 72 hours, is in sporulated phase). Centrifuge the cells at 5000 rpm for 15 minutes. 

	B.3.5.5.2.3. Decantar el sobrenadante y resuspender las células en SS. Repetir el lavado, suspender las células en 30 mL de SS y almacenar entre 0-4,0ºC. Esta suspensión puede mantenerse viable durante 6-8 meses. Verificar su viabilidad mediante cultivo en placas de AST.
	B.3.5.5.2.3. Decant the supernatant liquid and resuspend the cells in SS (sterile solution). Repeat the washing, suspend the cells in 30 mL of SS and store between 0-4.0 ºC. This suspension can be maintained viable for 6-8 months. Verify its viability through culture in TSA. 

	B.3.5.5.3 Solución estándar de leche.
	b.3.5.5.3 Standard milk solution

	Diluir la solución de trabajo de Penicilina G en leche libre de inhibidores para obtener una concentración de 0.008 UI/mL. Usar recientemente preparado o almacenar entre 0-4,0ºC durante no más de 2 días, también se puede distribuir en pequeños volúmenes y congelar durante un tiempo no mayor a 6 meses.
	Dilute the work solution of Penicillin G in milk free of inhibitors to obtain a concentration of 0.008 UI/mL. Use recently prepared or store between 0-4.0 ºC for no more than 2 days, it also can be distributed in small volumes and freeze for a period of time not greater than 6 months. 

	B.3.5.5.4. Control Negativo.
	B.3.5.5.4. Negative Control. 

	Leche fluida con un contenido de grasa de 0,0% a 3,8% y sólidos totales menos del 13%. Comprobar la ausencia de sustancias inhibidoras (comercialmente disponible).
	Fluid milk with a fat content of 0.0% to 3.8% and total solids less than 13%. Verify the absence of inhibitor substances (commercially available). 

	B.3.5.5.5. Preparación de las placas.
	B.3.5.5.5 Preparation of the dishes.

	B.3.5.5.5.1. Inocular el medio de agar indicador PM, fundido y enfriado a 55-64ºC con una suspensión de esporas (B.3.5.5.2.3.), en cantidad suficiente para obtener 1 X 106/mL de medio (cada laboratorio deberá ajustar el inóculo dependiendo de la concentración de esporas obtenida). De esta suspensión, pasar 7,0 mL a placas de Petri y dejar solidificar sobre una superficie nivelada.
	B.3.5.5.5.1. Innoculate the agar media PM indicator, melted and cooled at 55-64 ºC with a suspension of spores (B.3.5.5.2.3.), in a sufficient amount to obtain 1 X 106/mL of media (each laboratory must adjust the inoculant depending on the concentration of spores obtained.) From this suspension, pass 7.0 mL to Petri dishes and allow to solidify on a leveled surface. 

	B.3.5.5.5.2. Utilizar las placas recientemente preparadas o almacenar entre 0-4,0ºC en bolsas de plástico selladas e identificadas con la fecha de preparación. No usar después de 5 días a su preparación.
	B.3.5.5.2. Use the recently prepared dishes or store between 0-4.0 ºC in sealed plastic bags and identified with the date of preparation. Do not use 5 days after preparation. 

	B.3.5.5.6. Prueba Preliminar.
	B.3.5.5.6. Preliminary Test.

	B.3.5.5.6.1. Agregar 90 µL de la muestra, usando micultureipeta, asegurarse de que las puntas estén bien colocadas, en posición vertical y en el centro del disco, evitar la introducción de burbujas o colocar sobre la superficie de la muestra bien mezclada un disco de papel sostenido con las pinzas, hasta que se impregne completamente por capilaridad. Eliminar cualquier exceso de leche, tocar ligeramente la superficie interna de la tapa y colocar el disco inmediatamente sobre la placa de agar. Asegurar un completo contacto del papel filtro con el agar, presionar con las pinzas suavemente (repetir esta operación con todas las muestras).
	B.3.5.5.6.1. Add 90 µL of the sample, using micultureippete, assure that the points are well placed, in a vertical position and in the center of the disk, avoid the introduction of bubbles or place on the surface of the well mixed sample a paper disk sustained with clamps, until it is completely impregnated by capillarity. Eliminate any excess of milk, touch lightly the internal surface of the top and place the disk immediately on the agar dish. Assure a complete contact of paper filter with the agar, press gently with the clamps (repeat this operation with all the samples). 

	B.3.5.5.6.2. Colocar un disco control en el centro impregnado con el estándar de leche (0,008 UI/mL de Penicilina G). Marcar e identificar los controles y las muestras. Se recomienda no colocar más de 7 discos por placa: 6 en la orilla y uno en el centro.
	B.3.5.5.6.2. Place a control disk in the impregnated center with the milk standard (0.008 UI/mL of Penicillin G). Mark and identify the controls and the samples. It is recommended to not place more than 7 disks per dish: 6 on the edge and one in the center. 

	B.3.5.5.6.3. Verificar que todos los discos estén uniformemente absorbidos sin presentar exceso de leche y colocados en forma adecuada. Invertir las placas e incubar a 55-64ºC + 2ºC hasta que se observe una zona de inhibición bien definida (16 - 20 mm) alrededor del disco control. 
	B.3.5.5.6.3. Verify that all the disks are uniformly absorbed without presenting an excess of milk and placed adequately. Invert the dishes and incubate at 55-65 ºC ± 2 ºC until a well defined inhibition zone is observed (16 – 20 mm) around the control disk. 

	B.3.5.5.6.4. Examinar las zonas de inhibición de las muestras y medir los halos con vernier. Las zonas de inhibición < 14 mm se leen como negativo, zonas > 14 mm indican la presencia de inhibidores, lo cual deberá confirmarse.
	B.3.5.5.6.4. Examine the zones of inhibition of the samples and measure the halos with a Vernier. The inhibition zones < 14 mm are read as negative, zones > 14 mm indicate the presence of inhibitors, which must be confirmed. 

	B.3.5.5.7. Prueba Confirmatoria.
	B.3.5.5.7. Confirmatory test. 

	Calentar las muestras a 82ºC + 2 min. Enfriar rápidamente y continuar como se indica en B.3.5.5.5. Colocar también discos impregnados de penicilinasa (comerciales) o agregar 0,05 mL de penicilinasa a 5 mL de muestra e impregnar los discos.
	Heat the samples to 82 ºC ± 2 minutes. Cool rapidly and continue as indicated in B.3.5.5.5. Also place disks impregnated with penicillinase (commercial) or add 0.05 ml of penicillinase at 5 mL of sample and impregnate the disks. 

	B.3.5.5.8. Controles
	B.3.5.5.8 Controls

	B.3.5.5.8.1. Cuando se aplica este método, el analista debe estar seguro de que cualquier grado de actividad antimicrobiana detectada, proviene de la muestra y nunca de las condiciones ambientales, del equipo o reactivos usados; ni del propio analista.
	B.3.5.5.8.1. When this method is applied, the analyst must be safe from any degree of detected antimicrobial activity, comes from the sample and never the environmental conditions, of the equipment or reagents used, nor the same analyst. 

	B.3.5.5.8.2. Se requiere, por lo tanto, aplicar las buenas prácticas de laboratorio y los controles adecuados, a lo largo de todo el análisis.
	B.3.5.5.8.2. It is required, therefore, to apply the good laboratory practices and the adequate controls the length of the entire analysis. 

	B.3.5.5.8.3. El control positivo que contiene solución de referencia de Penicilina G a una concentración de 0,008 UI/mL debe producir zonas de inhibición claras y bien definidas de aproximadamente 17-20 mm de diámetro. Si éstas no se presentan, la prueba no demuestra la sensibilidad adecuada y deberá repetirse.
	B.3.5.5.8.3. The positive control that contains the solution of reference penicillin G at a concentration of 0.008 UI/mL must produce clear and well defined inhibition zones of approximately 17 – 20 mm of diameter. If they are not present, the evidence does not demonstrate adequate sensitivity and must be repeated. 

	B.3.5.5.8.4. La sensibilidad de este ensayo es normalmente > 0,008 UI/mL. El control del diluyente, siempre debe dar resultados negativos.
	B.3.5.5.8.4. The sensitivity of this test is normally ≥ 0.008 UI/mL. The control of the dilutant must always provide negative results.

	B.3.5.5.9. Precauciones al realizar la prueba.
	B.3.5.5.9. Precautions when performing the test. 

	B.3.5.5.9.1. Para colocar los discos, utilizar pinzas limpias y flameadas.
	B.3.5.5.9.1. In order to place the disks, use clean and sterile clamps. 

	B.3.5.5.9.2. Tocar con el disco la superficie de las muestras y permitir que el disco se sature por capilaridad. Las pinzas deben flamearse y enfriarse entre cada muestra.
	B.3.5.5.9.2. Touch the surface of the samples with the disk and permit the disk to be saturated by capillarity. The clamps must be sterilized and cooled between each sample. 

	B.3.5.5.9.3. Tocar la boca del recipiente con el disco, para eliminar el exceso de leche.
	B.3.5.5.9.3. Touch the mouth of the container with the disk to eliminate excess milk. 

	B.3.5.5.9.4. Colocar el disco sobre el agar a una distancia de aproximadamente 9 mm de la orilla hacia adentro y separados entre cada disco, unos 10 mm como mínimo. Presionar el disco suavemente y asegurarse de que hace contacto toda su superficie con el agar.
	B.3.5.5.9.4. Place the disk on the agar at a distance of approximately 9 mm from the edge towards the interior and separated between each disk, some 10 mm as a minimum. Press the disk gently and assure that the agar makes contact with the whole surface. 

	B.3.5.5.9.5. Aplicar el control positivo en el centro de la placa y el control negativo en cualquiera de los seis lugares de la orilla.
	B.3.5.5.9.5. Apply positive control in the center of the dish and negative control on any of the six places from the edge. 

	B.3.5.5.9.6. Incubar las placas en posición invertida, en una cámara húmeda, a la temperatura y el tiempo indicados en la metodología.
	B.3.5.5.9.6. Incubate the dishes in an inverted position, in a wet chamber at the temperature and the time indicated in the methodology. 

	B.3.5.5.10. Precauciones en el uso de la micultureipeta.
	B.3.5.5.10. Precautions in the use of the micultureipette. 

	B.3.5.5.10.1. Homogeneizar la muestra. Fijar la punta a la micultureipeta y en posición vertical oprimir el émbolo hasta el primer tope.
	B.3.5.5.10.1. Homogenize the sample. Secure the point of the micultureipette and in a vertical position, press the funnel to the first stop. 

	B.3.5.5.10.2. Introducir la punta 1 cm debajo de la superficie de la muestra. Soltar el émbolo y dejar que la punta se llene.
	B.3.5.5.10.2. Introduce the point 1 cm below the surface of the sample. Release the button and allow the point to be filled. 

	B.3.5.5.10.3. Si el émbolo se suelta rápidamente, el volumen de leche tomado no será uniforme. Si la punta no está llena en forma correcta, después de soltar el émbolo, descartar y repetir la operación.
	B.3.5.5.10.3. If the button is released rapidly, the volume of milk taken will not be uniform. If the point is not filled correctly, after releasing the button, discard and repeat the operation. 

	B.3.5.6. Interpretación de los Resultados.
	B.3.5.6. Interpretation of the Results.

	Las pruebas: preliminar y confirmatoria, pueden dar lugar a los siguientes resultados:
	The tests: preliminary and confirmatory can cause the following results: 

	B.3.5.6.1. Ausencia de zonas de inhibición en la prueba preliminar: la prueba es negativa a sustancias inhibitorias.
	B.3.5.6.1. Absence of inhibition zones in the preliminary test: the test is negative to inhibitory substances. 

	B.3.5.6.2. Zonas de inhibición alrededor de discos con muestra sin penicilinasa y ausencia de zonas de inhibición alrededor de discos tratados con penicilinasa, en prueba confirmatoria: la prueba es positiva a residuos de - lactámicos.
	B.3.5.6.2. Inhibition zones around the disks with a sample without penicillinase and absence of inhibition zones around disks treated with penicillinase, in confirmatory test: the test is positive to residues of - lactamics.

	B.3.5.6.3. Presencia de zonas de inhibición de igual tamaño en ambos discos (tratados y no tratados con penicilinasa): prueba positiva a sustancias inhibidoras diferentes a -lactámicos.
	B.3.5.6.3. Presence of inhibition zones of equal size in both disks (treated and not treated with penicillinase): positive test to inhibitor substances different from â- lactamics.

	B.3.5.6.4. Presencia de zonas de inhibición de menor tamaño (4 mm) en discos tratados con penicilinasa que los no tratados, en prueba confirmatoria: prueba positiva a residuos de -lactámicos y a otros inhibidores.
	B.3.5.6.4. Presence of inhibition zones of lesser size (4 mm) in disks treated with penicillinase than those not treated, in confirmatory test: positive test for â- lactamics residues and other inhibitors.

	B.3.5.7. Expresión de Resultados.


	B.3.5.7. Expression of Results.


	Prueba positiva o negativa.


	B.4. Determinación de Fosfatasa Residual en leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado y derivados lácteos.
	B.4. Determination of residual phosphatase in milk, lacteal formula, combined lacteal product and lacteal derivatives.

	B.4.1. Principio del método.
	B.4.1. Principle of the method.

	La muestra se incuba con fenilfosfato en solución reguladora de hidróxido de bario. Si la fosfatasa activa está presente, el fenilfosfato se hidroliza y se forma fenol.
	The sample is incubated with phenylphosphate in regulatory solution of barium hydroxide. If active phosphatase is present, the phenylphosphate hydrolizes and forms phenol. 
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	Si la leche utilizada en la elaboración del producto ha sido pasteurizada eficientemente, la fosfatasa se inactiva y no hay hidrólisis.
	If the milk used in the preparation of the product has been pasteurized efficiently, the phosphatase is inactive and there is no hydrolysis.

	El fenol formado se determina colorimétricamente haciendo reaccionar con 2,6-dibromoquinonacloroimida (B.Q.C.), obteniéndose un color azul, cuya intensidad se mide espectrofotométricamente a 610 nm.
	The phenol formed is determined calorimetrically making it react with 2 6-dibromoquinone chloramine (B.Q.C.) obtaining a blue color, whose intensity is measure spectrophotometrically at 610 nm. 

	B.4.2. Equipo.
	B.4.2. Equipment.

	B.4.2.1. Baño de agua con control de temperatura a 37-40°C.
	B.4.2.1. Water bath with temperature control at 37 – 40 ºC. 

	B.4.2.2. Parrilla de calentamiento, de control termostático.
	B.4.2.2. Hot plate, with thermostat control. 

	B.4.2.3. Espectrofotómetro de UV-Visible o fotocolorímetro disponible para utilizarse a 610 nm con celdas de 1 cm de paso óptico.
	B.4.2.3. Spectrophotometer with UV Visibility or photocolormeter available to be used at 610 nm with cells of 1 cm of optic pass. 

	B.4.2.4. Balanza analítica con una precisión de 0,1 mg.
	B.4.2.4. Analytical scale with a precision of 0.1 mg. 

	B.4.3. Materiales.
	B.4.3. Materials. 

	Todo el material de vidrio utilizado debe someterse a una temperatura entre 85-90ºC durante una hora.
	All the glass material used must be submitted to a temperature between 85-90 ºC for an hour. 

	B.4.3.1. Tubos de ensaye de 15 x 150 mm.
	B.4.3.1. 15 x 150 mm test tubes. 

	B.4.3.2. Tubos de ensaye con graduación de 0 a 10 mL.
	B.4.3.2. Test tubes with a graduation of 0 to 10 mL. 

	B.4.3.3. Pipetas graduadas en 0,1 mL de 1, 5 y 10 mL.
	B.4.3.3. Graduated pipettes in 0.1 mL of 1, 5 and 10 mL. 

	B.4.3.4. Embudos de filtración, tallo corto, de 5 cm de diámetro.
	B.4.3.4. Filtration filters, with a short stem, of 5 cm of diameter. 

	B.4.3.5. Matraces volumétricos de diferentes capacidades.
	B.4.3.5. Volumetric flasks of different capacities. 

	B.4.3.6. Papel filtro Whatman No. 42 o No. 2 o su equivalente.
	B.4.3.6. Whatman No. 42 or No. 2 paper filter or its equivalent. 

	B.4.3.7. Perilla de succión
	B.4.3.7. Suction bulb

	B.4.3.8. Material común de laboratorio.
	B.4.3.8. Common laboratory material. 

	B.4.4. Reactivos.
	B.4.4. Reagents. 

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico y libres de fenol a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents mentioned in the following must be analytical grade and free of phenol unless another specification is indicated and water is understood as distilled water. 

	B.4.41. Hidróxido de bario octahidratado [Ba(OH)2 . 8 H2O ].
	B.4.41. Barium hydroxide octahydrated [Ba(OH)2 . 8 H2O ].

	B.4.4.2. Acido bórico (H3BO3).
	B.4.4.2. Boric Acid (H3BO3).

	B.4.4.3. Metaborato de sodio (NaBO2).
	B.4.4.3. Sodium metaborate (NaBO2).

	B.4.4.4. Cloruro de sodio (NaCl).
	B.4.4.4. Sodium chloride (NaCl).

	B.4.4.5. Borato de sodio decahidratado (Na2 B4O7 . 10 H2O).
	B.4.4.5. Decahydrated sodium borate (Na2 B4O7 . 10 H2O).

	B.4.4.6. Fenilfosfato disódico (Na2C6H5PO4 )2H2O. Cristales libres de fenol. Conservar en congelación o en desecador.
	B.4.4.6. Disodium phenylphosphate (Na2C6H5PO4 )2H2O. Phenol free crystals, Keep frozen or in a dryer.  

	B.4.4.7. Alcohol butílico (C4H10O). Punto de ebullición 116-118°C.
	B.4.4.7. Butylic Alcohol (C4H10O). Boiling point 116-118°C.

	B.4.4.8. Sulfato de zinc heptahidratado (Zn SO4 . 7 H2O).
	B.4.4.8. Zinc heptahydratated Sulfate (Zn SO4 . 7 H2O).

	B.4.4.9. Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 . 5 H2O).
	B.4.4.9. Pentahydratated copper sulfate (CuSO4 . 5 H2O).

	B.4.4.10. 2,6 Dibromoquinonacloroimida (BQC) C6H2OBr2NCl.
	B.4.4.10. 2,6 Dibromoquinone chloroimide (BQC) C6H2OBr2NCl.

	B.4.4.11. Fenol (C6H6O).
	B.4.4.11. Phenol (C6H6O).

	B.4.4.12. Solución reguladora de hidróxido de bario-borato (pH 10,6 ± 0,15 a 25°C).
	B.4.4.12. Regulatory solution of barium-borate hydroxide     (pH 10.6 ± 0.15 to 25°C).

	Disolver en agua caliente 25 g de hidróxido de bario octahidratado (fresco, no deteriorado), enfriar y diluir a 500 mL. Por separado, disolver 11 g de ácido bórico y diluir a 500 mL. Calentar cada una de las soluciones a 50°C, mezclarlas, agitar y enfriar aproximadamente a 20°C. Filtrar y conservar el filtrado en recipiente perfectamente tapado y en refrigeración.
	Dissolve in hot water 25 grams of barium octahydratated hydroxide (fresh, not deteriorated), cool and dilute to 500 ml. Separately, dissolve 11 grams of boric acid and dilute to 500 mL. Heat each one of the solutions to 50 ºC, mix them, agitate and cool approximately at 20 ºC. Filter and keep the filtered material in a perfectly covered container and under refrigeration.  

	Cuando se aplique para leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, pasteurizados descremados, sin sabor, diluir 500 mL de este regulador con 500 mL de agua.
	When it applies for milk, lacteal formula and combined lacteal product, pasteurized, skim milk, without flavor, dilute 500 ml of this regulator with 500 ml of water. 

	Cuando se aplique para leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, pasteurizados con sabor, diluir esta solución reguladora con un cuarto de su volumen de agua (ejemplo 80 mL de este regulador con 20 mL de agua).
	When it applies for milk, lacteal formula and combined lacteal product, pasteurized with flavor dilute this regulator solution with a fourth of its volume of water (example 80 ml of this regulator with 20 ml of water). 

	Para leche de cabra esta solución reguladora se prepara pesando 26 g de hidróxido de bario octahidratado en lugar de 25 g.
	For goat milk this regulator solution is prepared weighing 26 grams of Barium hydroxide octahydrate in place  grams. 


	B.4.4.13. Soluciones reguladoras de trabajo con fenil fosfato disódico.
	B.4.13. Regulator work solutions with disodium phenyl phosphate.


	B.4.4.13.1. Para leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado pasteurizados.
	B.4.4.13.1. For pasteurized milk, lacteal formula and combined lacteal product.


	Disolver 0,1 g de fenil fosfato disódico en 100 mL de una mezcla de 50 mL de la solución reguladora de hidróxido de bario-borato (B.4.4.12). En caso de que el fenil fosfato disódico no esté libre de fenol debe ser purificado de la siguiente manera:
	Disolve 0.1 grams of disodium phenyl phosphate 100 ml of a mixture of 50 ml of the regulator solution of barium borate hydroxide (B.4.4.12). When the disodium phenyl phosphate is not free of phenol it must be purified in the following way: 


	Disolver 0,5 g de la sal en 4,5 mL de agua; agregar 0,5 mL de la solución reguladora de hidróxido de bario-borato (B.4.4.12.) y dos gotas de reactivo B.Q.C. (B.4.4.18); dejar en reposo 30 min. Al cabo de este tiempo agregar 2,5 mL de alcohol butílico y dejar en reposo hasta que se separe el alcohol, con objeto de eliminar el color. Eliminar el alcohol con gotero o pipeta Pasteur y descartar.
	Dissolve 0.5 grams of salt in 4.5 ml of water; add 0.5 ml of the regulator solution of barium borate hydroxide (B.4.4.12) and two drops of BQC reagent (B.4.4.18); allow to rest for 30 minutes. At the end of this time, add 2.5 ml of butyl alcohol and allow to rest until the alcohol is separated for the purpose of eliminating the color. Eliminate the alcohol with a dropper or Pasteur pipette and discard. 


	Diluir 1 mL de la solución acuosa a 100 mL con el regulador de substrato (B.4.4.12). Calentar la solución a 85°C por 2 min, tapar inmediatamente y guardar en refrigeración. Esta solución madre debe mantenerse en el refrigerador durante algunos días. Al emplearse, desarrollar el color y eliminarlo por extracción como se ha indicado anteriormente. La solución es estable por un año si se encuentra bien guardada y con mínima exposición al aire. Antes de usar, desarrollar el color y reextraer si es necesario.
	Dilute 1 ml of the aqueous solution to 100 ml with the substrate regulator (B.4.4.12). Heat the solution to 85 ºC for 2 minutes, cover immediately and keep refrigerated. This master solution must be maintained in the refrigerator for several days. When employed, develop the color and eliminate it by extraction as previously indicated. The solution is stable for a year, if it is kept well guarded and kept with a minimum exposure of air. Before using, develop the color and reextract if necessary. 


	B.4.4.13.2. Para productos con sabor.
	B.4.4.13.2. For flavored products. 


	Disolver 0,1 g de fenil fosfato disódico en 100 mL de una mezcla de 80 mL de la solución de hidróxido de bario (B.4.4.12.1) y 20 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ámbar y en refrigeración
	Dissolve 0.1 grams of disodium phenyl phosphate in 100 ml of a mixture of 80 ml of the barium hydroxide solution (B.4.4.12.1) and 20 ml of water, mix well. Conserve in an amber colored flask and under refrigeration. 

	B.4.4.13.3.Para helados y sorbetes.
	B.4.4.13.3. For ice creams and sorbets. 


	Disolver 0,1 g de fenil fosfato disódico en 80 mL de solución de borato-hidróxido de bario (B.4.4.12.) y 20 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ámbar y en refrigeración.

	Dissolve 0.1 grams of disodium phenyl phosphate in 80 ml of barium borate hydroxide (B.4.4.12.) and 20 ml of water, mix well. Keep in an amber colored flask and under refrigeration. 

	B.4.4.13.4. Para sorbetes.
	B.4.4.13.4. For sorbets. 

	Disolver 0,1 g de fenil fosfato disódico en 50 mL de solución de borato-hidróxido de bario (B.4.4.12) y 50 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ámbar y en refrigeración.

	Dissolve 0.1 grams of disodium phenyl phosphate in 50 ml of barium borate hydroxide (B.4.4.12.) and 50 ml of water, mix well. Keep in an amber colored flask and under refrigeration.

	B.4.4.13.5. Para quesos y cremas pasteurizadas.
	B.4.4.13.5. For pasteurized cheeses and creams. 

	Disolver 0,1 g de fenil fosfato disódico en 50 mL de solución de borato-hidróxido de bario (B.4.4.12) y 50 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ámbar y en refrigeración.

	Dissolve 0.1 grams of disodium phenyl phosphate in 50 ml of barium borate hydroxide (B.4.4.12.) and 50 ml of water, mix well. Keep in an amber colored flask and under refrigeration.

	B.4.4.13.6. Para mantequillas.
	B.4.4.13.6 For butters.

	Disolver 0,1 g de fenil fosfato disódico en 100 mL de solución de borato-hidróxido de bario (B.4.4.23) y 50 mL de agua, mezclar bien. Conservar en frasco color ámbar y en refrigeración.

	Dissolve 0.1 grams of disodium phenyl phosphate in 100 ml of barium borate hydroxide (B.4.4.23.) and 50 ml of water, mix well. Keep in an amber colored flask and under refrigeration.

	B.4.4.14. Solución reguladora para desarrollo de color (pH 9,8 ± 0,15 a 25°C).
	B.4.4.14. Regulator solution for developing color (pH 9.8 ± 0.15 to 25 ºC). 

	Disolver 6 g de metaborato de sodio y 20 g de cloruro de sodio en agua y diluir a un litro. Conservar en refrigeración.
	Dissolve 6 grams of sodium metaborate and 20 grams of sodium chloride in water and dilute to one liter. Keep under refrigeration. 


	B.4.4.15. Solución reguladora para dilución de color. (Para el caso que la muestra haya salido fuertemente positiva). Diluir 100 mL de la solución anterior (B.4.4.14) a un litro con agua.
	B.4.4.15. Regulator Solution for the dilution of color. (When the simple has shown “strongly positive.”) Dilute 100 ml of the preceding solution  (B.4.4.14) to a liter with water. 


	B.4.4.16. Solución reguladora patrón para calibrar el potenciómetro (0,00996 M, pH 9,18 a 25°C).
	B.4.4.16. Master regulator solution to calibrate the potentiometer (0.00996 M, pH at 25 ºC). 

	Disolver 3,80 g de borato de sodio decahidratado en agua y diluir a un litro (en ningún caso debe secarse esta sal en el horno, antes de emplearse).
	Dissolve 3.80 grams of decahydrated sodium borate in water and dilute to a liter (in no case should this salt be dried in an oven, before employing it). 


	Para evitar contaminación con CO2 mantener perfectamente tapado el recipiente o protegerlo con un tubo de cal sodada.
	In order to avoid contamination with CO2 maintain the container perfectly covered or protect it with a tube of soda lime. 


	Esta solución reguladora debe utilizarse dentro de los 10 min siguientes a su extracción del frasco.
	This regulator solution must be used within the 10 minutes following its extraction of the flask. 


	B.4.4.17. Reactivo precipitante de proteínas zinc-cobre.
	B.4.4.17. Precipitant reagent of zinc copper proteins.

	B.4.4.17.1. Para leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado pasteurizados sin sabor y sorbetes.
	B.4.4.17.1. For milk, lacteal formula or combined pasteurized lacteal product without flavoring and sorbets. 


	Disolver 3 g de sulfato de zinc heptahidratado y 0,6 g de sulfato de cobre pentahidratado en agua y diluir a 100 mL.
	Dissolve 3 grams of heptahydrated zinc sulfate and 0.6 grams of pentahydrated copper sulfate in water and dllute to 100 ml. 


	B.4.4.17.2. Para leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado, pasteurizados con sabor, helados y sorbetes.
	B.4.4.17.2. For milk, lacteal formula or combined lacteal product, pasteurized with flavor added, ice creams and sorbets. 


	Disolver 4,5 g de sulfato de zinc heptahidratado y 0,1 g de sulfato de cobre pentahidratado en agua y llevar a un volumen de 100 mL.
	Dissolve 4.5 grams of heptahydrated zinc sulfate and 0.1 grams of pentahydrated copper sulfate in water until reaching a volume of 100 ml. 

 

	B.4.4.17.3. Para quesos
	B.4.4.17.3 For cheeses.

	Disolver 6,0 g de sulfato de zinc heptahidratado en agua y diluir a 100 mL.
	Dissolve 6.0 grams of heptahydrated zinc sulfate in water and dllute to 100 ml. 


	B.4.4.17.4. Para crema pasteurizada.
	B.4.4.17.4. For pasteurized cream. 

	Disolver 3,0 g de sulfato de zinc heptahidratado y 0,6 g de sulfato de cobre pentahidratado en agua y llevar a un volumen de 100 mL.
	Dissolve 3.0 grams of heptahydrated zinc sulfate and 0.6 grams of pentahydrated copper sulfate in water until reaching a volume of 100 ml. 


	B.4.4.17.5. Para mantequillas.
	B.4.4.17.5. For butters. 

	Disolver 4,5 g de sulfato de zinc heptahidratado y 0,1 g de sulfato de cobre pentahidratado en agua y llevar a un volumen de 100 mL. En caso de que la mantequilla esté ácida, sustituir esta solución por la preparada en B.4.4.17.3.
	Dissolve 4.5 grams of heptahydrated zinc sulfate and 0.1 grams of pentahydrated copper sulfate in water until reaching a volume of 100 ml. When the butter is acid, substitute this solution for that prepared in B.4.4.17.3. 


	B.4.4.18. Solución de 2,6-dibromoquinonacloroimida (B.Q.C.) (C6H2OBr2NCl).
	B.4.4.18. Solution of 2,6-Dibromoquinone-chloroimide  (B.Q.C.) (C6H2OBr2NCl).

	Disolver 40 mg de polvo de BQC en 10 mL de alcohol etílico y conservar esta solución en frasco gotero ámbar. Guardar en refrigeración. La solución es estable durante una semana. Desechar si se torna color café.
	Dissolve 40 mg of BQC powder in 10 ml of ethyl alcohol and keep this solution in an amber drip flask. Keep under refrigeration. The Solution is stable for a week. Discard if it turns Brown. 

	Antes de usarse los nuevos frascos de BQC deberán ser comprobados preparando curvas patrón con fenol y comparados con los de la solución en buen estado; hacer esta comprobación cuando menos dos veces por año.
	Before using new flasks of BQC, they must be verified by preparing master curves with phenol and compared with those of the solution in good condition; make this verification at least two times per year. 

	B.4.4.19. Solución de sulfato de cobre para patrones al 0,05%.
	B.4.4.19. Solution of copper sulfate for employers at 0.05%. 

	Disolver 0,05 g de sulfato de cobre pentahidratado en 100 mL de agua.
	Dissolve 0.05 grams of pentahydrated copper sulfate in  100 ml of water. 


	B.4.4.20. Solución de alcohol butílico.
	B.4.4.20. Solution of butyl alcohol. 

	Para ajustar su pH, mezclar un litro de éste, con 50 mL de la solución reguladora para desarrollo de color (B.4.4.15). Conservar en frasco de tapón de vidrio esmerilado.
	In order to adjust its pH, mix a liter of it, with 50 ml of the regulator solution to develop color (B.4.4.15). Keep in a flask with a threaded glass top. 


	B.4.4.21. Solución madre de fenol de 1 mg/mL.
	B.4.4.21. Master solution of phenol of 1 mg/ml. 

	Pesar exactamente 1,0 g de fenol, transferir a un matraz volumétrico de un litro y llevar al volumen con agua. Mezclar perfectamente. Esta solución es estable durante varios meses mantenida en refrigeración.
	Weigh exactly 1.0 grams of phenol, transfer to a one liter volumetric flask until reaching a volume with water. Mix perfectly. This solution is stable for several months maintained under refrigeration. 


	B.4.4.22. Solución patrón de fenol de 10 g/mL o 10 unidades/mL (solución de trabajo).
	B.4.4.22. Master solution of phenol of 10 g/ml or 10 units /ml (work solution). 

	Diluir 10 mL de la solución madre (B.4.4.21) a un litro con agua y mezclar perfectamente.
	Dilute 10 ml of the master solution (B.4.4.21) to a liter with water and mix perfectly. 


	Para preparar soluciones patrón más diluidas, diluir 5, 10, 30 y 50 mL de esta solución en 100 mL para que respectivamente contengan 0,5; 1,0; 3,0 y 5,0 g o unidades de fenol por mL. Estas soluciones patrón mantenidas en refrigeración no se deben emplear después de una semana.
	In order to prepare more diluted master solutions, dilute 5, 10, 30 and 50 ml of this solution in 100 ml so that they respectively contain 0.5; 1.0; 3.0 and 5.0 g or units of phenol per ml. These master solutions maintained under refrigeration must not be employed after one week. 

Error! Bookmark not defined.

	De manera semejante preparar las soluciones patrón que contengan 20, 30 y 40 unidades por mL. Guardar en refrigeración y permitir que esté a la temperatura ambiente en el momento de su uso.
	Similarly, prepare the master solutions that contain 20, 30 and 40 units per ml. Keep under refrigeration and permit it to reach room temperature at the moment of its use. 


	B.4.4.23. Solución reguladora de borato-hidróxido de bario (18:8 m/v). únicamente para mantequillas.
	B.4.4.23. Regulator solution of barium borate-hydroxide (18.8 m/v). only for butters. 

	Disolver en agua caliente 18 g de hidróxido de bario octahidratado (fresco, no deteriorado) y diluir a 500 mL. Por separado, disolver 8 g de ácido bórico en agua caliente, enfriar y diluir a 500 mL. Calentar cada una de las soluciones a 50°C, mezclarlas, agitar y enfriar aproximadamente a 20°C. Filtrar y conservar el filtrado en recipiente perfectamente tapado y en refrigeración.
	Dissolve 18 grams of octahydrated barium hydroxide in hot water (fresh, not deteriorated) and dilute to 100 ml. Separately, dissolve 8 grams of boric acid in hot water, cool and dilute to 500 ml. Heat each one of the solutions to 50 ºC, mix them, agitate and cool approximately to 20 ºC. Filter and keep the filtered material in a perfectly covered container and under refrigeration. 

	B.4.4.24. Solución reguladora de sustrato (para valorar la pasteurización).
	B.4.4.24. Regulator substrate solution (to evaluate the pasteurization). 

	Disolver 0,10 g de fenilfosfato disódico en 100 mL de una mezcla de 50 mL de la solución reguladora de hidróxido de bario-borato (B.4.4.12) en 50 mL de agua. En caso de no obtener esta sal libre de fenol, debe ser purificada como sigue:
	Dissolve 0.10 grams disodium phenylphosphate in 100 ml of a mixture of 50 ml of the regulator solution of barium-borate hydroxide (B.4.4.12) in 50 ml of water. When this salt is not obtained free of phenol, it must be purified as follows: 


	Disolver 0,5 g de la sal en 4,5 mL de agua; agregar 0,5 mL de la solución reguladora de hidróxido de  bario-borato (B.4.4.12) y dos gotas de reactivo B.Q.C. (B.4.4.18); dejar en reposo 30 min. Al cabo de este tiempo agregar 2,5 mL de alcohol butílico y dejar en reposo hasta que se separe el alcohol, con objeto de eliminar el color. Eliminar el alcohol con gotero o pipeta Pasteur.
	Dissolve 0.5 grams of salt in 4.5 ml of water; add 0.5 ml of the regulator solution of barium borate hydroxide (B.4.4.12) and two drops of BQC reagent (B.4.4.18); allow to rest 30 minutes. At the end of this time, add 2.5 ml of butyl alcohol and allow to rest until the alcohol separates, for the purpose of eliminating the color. Eliminate the alcohol with a dropper or Pasteur pipette.

	Diluir 1 mL de la solución acuosa a 100 mL con el regulador de sustrato (B.4.4.12.). Calentar la solución a 85°C por 2 min, tapar inmediatamente y guardar en el refrigerador. Esta solución madre debe mantenerse en el refrigerador durante algunos días. Al emplearse, desarrollar el color y eliminarlo por extracción como se ha indicado anteriormente. La solución es estable por un año si se encuentra bien guardada y con mínima exposición al aire. Antes de usar, desarrollar el color y reextraer si es necesario.
	Dilute 1 ml of aqueous solution to 100 ml with the substrate regulator (B.4.4.12). Heat the solution to 85 ºC for 2 minutes, cover immediately and keep under refrigeration. This master solution must be maintained under refrigeration for several days. When employing it, develop the color and eliminate it by extraction as previously indicated. The solution is stable for one year if kept under good conditions and with a minimum exposure to air. Before using, develop the color and re-extract when necessary. 


	B.4.5. Procedimiento
	B.4.5. Procedure


	B.4.5.1. Preparación de la curva patrón de comparación.
	B.4.5.1. Preparation of the master comparison curve. 

	B.4.5.1.1. En series de tubos (de preferencia graduados en 5 y 10 mL), medir volúmenes adecuados de la solución patrón de trabajo, a fin de obtener un margen favorable de patrones según las necesidades. Se recomienda incluir 0,0 (testigo), 0,5; 5,0; 1,0; 3,0; 10,0; 20,0; 30,0 y 40,0 unidades. 
	B.4.5.1.1 In a series of test tubes (preferably graduated in 5 and 10 ml) measure adequate volume of the master work solution, for the purpose of obtaining a favorable margin of masters according to the necessities. It is recommended to include 0.0 (core sample), 0.5; 5.0; 1.0; 3.0; 10.0; 20.0; 30.0; and 40.0 units. 



	B.4.5.1.2. Con objeto de aumentar la intensidad del color azul y la estabilidad de los patrones agregar a cada tubo 1 mL de la solución de sulfato de cobre al 0,05% (4.4.19) y a continuación 5 mL de la solución reguladora para dilución de color (B.4.4.15). Llevar a un volumen de 10 mL con agua. Agregar 4 gotas de la solución B.Q.C. (B.4.4.18.) mezclar y dejar en reposo 30 min, a temperatura ambiente para desarrollo de color.
	B.4.5.1.2. For the purpose of increasing the intensity of the blue color and the stability of the masters add to each tube 1 ml of the copper sulfate solution to 0.05% (4.4.10) and then 5 ml of the regulator solution for dilution of the color (B.4.4.15) to reach a volume of 10 ml with water. Add 4 drops of the BQC solution (B.4.4.18.) mix and allow to rest 30 minutes, at room temperature to develop the color. 

	B.4.5.1.3. En caso de emplear el procedimiento de extracción con alcohol butílico normal, proceder como se indica más adelante.
	B.4.5.1.3. When employing the procedure of extraction with normal butyl alcohol, proceed as indicated further on. 

	B.4.5.1.4. Hacer la lectura de la intensidad del color con un espectrofotómetro a 610 nanómetros, restar el valor que alcanza la lectura del testigo a la de cada una de las soluciones patrones de fenol; finalmente construir una curva de calibración la cual debe ajustarse mediante el método de mínimos cuadrados (regresión lineal).
	B.4.5.1.4. Take the reading of the intensity of the color with a spectrophotometer at 610 nanometers, subtract the value that reaches the reading of the core sample to that of each one of the master phenol solutions; finally construct a calibration curve which must be adjusted through the method of minimum squares (lineal regression). 

	B.4.5.1.5. .Si se pretende efectuar una comparación visual de los patrones, se conservan en refrigeración y se prepara una nueva serie cada semana.
	B.4.5.1.5. If a visual comparison of the masters is intended, keep them under refrigeration and a new series is prepared each week. 

	B.4.5.1.6. Para el caso de la determinación de fosfatasa en leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado, es fundamental la homogenización antes de desarrollar la técnica. Colocar varios mililitros en un tubo de ensaye pequeño, tapar y guardar en el refrigerador; si es necesario el empleo de un conservador agregar cloroformo en concentraciones de 1-3 mL por cada 100 mL de leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado.
	B.4.5.1.6. For the case of the determination of phosphates in milk, lacteal formula or combined lacteal product, homogenization is fundamental before development the technique. Place several milliliters in a small test tube, cover and keep it under refrigeration; if  the employment of a preservative is necessary, add chloroform in concentrations of 1-3 ml for each 100 ml of milk, lacteal formula or combined lacteal product.  

	B.4.5.2. Preparación de la Muestra.
	B.4.5.2. Preparation of the sample.

	B.4.5.2.1. Leche fórmula láctea o producto lácteo combinado.
	B.4.5.2.1. Lacteal formula milk or combined lacteal product. 


	B.4.5.2.1.1. Medir con pipeta 1 mL de muestra preparada de leche en 2 o 3 tubos (se necesita un tubo como testigo y se recomienda preparar dos o más tubos para determinaciones por duplicado); en caso de la leche de cabra emplear 3,0 mL de la muestra.
	B.4.5.2.1.1. Measure 1 ml with a pipette of prepared milk sample in 2 or 3 tubes (a  tube as a core sample is needed and it is recommended to prepare two or more tubes for determinations in duplicate); when goat milk is employed 3.0 ml of the sample. 


	B.4.5.2.1.2. Agregar a cada tubo 10 mL de la solución reguladora de trabajo con fenil fosfato disódico (B.4.4.13.1.) o para las determinaciones cuantitativas en leche cruda; tapar los tubos y mezclar (pH 10,0 ± 0,15).
	B.4.5.2.1.2. Add 10 ml of the regulator solution to each work tube with disodium phenol phosphate (B.4.4.13.1) or for the quantitative determinations in raw milk; cover the tubes and mix (pH 10.0 ± 0.15). 

	B.4.5.2.1.3. Calentar el tubo testigo en un baño de agua a ebullición cubierto durante 1 min (la temperatura interna del tubo debe estar entre 85-90°C). Dejar enfriar a temperatura ambiente y mezclar de nuevo con el agitador.
	B.4.5.2.1.3. Heat the core sample in a boiling water bath covered for 1 minute (the internal temperature of the tube must be between 85 – 90 ºC ). Allow to cool to room temperature and mix again with the agitator. 

	B.4.5.2.2. Productos saborizados, helados y sorbetes.
	B.4.5.2.2. Flavored products, ice creams and sorbets. 

	B.4.5.2.2.1. Pesar 1,0 g de muestra (de preferencia por duplicado), colocar en un tubo (si la muestra es pegajosa, pesar en papel encerado de 2,5 x 2,5 cm e insertar el papel con la muestra dentro del tubo). De la misma forma pesar otra cantidad igual que servirá de muestra testigo.
	B.4.5.2.2.1. Weigh 1.0 of sample (preferably in duplicate) weigh in a tube (if the sample is sticky, weigh in wax paper of 2.5 x 2.5 cm and insert the paper with the sample within the tube. In the same way, weigh another equal amount that will serve as core sample. 

	B.4.5.2.2.2. Calentar el tubo testigo en un baño de agua a ebullición cubierto durante 1 min (la temperatura interna del tubo debe estar entre 85-90°C). Dejar enfriar a temperatura ambiente y mezclar de nuevo con el agitador.
	B.4.5.2.2.2. Heat the core sample test tube in a boiling water bath covered for 1 minute (the internal temperature of the tube must be between 85 – 90 ºC). Allow to cool to room temperature and mix again with the agitator. 

	B.4.5.2.2.3. Agregar a los tubos con muestra 1 mL de la solución reguladora de trabajo correspondiente (B.4.4.13.), mezclar con el agitador de vidrio. A partir de esta etapa manejar de igual forma el testigo y las muestras.
	B.4.5.2.2.3. Add 1 ml of the regulator work solution to the corresponding tubes (B.4.4.13.) mix with the glass agitator. After this stage handle the core sample the same and the samples.

	B.4.5.2.2.4. Agregar 10 mL de la solución reguladora correspondiente:
	B.4.5.2.2.4. Add 10 ml of the corresponding regulator solution. 

	Para productos saborizados (B.4.4.13.2).
	For flavored products (B.4.4.13.2). 

	Para helados y sorbetes (B.4.4.13.3).
	For ice creams and sorbets (B.4.4.13.3). 

	Para sorbetes (B.4.4.13.4).
	For sorbets (B.4.4.13.4). 

	B.4.5.2.3. Mantequilla.
	B.4.5.2.3. Butter. 

	B.4.5.2.3.1. Pesar 1,0 g de muestra (de preferencia por duplicado) en piezas de papel encerado de 2,5 cm, insertar el papel con la muestra dentro de un tubo de ensaye. De la misma forma pesar otra cantidad de muestra que servirá de testigo.
	8.4.5.2.3.1. Weigh 1.0 of sample (preferably in duplicate) in pieces of wax paper of 2.5 cm, insert the paper with the sample in the test tube. In the same way, weigh another equal amount that will serve as core sample. 

	B.4.5.2.3.2. Calentar el tubo con la muestra testigo en un baño de agua a ebullición y cubierto, durante un minuto (la temperatura interna del tubo debe estar entre 85 y 90°C), y dejar enfriar a temperatura ambiente. A partir de esta etapa manejar de igual manera el testigo y las muestras.
	B.4.5.2.3.2. Heat the tube with the core sample in a boiling water bath covered for 1 minute (the internal temperature of the tube must be between 85 – 90 ºC), and allow to cool to room temperature and mix again with the agitator. After this stage handle the core sample and samples the same way. 

	Agregar a cada tubo 10 mL de la solución reguladora de trabajo (B.4.4.13.6), tapar los tubos y mezclar.
	Add to each 10 ml tube of the regulator work solution (B.4.4.13.6), cover the tubes and mix. 

	B.4.5.2.4. Quesos y crema pasteurizada.
	B.4.5.2.4. Pasteurized cheeses and cream

	B.4.5.2.4.1. Pesar 0,5 g de queso o 1,0 g de crema (de preferencia por duplicado), colocar en tubo (si la muestra es pegajosa, pesar en papel encerado de 2,5 x 2,5 cm e insertar el papel con la muestra dentro del tubo). De la misma forma, pesar otra cantidad de la muestra que servirá como testigo.
	B.4.5.2.4.1. Weigh 0.5 grams of chees or 1.0 grams of cream (preferably in duplicate) place in a tube (if the sample is sticky, weigh in wax paper of 2.5 x 2.5 cm and insert the paper with the sample within the tube). In the same way, weigh another amount of the sample that will serve as core sample. 

	B.4.5.2.4.2. Agregar al tubo que contiene la muestra testigo 1 mL de solución reguladora de borato-hidróxido de bario. Calentar en un baño a ebullición y cubierto, durante un minuto.
	B.4.5.2.4.2. Add 1 ml of regulator solution of barium hydroxide borate to the tube that contains the core sample. Heat in a boiling water bath and covered, for one minute. 

	B.4.5.2.4.3. Agregar a los tubos con muestra, 10 mL de la solución reguladora de trabajo correspondiente (B.4.4.13.7), mezclar con el agitador de vidrio. A partir de esta etapa manejar de igual forma que el testigo y las muestras (excepto para crema vieja o ligeramente agria en donde se agregan 7 mL de la solución reguladora de trabajo y 2 mL de agua) para hacer un volumen total de 10 mL.
	B.4.5.2.4.3. Add 10 ml of the corresponding regulator work solution to the sample tubes (B.4.4.13.7) mix with the glass blender. After this stage handled the core sample and the samples in the same way (except for old cream or lightly bitter where 7 ml of the regulator work solution and 2 ml of water is added) to make a total volume of 10 ml. 

	B.4.5.2.4.4. Mezclar (el agitador de vidrio puede quedarse durante la incubación o retirarse en este paso). Si se retira, enrollar una pieza de 2,5 x 2,5 cm de papel filtro apretado alrededor del agitador y secarlo por rotación mientras se retira el tubo. Introducir el papel en el tubo. 
	B.4.5.2.4.4. Mix (the glass blender can remain during the incubation or be withdrawn in this step). If it is withdrawn, roll a piece of 2.5 x 2.5 cm of paper filter tightened around the blender and dry it by rotation while the tube is withdrawn. Introduce the paper in the tube.

	Nota: La temperatura interna del tubo que contiene la muestra testigo que debe estar entre 85-90°C, es controlada con un termómetro sumergido en un tubo de tamaño y volumen igual al de las pruebas.
	Note: The internal temperature of the tube that contains the core sample that must be between 85-90 ºC is controlled with a thermometer submerged in a tube of size and volume equal to that of the tests. 

	B.4.5.3. Determinación de Fosfatasa Residual (Esta parte del procedimiento es común a todos los derivados lácteos).
	B.4.5.3. Determination of residual phosphatase (This part of the procedure is common to all the lacteal derivatives). 

	B.4.5.3.1. Inmediatamente después de agregar la solución de substrato, incubar los tubos en baño de agua durante una hora a 37-38°C agitando ocasionalmente durante este tiempo. Trasladar los tubos a un recipiente con agua a ebullición durante 1 min. Dejar enfriar los tubos a la temperatura ambiente por inmersión en un recipiente de agua fría.    
	B.4.5.3.1. Immediately after adding the substratum solution, incubate the tubes in a water bath for an hour at 37 – 38 ºC agitating occasionally for this time. Transfer the tubes to a container with boiling water for 1 minute. Allow the tubes to cool to room temperature by immersion in a container of cold water. 

	B.4.5.3.2. Agregar con una pipeta 1 mL de la solución precipitante de proteínas zinc-cobre correspondiente (B.4.4.17) a los tubos de la siguiente manera:   
	B.4.5.3.2. Add with a 1 ml pipette of the precipitant solution of the corresponding zinc-copper proteins (B.4.4.17) to the tubes in the following manner: 

	a) Para leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado, sin sabor y sorbetes adicionar la solución (B.4.4.17.1).
	a) For milk, lacteal formula or combined lacteal product, without flavor and sorbets add the solution (B.4.4.17.1). 

	b) Para leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado, pasteurizados con sabor, helados y sorbetes, adicionar la solución (B.4.4.17.2).
	b) For milk, lacteal formula or combined lacteal product, pasteurized without flavor, ice creams and sorbets, add the solution (B.4.4.17.2). 

	c) Para quesos adicionar la solución (B.4.4.17.3).
	c) For cheeses add the solution (B.4.4.17.3). 

	d) Para cremas adicionar la solución (B.4.4.17.4).
	d) For creams add the solution (B.4.4.17.4). 

	e) Para mantequillas adicionar la solución (B.4.4.17.5).
	e) For butters add the solution (B.4.4.17.5). 

	B.4.5.3.3. Mezclar perfectamente el contenido de los tubos. El pH de la mezcla debe estar entre 9,0-9,1; filtrar (empleando embudos de 5 cm de diámetro y papel filtro No. 42 de 9 cm de diámetro o bien el No. 2 o su equivalente). Recoger 5 mL del filtrado en un tubo, de preferencia graduado en 5 y 10 mL.
	B.4.5.3.3. Mix perfectly the content of the tubes. The pH of the mixture must be between 9.0 – 9.1; filter (employing funnels 5 cm in diameter and paper filter No. 42 of 9 cm in diameter or the No. 2 or its equivalent). Collect 5 ml of the filtered material in a tube, preferably graduated in 5 and 10 ml. 

	B.4.5.3.4. Agregar 5 mL de solución reguladora para desarrollo de color (B.4.4.14). El pH de la mezcla debe estar entre 9,3-9,4.
	B.4.5.3.4. Add 5 ml of regulator solution for developing color (B.4.4.14). The pH of the mixture must be between 9.3 – 9.4.

	B.4.5.3.5 Agregar 4 gotas del reactivo B.Q.C. (B.4.4.18), mezclar y dejar a temperatura ambiente durante 30 min para desarrollo de color. En los casos en que se investigue pasteurización deficiente se agregan 2 gotas del reactivo de B.Q.C.
	B.4.5.3.5 Add 4 drops of the BQC reagent (B.4.4.18) mix and allow the environmental temperature to cool for 30 minutes for development of color. In the cases in which deficient pasteurization is investigated, add 2 drops of BQC reagent. 

	B.4.5.3.6. Determinar la Intensidad del color azul con cualquiera de los siguientes métodos:
	B.4.5.3.6. Determine the Intensity of the blue color with any of the following methods: 

	a) Método espectrofotométrico.
	a) Spectrophotometric method. 

	Leer las intensidades de color del tubo testigo y de las muestras a 610 nm, restar la lectura del testigo de la lectura del tubo de la muestra y convertir el resultado a unidades de fenol, utilizando la curva patrón (B.4.5.1).
	Read the intensities of color from the core sample tube and the samples at 610 nm, subtract the reading of the core sample from the reading of the sample tube and convert the result of the phenol units, using the master curve (B.4.5.1). 

	Ordinariamente se hace innecesaria la extracción con alcohol butílico cuando se emplea el espectrofotómetro. En los casos en que se emplee la extracción con este alcohol, purificar el reactivo como se señala en la valoración de la pasteurización (B.4.4.13.1), centrifugar la muestra durante 5 min a fin de romper la emulsión y remover el agua suspendida en la capa alcohólica. Después de centrifugar, con una pipeta capilar provista de bulbo de hule, separar todo el alcohol butílico. Filtrar y recoger el filtrado en la celda del espectrofotómetro y leer a 610 nm.
	Ordinarily the extraction with butyl alcohol is unnecessary when the spectrophotometer is employed. In the cases, in which the extraction is employed with this alcohol, purify the reagent as stipulated in the valuation of the pasteurization (B.4.4.13.1), centrifuge the sample for 5 minutes for the purpose of breaking the emulsion and removed the water suspended in the alcoholic layer. After centrifuging, separate all the butyl alcohol with a capillary pipette provided with a rubber bulb. Filter and collect the filtered material in the spectrophotometer cell and read at 610 nm. 

	b) Método visual con escala de patrones.
	b) Visual method with a master scale. 

	Comparar los colores de las muestras que dan más de 5 unidades con los tubos de color que contienen patrones de fenol (B.4.5.1).
	Compare the colors of the samples that give more than 5 units with the tubes of color that contain phenol masters (B.4.5.1). 

	Para obtener resultados cuantitativos en aquellos casos en que haya variaciones entre 0,5 y 5 unidades de color, hacer la extracción con alcohol butílico, agregando 5 mL de alcohol e invirtiendo lentamente varias veces; centrifugar como se señala en el método anterior, si fuera necesario, para aumentar la claridad de la capa alcohólica y comparar el color con los patrones tratados en igual forma.
	In order to obtain the quantitative results in those cases in which there are variations between 0.5 and 5 units of color, make the extraction with butyl alcohol adding 5 ml  of alcohol and inverting slowly several times; centrifuge as stipulated in the preceding method, if necessary, in order to increase the clarity of the alcoholic layer and also compare the color with the treated masters. 

	En aquellas pruebas en las que durante el desarrollo de color se obtengan resultados fuertemente positivos (por ejemplo con 20 unidades o más) y en las cuales no sean suficientes 4 gotas del reactivo de B.Q.C. (B.4.4.18) para reaccionar con todo el fenol, hacer diluciones colocando nuevos tubos con volúmenes conocidos que se diluyen a 10 mL con la solución reguladora de dilución de color (B.4.4.15) y agregar 2 o más gotas del reactivo B.Q.C. En cada una de estas pruebas diluir el testigo y tratarlo directamente.
	In those tests in which during the development of the color strongly positive results are obtained (for example with 20 units or more) and in which 4 drops of BQC reagent is not sufficient (B.4.4.18) in order to react with all the phenol, make dilutions placing new tubes with known volumes that are diluted to 10 ml with the regulator solution of color (B.4.4.15) and add 2 or more drops with BQC reagent. In each one of these tests dilute the core sample and treat it directly. 

	De la misma manera en aquellos casos en los que estas nuevas diluciones produzcan nuevamente reacciones fuertemente positivas, todavía será necesario volver a preparar otras diluciones más, hasta que el color quede comprendido entre los de la escala o de la curva del espectrofotómetro.
	Likewise, in those cases in which these new dilutions again strongly positive reactions, it will still be necessary to again prepare additional dilutions, until the color remains included between those of the scale or the curve of the spectrophotometer.  

	Para hacer la lectura final, dejar transcurrir 30 min a partir del momento de la adición del reactivo B.Q.C a fin de que se desarrolle totalmente su color. Multiplicar las lecturas de las diluciones por el factor de dilución por 2 en el caso de haber diluido 5 mL; por 10, para aquella dilución inicial 1+9 mL y por 50, en caso de una dilución inicial 1+9 mL, seguida de otra de 2+ 8 mL.
	In order to make the final reading, allow 30 minutes to pass from the moment of the addition of the BQC reagent for the purpose of totally developing its color. Multiply the readings of the dilutions by the factor of dilution by 2 in the case of having diluted 5 ml; by 10, for that initial dilution 1 + 9 ml and by 50, in case of an initial dilution of 1 + 9 ml, followed by another 2 + 8 ml. 

	B.4.6. Cálculos.
	B.4.6. Calculations.

	B.4.6.1. Para leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado, pasteurizados u otros productos lácteos donde se mide 1 mL de muestra líquida y se adicionan 11 mL de los reactivos (el volumen total del líquido es de 12 mL) y se emplean 5 mL del filtrado.
	B.4.6.1. For milk, lacteal formula or combined lacteal product, pasteurized or other lacteal products Where 1 ml of liquid sample is measured and 11 ml are added of the reagents (the total volume of the liquid is 12 ml) and 5 ml of the filtered material are employed. 

	U. de Fenol/mL = C x 2,4
	U. of phenol/ml = C x 2.4

	B.4.6.2. Para productos saborizados, helados y sorbetes donde se pesan 1 g de la muestra y se agregan 11 mL de los reactivos (el volumen total del líquido es de 12 mL) y se emplean 5 mL del filtrado.
	B.4.6.2. For flavored products, ice creams and sorbets where 1 gram of the sample is weighed and 11 ml of the reagents are added (the total volume of the liquid is 12 ml) and 5 ml of the filtered material are employed. 

	U. de Fenol/g = C x 2,2
	Units of phenol/g = C x 2.2.

	donde:
	Where: 

	C = concentración de la muestra obtenida de la gráfica de la curva patrón en unidades fenol/mL.
	C = concentration of the sample obtained from the master graph curve in units of phenol/ml. 

	2,2 y 2,4 = Factores de dilución.
	2.2 and 2.4 = dilution factors. 

	B.4.6.3. Para mantequilla y crema donde se pesa 1 g de la muestra y se adicionan 11 mL de los reactivos (el volumen total del líquido es de 12 mL) y se emplean 5 mL del filtrado.
	B.4.6.3. For butter and cream where 1 gram of the sample is weighed and 11 ml are added of the reagents (the total volume of the liquid is 12 ml) and 5 ml of the filtered material is employed. 

	U. de Fenol/ g = C x 2.4
	Units of phenol/grams = C x 2.4

	B.4.6.4. Para queso donde se pesa 0,5 g de muestra y se agregan 11 mL de los reactivos (el volumen total del líquido es de 12 mL) y se emplean 5 mL del filtrado.
	B.4.6.4. For cheese where 0.5 grams is weighed of sample and 11 ml of the reagents are added (the total volume of the liquid is 12 ml) and 5 ml of the filtered material are employed. 

	U. de Fenol/g = C x 4,4
	Units of phenol/ grams = C x 4.4

	donde:
	Where: 

	C = concentración de la muestra obtenida de la gráfica de la curva patrón en unidades fenol/mL.
	C = concentration of the sample obtained from the graph curve in units of phenol/ml. 

	2.2. y 4.4.= Factores de dilución con respecto a los diferentes productos.
	2.2 and 4.4 = Factors of dilution with respect to the different products. 

	B.4.7. Expresión de resultados.


	B.4.7. Expression of results. 


	Unidades de fenol / mL o g.


	Units of phenol / mL or g.


	
	

	B.5. Determinación de Materia Extraña en leche, fórmula láctea, producto lácteo combinado, dulces de leche, helados, mantequilla y cremas.
	B.5. Determination of Foreign Matter in milk, lacteal formula or combined lacteal product, milk candy, ice creams, butter and creams. 

	B.5.1. Principio del método.
	B.5.1. Principle of the method.

	Los insectos enteros, fragmentos de los mismos, pelos de roedor o alguna materia extraña se separan de la muestra por filtración para su identificación al microscopio.
	The entire insects, fragments of the same, rodent hairs or some foreign matter are separated from the sample by filtration for its identification under the microscope. 

	B.5.2. Equipo
	B.5.2. Equipment

	B.5.2.1. Balanza analítica con 0,1 mg de sensibilidad.
	B.5.2.1. Analytical Scale with 0.1 mg of sensitivity. 

	B.5.2.2. Equipo de filtración al vacío.
	B.5.2.2. Vacuum filtration equipment. 

	B.5.2.3. Microscopio binocular estereoscopio con objetivos que pueden ser de 3, 6, 7 y 10 X, oculares apareados de amplio campo visual de 10, 30 y 100 X, respectivamente.
	B.6.2.3. Steroscopic binocular microscope with objectives that can be of 3, 6, 7 and 10 X, paired lenses of ample visual field of 10, 30 and 100 x, respectively. 

	B.5.2.4. Lámpara para el microscopio o luz natural equivalente.
	B.5.2.4. Lamp for the microscope or equivalent natural light. 

	B.5.3. Materiales.
	B.5.3. Materials. 

	B.5.3.1. Embudo Büchner.
	B.5.3.1. Buchner Funel.

	B.5.3.2. Matraz Kitazato.
	B.5.3.2. Kitazato flask. 

	B.5.3.3. Vasos de precipitados de 1000 mL
	B.5.3.3. Precipitate flasks of 1000 ml. 

	B.5.3.4. Caja Petri.
	B.5.3.4. Petri dish.

	B.5.3.5. Papel de filtración rápida para conteo con líneas paralelas de aproximadamente 5 mm de separación.
	B.5.3.5. Rapid filtration paper for counting with parallel lines of approximately 5 mm of separation. 

	B.5.3.6. Material común de laboratorio.
	B.5.3.6. Common laboratory material. 

	B.5.4. Reactivos.
	B.5.4. Reagents. 

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents that are mentioned in the following must be analytical grade unless another specification is indicated and water must be understood as distilled water. 

	B.5.4.1. Mezcla de glicerina:etanol 1:3 (v/v) (opcional).
	B.5.4.1. Mixture of glycerine: ethanol 1:3 (v/v) (optional). 

	B.5.5. Procedimiento.
	B.5.5. Procedure. 

	B.5.5.1. Preparación de la muestra.
	B.5.5.1. Preparation of the sample. 

	B.5.5.1.1. Productos líquidos.
	B.5.5.1.1. Liquid products. 

	Mezclar bien todo el contenido de la muestra.
	Mix all the contents of the sample well. 

	B.5.5.1.2. Productos deshidratados.
	B.5.5.1.2. Dehydrated products. 

	Pesar por duplicado 50 g de leche descremada o 65 g de leche entera y reconstituir ajustando el volumen a 500 mL con agua a 40ºC.
	Weigh in duplicate 50 grams of skim milk or 65 grams of whole milk and reconstitute adjusting the volume at 500 ml with water at 40 ºC.

	B.5.5.2. Determinación.
	B.5.5.2. Determination.

	B.5.5.2.1. Filtrar toda la muestra sobre un embudo de succión preparado con papel filtro para conteo, tratando de vertirlo uniformemente.
	B.5.5.2.1. Filter the entire sample over a suction filter prepared with a paper filter for counting, trying to pour it uniformly. 

	B.5.5.2.2. Durante la filtración lavar continuamente el papel filtro con agua a 80ºC aproximadamente, para evitar la acumulación de partículas que tapen los poros del papel.
	B.5.5.2.2. During the filtration wash paper filter continuously the with water at 80 ºC approximately in order to avoid the accumulation of particles that cover the pores of the paper. 

	B.5.5.2.3. Pasar el papel filtro a una caja Petri y humedecerla con la mezcla glicerina-etanol (opcional). Examinar al microscopio utilizando una luz suficientemente fuerte que muestre los detalles en el papel filtro.
	B.5.5.2.3. Pass the paper filter to a Petri dish and moisten it with the glycerine-ethanol mixture (optional). Examine the microscope using a sufficiently strong light that shows the detailed in the paper filter. 

	B.5.5.2.4. Contar con una aguja de disección sobre toda la superficie del papel, línea por línea y explorar cada pieza del material dado que algunos fragmentos son irreconocibles a menos que se muevan.
	B.5.5.2.4. Have a dissection needle over all the surface of the paper, line by line and explore each piece of said material that some fragments are unrecognizable under they are moved. 

	B.5.6 Expresión de resultados.
	B.5.6 Expression of results.

	B.5.6.1. Productos deshidratados.


	B.5.6.1. Dehydrated products. 


	Presencia o ausencia de insectos enteros, fragmentos de insectos, pelos de roedor y cualquier materia extraña que se encuentre en 50 g o 65 g de muestra.
	Presence or absence of whole insects, fragments of insects, rodent hairs and any foreign matter that is found in 50 grams or 65 grams of sample. 


	B.5.6.2. Productos líquidos.
	B.5.6.3. Liquid products. 


	Presencia o ausencia de insectos enteros, fragmentos de insectos, pelos de roedor y cualquier materia extraña que se encuentre en la cantidad de mL que contenga el envase analizado.
	Presence or absence of whole insects, fragments of insects, rodent hairs and any foreign matter that is found in the amount of ml that the analyzed container contains. 


	B.6. Determinación de materia extraña en quesos. Método de filtración.
	B.6. Determination of foreign matter in cheeses. Filtration method. 

	B.6.1. Principio del método.
	B.6.1. Principle of the method. 

	La materia extraña debe separarse por sedimentación y posteriormente filtrarse para su observación al microscopio.
	The foreign matter must be separated by sedimentation and then be filtered for its observation under the microscope. 

	B.6.2. Equipo
	B.6.2. Equipment

	B.6.2.1. Parrilla de calentamiento con agitación magnética.
	B.6.2.1. Hot plate with magnetic agitation. 

	B.6.2.2. Equipo de filtración al vacío.
	B.6.2.2. Filtration equipment under vacuum. 

	B.6.2.3. Microscopio binocular estereoscópico con objetivo que pueden ser de 3,6,7 y 10x y oculares apareados de amplio campo visual de 10, 30 y 100 x respectivamente.
	B.6.2.3. Steroscopic binocular microscopre with an objective that can be 3, 6, 7 and 10 X paired lenses of ample visual field of 10, 30, and 100 x respectively. 

	B.6.3. Materiales
	B.6.3. Materials.

	B.6.3.1. Cuchillo
	B.6.3.1. Knife. 

	B.6.3.2. Vaso de precipitados de 2 L
	B.6.3.2. Precipitate 2 L flask.

	B.6.3.3. Termómetro graduado de 0°C a 100°C
	B.6.3.3. Graduated thermometer of 0 ºC to 100 ºC 

	B.6.3.4. Embudo Buchner
	B.6.3.4. Buchner Funnel.

	B.6.3.5. Matraz Kitasato de 1 L
	B.6.3.5. 1 L Kitasato flask

	B.6.3.6. Papel filtro Whatman # 1 de diámetro igual al tamaño del embudo
	B.6.3.6. Whatman # 1 paper filter with a diameter equal to the size of the funnel. 

	B.6.3.7 Barra magnética
	B.6.3.7 Magnetic bar

	B.6.3.8. Material común de laboratorio
	B.6.3.8. Common laboratory material

	B.6.4. Reactivos.
	B.6.4. Reagents.

	Todos los reactivos deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua se entiende agua destilada.
	All the reagents must be analytical grade unless another specification is indicated and water is understood to be distilled water. 

	B.6.4.1. Acido fosfórico 1:40 (H3PO4).
	B.6.4.1. Phosphoric acid 1:40 (H3PO4).

	Mezclar un volumen de ácido fosfórico en 40 volúmenes de agua.
	Mix a volume of phosphoric acid in 40 volumes of water. 

	B.6.4..2. Solución de hidróxido de sodio al 5% (Na OH).
	B.6.4..2. Sodium hydroxide solution 5% (Na OH).

	Disolver 5 gramos de hidróxido de sodio en agua y diluir a 100 mL.
	Dissolve 5 grams of sodium hydroxide in water and dilute to 100 ml. 

	B.6.4.2. Etanol (C2H5O)
	B.6.4.2. Ethanol (C2H5O)

	B.6.5. Procedimiento.
	B.6.5. Procedure.

	B.6.5.1. Cortar 50 g del producto en cubos, de aproximadamente 6 mm y pasarlos a un vaso de 2 L, adicionar de 800 a 1000 mL de solución hirviente de ácido fosfórico (1:40) y con un agitador magnético, agitar continuamente a baja velocidad aproximadamente 20 min. o hasta que la muestra se haya dispersado.
	B.6.5.1. Cut 50 grams of the product in cubes, of approximately 6 mm and pass them to a 2 liter flask, add from 800 to 1000 ml of boiling solution of phosphoric acid (1:40) and with a magnetic agitator, agitate continuously at low speed approximately 20 minutes or until the sample has been dispersed. 

	B.6.5.2. Filtrar sin permitir que la muestra se acumule en el papel y para evitar que el filtro se obstruya lavar continuamente con porciones de agua casi a ebullición. En caso de obstrucción agregar al agua de lavado, una solución alcalina diluida (Hidróxido de sodio al 5% o ácido fosfórico 1:40 o alcohol caliente), hasta que el filtro quede limpio, entonces adicionar la muestra en suspensión remanente en el vaso y agua. Examinar el papel filtro al microscopio.
	B.6.5.2. Filter without permitting that the sample is accumulated on the paper and to avoid the filter becoming obstructed, wash continuously with portions of water almost boiling. In the case of obstruction add to the wash water, a diluted alkaline solution (Sodium hydroxide to 5% or phosphoric acid 1:40 or hot alcohol), until the filter remains clean, then add the remaining sample in suspension in the container and water. Examine the filter paper under the microscope. 

	B.6.6. Informe de la Prueba.
	B.6.6. Report of the Test. 

	Presencia o ausencia de insectos enteros, fragmentos de insectos, pelos de roedor, excretas o cualquier materia extraña en 50 g de producto.
	Presence or absence of whole insects, fragments of insects, rodent hairs, excreta or any foreign matter in 50 grams of product. 

	B.7. Determinación de Arsénico, Plomo, Mercurio y Estaño.
	B.7. Determination of Arsenic, Lead, Mercury and Tin. 

	B.7.1. Fundamento
	B.7.1. Basis

	El método de absorción atómica se basa en hacer pasar un haz de luz monocromática de una frecuencia tal que puede ser absorbido por el analito que se encuentra presente en forma de vapor atómico. La medida de intensidad luminosa antes y después de su paso por el vapor atómico permite determinar el por ciento de absorción.
	The atomic absorption method is based on passing a beam of monochromatic with a frequency such that it can be absorbed by the analyte that is found present in an atomic vapor. The measurement of luminous intensity before and after its passage through the atomic vapor permits determining the percentage of absorption. 

	La cantidad de absorción aumenta con la concentración de átomos en el medio absorbente, es decir, la media de la absorción aumenta con la concentración del elemento de la muestra, ya sea que esté en su condición original o sujeta a pretratamiento.
	The amount of absorption increases with the concentration of atoms in the absorbent media, that is to say, the media of absorption increases with the concentration of the element of the sample, whether in its original condition or subject to pretreatment. 

	B.7.2. Materiales
	B.7.2. Materials

	B.7.2.1. Matraces Kjeldahl de 500 mL y 800 mL.
	B.7.2.1. 500 mll and 800 ml Kjeldahl flasks. 

	B.7.2.2. Sistema de reflujo con refrigerante.
	B.7.2.2. Reflux system with refrigerant.

	B.7.2.3. Crisoles Vycor de 40 a 50 mL de capacidad.
	B.7.2.3. 40 to 50 ml capacity Vycor crucibles  

	B.7.2.4. Crisoles de platino de 40 a 50 mL de capacidad.
	B.7.2.4. 40 to 50 ml capacity platinum crucibles.

	B.7.2.5. Matraces Erlenmeyer de diferentes capacidades.
	B.7.2.5. Erlenmeyer flasks of different capacities.

	B.7.2.6. Matraces volumétricos de diferentes capacidades.
	B.7.2.6. Volumetric flasks of different capacities.

	B.7.2.7. Matraces redondos de fondo plano de 50 mL.
	B.7.2.7. 50 ml flat bottomed round flasks.

	B.7.2.8. Bombas Parr.
	B.7.2.8. Parr pumps.

	B.7.2.9. Micultureipetas o pipetas de Eppendorf de diferentes capacidades.
	B.7.2.9. Eppendorf micultureipettes or pipettes with different capacities

	B.7.2.10. Puntas de plástico para micultureipetas.
	B.7.2.10. Plastic points for micultureipettes.

	B.7.2.11. Papel filtro Whatman No. 2.
	B.7.2.11. Whatman No. 2 paper filter.

	B.7.2.12. Perlas de ebullición.
	B.7.2.12. Boiling pearls

	B.7.2.13. Varillas de plástico.
	B.7.2.13. Plastic wands.

	B.7.2.14. Tubos de ensayo graduados de propilen o propileno de 15 mL.
	B.7.2.14. 15 ml graduated propylene graduated test tubes. 

	B.7.2.15. Recipientes de propilen o propileno.
	B.7.2.15. Propylene containers.

	B.7.2.16. Embudos de filtración de diferentes capacidades.
	B.7.2.16. Filtration filters of different capacities.

	B.7.2.17. Material común de laboratorio.
	B.7.2.17. Common laboratory material. 

	B.7.2.18. Todo el material utilizado debe someterse a lavado de acuerdo con las siguientes instrucciones:
	B.7.2.18. All the material used must be submitted to washing according ot the following instructions: 

	B.7.2.18.1. El jabón que se use debe ser de preferencia neutro.
	B.7.2.18.1. The soap that is used must preferably neutral. 

	B.7.2.18.2. Enjuagar perfectamente con agua corriente.
	B.7.2.18.2. Rinse perfectly with running water.

	B.7.2.18.3. Sumergir el material de vidrio o plástico en un recipiente (de preferencia plástico) que contenga una solución de ácido nítrico grado RA al 30 %.
	B.7.2.18.3. Submerge the glass or plastic material in a container (preferably plastic) that contains a solution of RA grade nitric acid solution at 30%. 

	B.7.2.18.4. Dejarlo tapado y reposando por un lapso de 24 horas.
	B.7.2.18.4. Leave it covered and resting for a period of 24 hours.

	B.7.2.18.5. Quitar el exceso de ácido nítrico con varios enjuagues (5 o 6 veces) con agua deionizada.
	B.7.2.18.5. Remove the excess of nitric acid with several rinses (5 or 6 times) with deionized water. 

	B.7.2.18.6. Dejar escurrir y secar.
	B.7.2.18.6. Allow to run and dry. 

	B.7.2.18.7. Guardar en cuanto esté seco para evitar contaminación por partículas en el aire.
	B.7.2.18.7. Conserve it when dry to avoid contamination from particles in the air. 

	B.7.3. Equipo
	B.7.3. Equipment 

	B.7.3.1. Lámparas de cátodo hueco o de descarga sin electrodos para determinar arsénico, cadmio, cobre, estaño, fierro, mercurio, plomo y zinc.
	B.7.3.1. Hollow cathode or discharge lamps without electrodes to determine arsenic, cadmium, copper, tin, iron, mercury, lead and zinc. 

	B.7.3.2. Fuente de radiofrecuencia en caso de usar lámparas de descarga.
	B.7.3.2. Radiofrequency source in the case of using discharge lamps. 

	B.7.3.3. Automuestreador y recirculador de agua.
	B.7.3.3. Self sampler and recirculator of water.

	B.7.3.4. Placa de calentamiento con regulador que alcance una temperatura de 400 a 450 ºC.
	B.7.3.4. Hot plate with a regulator that reaches a temperature of 400 to 450 ºC.

	B.7.3.5. Horno de microondas.
	B.7.3.5. Microwave oven.

	B.7.3.6. Autoclave que alcance 121 ± 5ºC o 15 lb de presión.
	B.7.3.6. Autoclave with a range of 121 ± 5ºC or 15 lb of pressure.

	B.7.3.7. Centrífuga de laboratorio capaz de mantener 1600 rpm.
	B.7.3.7. Laboratory centrifuge capable of maintaining 1600 rpm. 

	B.7.3.8. Espectrómetro de absorción atómica equipado con los accesorios para flama, horno de grafito, generador de hidruros o vapor frío, dependiendo del método a seguir.
	B.7.3.8. Atomic absorption spectrometer equipped with accessories for flames, graphite oven, generator of hydrides or cold steam, depending on the method to follow.

	B.7.3.9. Balanza analítica con sensibilidad de 0,1 mg.
	B.7.3.9. Analytical scale with a sensitivity of 0.1 mg. 

	B.7.3.10. Mufla capaz de mantener una temperatura de 550 ± 10ºC.
	B.7.3.10.  Muffle capable of maintaining a temperature of 550 ± 10ºC.

	B.7.3.11. Horno de calentamiento (estufa) con intervalo de temperatura de 120 ± 5ºC.
	B.7.3.11.  Hot oven (stove) with an interval of temperature of 120 ± 5ºC.

	B.7.3.12. Los instrumentos que a continuación se indican deben estar calibrados y ajustados antes de su operación.
	B.7.3.12. The instruments that in the following are indicated must be calibrated and adjusted before their operation. 

	B.7.4. Reactivos
	B.7.4. Reagents 

	B.7.4.1. Soluciones estándares de referencia certificadas de cada uno de los metales. Agua, debe ser destilada deionizada, con un grado máximo de conductividad de 1 µmho/cm a 25ºC.
	B.7.4.1. Standard solutions of reference certified of each one of the metals. Water must be deionized distilled, with a maximum degree of conductivity of 1 µmho/cm at 25ºC. 

	B.7.4.2. Acido nítrico (densidad específica 1,41), grado suprapuro o de alta pureza para el análisis de metales o equivalente
	B.7.4.2. Nitric acid (specific density of 1.41), super pure grade or high purity grade for the analysis of metals or the equivalent. 

	B.7.4.3. Acido nítrico (densidad específica 1,41), contenido de mercurio muy bajo.
	B.7.4.3. Nitric acid (specific density 1.41) very low mercury content. 

	B.7.4.4. Acido perclórico (densidad específica 1,67), grado suprapuro, o de alta pureza para el análisis de metales o equivalente
	B.7.4.4. Perchloric acid (specific density 1.67) super pure grade or high purity for the analysis of metals or the equivalent.

	B.7.4.5. Acido clorhídrico (densidad específica 1,19), grado suprapuro, o de alta pureza para el análisis de metales o equivalente
	B.7.4.5. Hydrochloric acid (specific density 1.19) super pure grade or high purity for the analysis of metals or the equivalent.

	B.7.4.6. Acido sulfúrico (densidad específica 1,84), grado suprapuro, o de alta pureza para el análisis de metales o equivalente
	B.7.4.6. Sulfuric acid (specific density 1.84) super pure grade or high purity for the analysis of metals or the equivalent.

	B.7.4.7 Acido sulfúrico 1 N a partir de la solución grado suprapuro, o de alta pureza para el análisis de metales o equivalente
	B.7.4.7. Sulfuric acid 1 N from the solution super pure grade or high purity for the analysis of metals or the equivalent.

	B.7.4.8 Acido nítrico 65% v/v grado RA.
	B.7.4.8. Nitric acid 65% V/V RA grade. 

	B.7.4.9 Peróxido de hidrógeno (densidad específica 1,12).
	B.7.4.9. Hydrogen peroxide (specific density 1.12)

	B.7.4.10 Hidróxido de sodio granalla reactivo RA.
	B.7.4.10. Sodium hydroxide RA reagent. 

	B.7.4.11 Aire comprimido seco y limpio.
	B.7.4.11. Dry and clean compressed air. 

	B.7.4.12 Gases: acetileno, óxido nitroso, argón y nitrógeno, grado absorción atómica.
	B.7.4.12. Gases: acetylene, nitrous oxide, argon and nitrogen, atomic absorption grade. 

	B.7.4.13 Solución de Nitrato de Magnesio hexahidratado al 7% p/v. Disolver 70 g de Mg(NO3)2.6H2O en 1000 mL de HCl 1N.
	B.7.4.13. Hexahydrated Magnesium Nitrate Solution at 7% p/v. Dissolve 70 grams of Mg(NO3)2.6H2O in 1000 mL of HCl 1N.

	B.7.4.14 Acido clorhídrico 1 N. Diluir 8,3 mL de HCl y llevar a 100 mL de agua.
	B.7.4.14 Hydrochloric acid 1 N. Dilute 8.3 ml of HCI and fill to 100 ml of water. 

	B.7.4.15 Acido nítrico al 50% v/v. Diluir 50 mL de HNO3 al 65% v/v grado suprapuro en 50 mL de agua.
	B.7.4.15 Nitric acid at 50% v/v. Dilute 50 ml of HNO3 at 65% v/v super pure grade in 50 ml of water.

	B.7.4.16 Acido clorhídrico 8 M. Diluir 66,0 mL de HCl y llevar a 100 mL con agua.
	B.7.4.16 Hydrochloric acid 8 M. Dilute 66.0 ml of HCI and fill to 100 ml with water.

	B.7.4.17 Acido clorhídrico 0,5 N. Diluir 4,15 mL de HCl y llevar a 100 mL con agua.
	B.7.4.17 Hydrochloric acid 0.5 N. Dilute 4.15 ml of HCI and fill to 100 ml with water. 

	B.7.4.18 Solución de Yoduro de Potasio al 15% p/v. Disolver 15 g de KI en 100 mL de agua (esta solución debe prepararse en el momento de usarse).
	B.7.4.18 Potassium iodide solution at 15% p/v. Dissolve 15 grams of KI in 100 ml of water (this solution must be prepared at the moment of use.)

	B.7.4.19 Solución de Yoduro de Potasio al 20% p/v. Disolver 20 g de KI en 100 mL de agua (esta solución debe prepararse en el momento de usarse).
	B.7.4.19 Potassium iodide solution at 20% p/v. Dissolve 20 grams of KI in 100 ml of water (this solution must be prepared at the moment of use). 

	B.7.4.20 Solución de Cloruro de Potasio (10 mg/mL de K). Disolver 1,91 g de KCl en agua y diluir a 100 mL con agua.
	B.7.4.20. Potassium chloride solution (10 mg/ml of K). Dissolve 1.91 grams of KCI in water and dilute to 100 ml with water. 

	B.7.4.21 Solución de Nitrato de Magnesio al 50% p/v. Disolver 50 g de Mg(NO3)2.6H2O en 100 mL de agua.
	B.7.4.21. Magnesium nitrate solution at 50% p/v. Dissolve 50 grams of Mg(NO3)2.6H2O in 100 mL of water. 

	B.7.4.22 Solución de ácido clorhídrico al 1,5% p/v. Diluir 1,5 mL de HCl en 100 mL de agua destilada deionizada.
	B.7.4.22. Hydrochloric acid at 1.5% p/v. Dilute 1.5 ml of HCI in 100 ml of deionized distilled water.

	B.7.4.23 Solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Pesar 1 g de hidróxido de sodio y diluir a 100 mL con agua destilada deionizada.
	B.7.4.23. Sodium hydroxide solution at 1% p/v. Weigh 1 grams of sodium hydroxide and dilute to 100 ml with deionized distilled water. 

	B.7.4.24 Solución de borohidruro de sodio al 4% p/v en solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Pesar 4 g de borohidruro de sodio en 100 mL de una solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Filtrar al vacío.
	B.7.4.24. Sodium borohydride solution at 4% p/v in solution of sodium hydroxide at 1% p/v. Weigh 4 grams of sodium borohydride in 100 ml of a sodium hydroxide solution at 1% p/v. Filter in vacuum.

	B.7.4.25 Solución reductora para mercurio. Mezclar 50 mL de ácido sulfúrico concentrado con aproximadamente 300 mL de agua. Enfriar a temperatura ambiente y disolver 15 g de cloruro de sodio, 15 g de sulfato o cloruro de hidroxilamina y 25 g de cloruro o sulfato estanoso en solución. Diluir a 500 mL.
	B.7.4.25. Reducer solution for mercury. Mix 50 ml of concentrated sulfuric acid with approximately 300 ml of water. Cool to room temperature and dissolve 15 grams of sodium chloride, 15 grams of hydroxylamine sulfate or chloride and 25 grams of stannous chloride or sulphate in solution. Dilute to 100 ml. 

	B.7.4.26 Solución de dilución para mercurio. En un matraz de 1 l, conteniendo de 300 a 500 mL de agua destilada deionizada, agregar 58 mL de ácido nítrico concentrado de muy baja concentración de mercurio y 67 mL de ácido sulfúrico concentrado. Diluir al volumen con agua.
	B.7.4.26 Dilution solution of mercury. In a flask of 1 Liter, containing 300 to 500 ml of deionized distilled water, add 58 ml of concentrated nitric acid of very low mercury concentration and 67 ml of concentrated sulfuric acid. Dilute to volume with water. 

	B.7.4.27 Solución de trabajo de As de 1 µg/mL. Diluir 1 mL de la solución patrón de 1000 µg/mL a 1l con ácido sulfúrico 1N preparada a partir de la solución grado suprapuro. Preparar fresca cada día.
	B.7.4.27 Work solution of AS of 1 µg/mL.  Dilute 1 ml of master solution of 1000 µg/mL to 1 liter with sulfuric acid 1 N prepared from the super pure grade solution. Prepare fresh every day. 

	B.7.5 Preparación de la Muestra
	B.7.5. Preparation of the Sample

	B.7.5.1 Digestión por Vía Húmeda para la determinación de Pb.
	B.7.5.1. Digestion by Wet Process for the determination of Pb.

	B.7.5.1.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, una cantidad apropiada de muestra.
	B.7.5.1.1. Weigh with precision of ± 0.1 mg, an appropriate amount of sample. 

	Para la determinación por el método de absorción por flama pesar como máximo 40 g de líquidos, 20 g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos sólidos o semisólidos. Limite el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4 g y el total de materia orgánica a 5 g.
	For the determination by the absorption method by flame, weigh as maximum 40 grams of liquids, 20 grams of food products that contain from 50 to 75% water and 10 grams of solid or semisolid foods. Limit the fat or oil contents to a maximum of 4 grams and the total of organic material to 5 grams.

	B.7.5.1.2 Añadir 10 mL de ácido nítrico concentrado y dejar reposar toda la noche o iniciar directamente la digestión.
	B.7.5.1.2. Add 10 ml of concentrated nitric acid and allow to rest all night or initiate directly the digestion. 

	B.7.5.1.3 Usar matraz de Kjeldhal o matraz conectado al sistema de refrigerantes.
	B.7.5.1.3. Use a Kjeldhal flask or flask connected to the system of refrigerants.

	B.7.5.1.4 Calentar suavemente.
	B.7.5.1.4. Heat slowly. 

	B.7.5.1.5 Digerir la muestra 3 horas o más tiempo si es necesario (algunas muestras requieren la adición de mayor cantidad de ácido nítrico) hasta la aparición del color traslúcido, si queda ámbar, adicionar peróxido de hidrógeno gota a gota con agitación continua (reacción exotérmica).
	B.7.5.1.5. Digest the sample 3 hours or more time, if necessary (some samples require the addition of greater amount of nitric acid) until the appearance of the translucent color, if it remains amber, add hydrogen peroxide, drop by drop with a continuous action (exothermic reaction). 

	B.7.5.1.6 Enfriar.
	B.7.5.1.6. Cool. 

	B.7.5.1.7 Recuperar, filtrar y llevar a un volumen conocido en matraz volumétrico. Se pueden hacer tantas diluciones sean necesarias de acuerdo a la cantidad contenido del metal.
	B.7.6.1.7. Recover, filter and fill to a known volume in a volumetric flask. As many dilutions as necessary can be made according to the amount of metal content. 

	B.7.5.1.8. Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.7.5.1.8. Run a reagents blank and sample fortified for each series of digestion. 

	B.7.5.1.9 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica por flama u horno de grafito).
	B.7.5.1.9. Read in the apparatus of choice (atomic absorption spectrometer by flame or graphite oven). 

	B.7.5.2 Digestión por Vía Seca para la determinación de Pb.
	B.7.5.2. Digestion by Dry Process for the determination of Pb.

	B.7.5.2.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, una cantidad apropiada de muestra.
	B.7.5.2.1. Weigh with precision of ± 0.1 mg, an appropriate amount of sample. 

	B.7.5.2.2 Para la determinación por el método de absorción por flama pesar como máximo 40 g de jugo o bebida, 20 g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10 g de alimentos sólidos y semisólidos. Límite el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4 g y el total de materia orgánica a 5g.
	B.7.5.2.2. For the determination by the absorption method by flame, weigh as a maximum of 40 grams of juice or beverage, 20 grams of foods that contain from 50 to 75% of water and 10 grams of solid and semisolid foods. Limit the fat or oil content to a maximum of 4 grams and the total of organic material to 5 grams. 

	B.7.5.2.3 Añadir 10 mL de ácido nítrico concentrado y dejar reposar toda la noche o iniciar directamente la digestión. En productos con alta concentración de proteínas adicionar una solución de nitrato de magnesio al 7,0% p/v y mezclar completamente, llevar a sequedad aproximadamente durante 6 horas en estufa a una temperatura de 90 a 95ºC.
	B.7.5.2.3. Add 10 ml of concentrated nitric acid and allow to rest all night or initiate directly the digestion. In products with a high concentration of proteins add a magnesium nitrate solution at 7.0% p/v and mix completely, fill to dryness approximately 6 hours in a stove at a temperature of 90 to 95 ºC. 

	B.7.5.2.4 Colocar la muestra en una mufla y elevar la temperatura lentamente de 2 a 4ºC por minuto hasta 350°C. Mantener la temperatura hasta que cesen los humos.
	B.7.5.2.4 Place the sample in a muffler and elevate the temperature slowly from 2 to 4 ºC per minute until 350 ºC. Maintain the temperature until there are no fumes. 

	B.7.5.2.5 Elevar gradualmente la temperatura de 500 a 550ºC para evitar que la muestra se incinere y mantener esa temperatura durante 16 horas o toda la noche.
	B.7.5.2.5. Elevate the temperature gradually from 500 to 550 ºC to avoid the sample incinerating and maintain that temperature for 16 hours or all night. 

	B.7.5.2.6 Apagar la mufla y dejar enfriar.
	B.7.5.2.6 Turn of the muffle and allow to cool. 

	B.7.5.2.7 Un segundo paso de calcinación puede ser requerido para remover algunos residuos de carbón, mediante el siguiente procedimiento: Lavar las paredes del crisol con 2 mL de ácido nítrico al 50%. Colocar la muestra en una placa de calentamiento puesta a 120ºC para remover el exceso de ácido. Colocar la muestra en una mufla fría y elevar la temperatura gradualmente de 500 a 550ºC, manteniéndola por el tiempo necesario. Repetir este procedimiento cuantas veces sea necesario hasta que quede libre de carbón remanente.
	B.7.5.2.7. A second pass of calcination can be required for removing some carbon residues, through the following procedure: wash the crucible walls with 2 ml of nitric acid at 50%. Place the sample on a hot plate placed at 120 ºC to remove the excess acid. Place the sample in a cold muffle and elevate the temperature gradually from 500 to 550 ºC, maintaining it for the time necessary. Repeat this procedure as many times as necessary until it remains free from remaining carbon. 

	B.7.5.2.8 Disolver las cenizas completamente en 5 mL de ácido clorhídrico 1N, transferir la muestra disuelta a un tubo de propileno o a un matraz de volumen conocido, enjuagar el crisol con dos alícuotas de 5 mL de ácido clorhídrico 1 N y transferir al mismo tubo o matraz para obtener un volumen de 15 mL en el primero y llevar al aforo en el segundo, tapar y mezclar, si existe presencia de partículas o materia insoluble, filtrar en papel Whatman No. 2, antes de la determinación. Se pueden hacer tantas diluciones sean necesarias de acuerdo a la cantidad contenido del metal.
	B.7.5.2.8. Dissolve the ashes completely in 5 ml of hydrochloric acid 1 N, transfer the dissolved sample to a propylene tube or to a flask of known volume, cool the crucible with two aliquots of 5 ml of hydrochloric acid 1 N and transfer to the same tube or flask to obtain a volume of 15 ml in the first and fill in the second, cover and mix, if the presence of particles exists or an insoluble material, filter in Whatman No. 2 paper filter, before the determination. As many dilutions as necessary can be made according to the amount of metal content. 

	B.7.5.2.9 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.7.5.2.9 Run a reagents blank and sample fortified for each series of digestion. 

	B.7.5.2.10 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica: flama u horno de grafito).
	B.7.5.2.10. Read in the apparatus of choice (atomic absorption spectrometer by flame or graphite oven). 

	B.7.5.3 Digestión por Vía Húmeda para la determinación de Sn
	B.7.5.3. Digestion by Dry Process for the determination of Sn.

	B.7.5.3.1 Proceder igual que en el punto B.7.5.1.1.
	B.7.5.3.1 Proceed as in point B.7.5.1.1. 

	B.7.5.3.2 No adicionar ácido nítrico si no se lleva cabo la digestión total en el mismo día.
	B.7.5.3.2 Do not add nitric acid if the digestion is not complete on the same day. 

	B.7.5.3.3 Adicionar 30 mL de ácido nítrico concentrado al matraz y calentar suavemente por 15 minutos en campana para iniciar la digestión, evitando una excesiva producción de espuma.
	B.7.5.3.3. Add 30 ml of concentrated nitric acid to the flask and heat slowly for 15 minutes in a bell to initiate digestion, avoiding an excessive production of foam. 

	B.7.5.3.4 Hervir suavemente hasta tener un remanente de 3 a 6 mL o hasta que la muestra empiece a secarse en el fondo. No dejar que la muestra se calcine.
	B.7.5.3.4 Gently boil until there remains from 3 to 6 ml or until the sample begins to dry in the bottom. Do not allow the sample to calcify.

	B.7.5.3.5 Retirar la muestra del calor.
	B.7.5.3.5 Withdraw the sample from the heat. 

	B.7.5.3.6 Al mismo tiempo correr dos blancos de reactivos.
	B.7.5.3.6. At the same time run two blanks of reagents. 

	B.7.5.3.7 Adicionar 25 mL de ácido clorhídrico concentrado, calentar suavemente durante aproximadamente 15 minutos, hasta que todo el cloro sea liberado. Aumentar la temperatura gradualmente hasta ebullición.
	B.7.5.3.7. Add 25 ml of concentrated hydrochloric acid, heat gently for approximately 15 minutes, until all the chlorine is released. Add the temperature gradually until boiling. 

	B.7.5.3.8 Evaporar hasta obtener de 10 a 15 mL usando un matraz similar con 15 mL de agua como patrón de volumen.
	B.7.5.3.8. Evaporate until obtaining from 10 to 15 ml using a similar flask with 15 ml of water as master of volume. 

	B.7.5.3.9 Adicionar aproximadamente 40 mL de agua.
	B.7.5.3.9. Add approximately 40 ml of water. 

	B.7.5.3.10 Agitar y pasar a un matraz de 100 mL y enjuagar con 10 mL de agua.
	B.7.5.3.10. Agitate and pass to a flask of 100 ml and rinse with 10 ml of water. 

	B.7.5.3.11 Cuando el ácido clorhídrico está presente en la digestión, las muestras se pueden quedar toda la noche o por más tiempo.
	B.7.5.3.10. When the hydrochloric acid is present in the digestion, the samples can remain all night or for more time. 

	B.7.5.3.12 Agregar 1 mL de solución de cloruro de potasio en cada matraz.
	B.7.5.3.12. Add 1 ml of solution of potassium chloride in each flask.

	B.7.5.3.13 Enfriar a temperatura ambiente.
	B.7.5.3.13. Cool to room temperature. 

	B.7.5.3.14 Diluir con agua y agregar más agua para compensar el volumen de grasa en el matraz.
	B.7.5.3.14. Dilute with water and add more water to compensate the volume of fat in the flask. 

	B.7.5.3.15 Mezclar perfectamente y filtrar de 30 a 50 mL a través de un papel filtro Whatman No. 2 y recoger el filtrado en un recipiente de propileno, polipropileno o polietileno.
	B.7.5.3.15. Mix perfectly and filter from 30 to 50 ml through a Whatman No. 2 paper filter and collect the filtered material in a propylene container, polypropylene or polyethylene. 

	B.7.5.3.16 No filtrar los blancos. Tapar las botellas durante el análisis. Las soluciones son estables por varios meses.
	B.7.5.3.16. Do not filter the blanks. Cover the bottles during the analysis. The solutions are stable for several months. 

	B.7.5.3.17 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.7.5.3.17. Run a blank of reagents and fortified simple for each series of digestion. 

	B.7.5.3.18 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica: flama u horno de grafito).
	B.7.5.3.18. Read in the device of choice (atomic absorption spectrometer: flame or graphite oven). 

	B.7.5.4 Digestión por Vía Húmeda para la determinación de Hg. 
	B.7.5.4. Digestion by Wet process for the determination of Hg.  

	B.7.5.4.1 Sistema de Reflujo. 
	B.7.5.4.1. Reflux system. 

	B.7.5.4.1.1 Pesar como máximo 40g de líquidos, 20g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10g de alimentos sólidos o semisólidos. Limite el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4g y el total de la materia orgánica a 5g
	B.7.5.4.1.1. Weigh as a maximum of 40 grams of  liquids that contain from 50 to 75% of water and 10 grams of solid and semisolid foods. Limit the fat or oil content to a maximum of 4 grams and the total of organic material to 5 grams. 

	B.7.5.4.1.2 Conectar el matraz al sistema de reflujo y agregar poco a poco la cantidad necesaria de ácido nítrico concentrado y calentar durante media hora o hasta que no se observen cambios en la digestión.    
	B.7.5.4.1.2. Connect the flask to the reflux system and add little by little the amount necessary of concentrated nitric acid and heat for half an hour or until changes 

	B.7.5.4.1.3 Dejar enfriar y agregar una mezcla de ácido nítrico y ácido sulfúrico concentrados (1 + 1).   
	B.7.5.4.1.3. Allow to cool and add a mixture of concentrated nitric acid and sulfuric acid (1 + 1). 

	B.7.5.4.1.4 Calentar y agregar más ácido nítrico gota a gota sobre las paredes del recipiente, hasta que el color obscuro de la solución desaparezca.  
	B.7.5.4.1.4. Heat and add more nitric acid drop by drop on the walls of the container until the dark color of the solution disappears. 

	B.7.5.4.1.5 Enfriar.    
	B.7.5.4.1.5. Cool. 

	B.7.5.4.1.6 Si existe grasa o cera filtrar la solución. Se pueden hacer tantas diluciones sean necesarias de acuerdo a la cantidad contenido del metal. 
	B.7.5.4.1.6. If fat or wax exists, filter the solution. As many dilutions as necessary can be made according to the amount of metal contained.  

	B.7.5.4.1.7 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión. 
	B.7.5.4.1.7.  Run  a blank of reagents and sample fortified for each series of digestion. 

	B.7.5.4.1.8 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica de vapor frío).
	B.7.5.4.1.8. Read in the device of choice (atomic cold vapor absorption spectrometer). 

	B.7.5.4.2 Sistema Cerrado.
	B.7.5.4.2. Closed System. 

	B.7.5.4.2.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, la cantidad apropiada de muestra, dependiendo el tipo de ésta, en el recipiente de digestión.
	B.7.5.4.2.1. Weigh with precision of ± 0.1 mg, the appropriate amount of sample, depending on the type of it, in the digestion container. 

	B.7.5.4.2.2 Agregar la cantidad necesaria de ácido nítrico concentrado.
	B.7.5.4.2.2. Add the amount necessary of concentrated nitric acid. 

	B.7.5.4.2.3 Tapar y sellar perfectamente el recipiente de digestión.
	B.7.5.4.2.3. Cover and seal perfectly the digestion container. 

	B.7.5.4.2.4 Si el recipiente de digestión es un matraz Erlenmeyer, colocar éste en una autoclave a 15lb por 30 minutos. Si se utiliza bomba Parr, calentar en parrilla controlando la temperatura a un máximo de 300ºC por 30 minutos.
	B.7.5.4.2.4. If the digestion container is an Erlenmeyer flask, place it in an autoclave at 15 lb for 30 minutes. If a Parr pump is used, heat on a plate controlling the temperature at a maximum of 300 ºC for 30 minutes. 

	B.7.5.4.2.5 Enfriar a temperatura ambiente.
	B.7.5.4.2.5. Cool at room temperature. 

	B.7.5.4.2.6 En caso de que la digestión no sea completa adicionar peróxido de hidrógeno y repetir la digestión.
	B.7.5.4.2.6. When the digestion is not complete, add hydrogen peroxide and repeat the digestion. 

	B.7.5.4.2.7 Filtrar en caso de que exista grasa o cera y analizar el contenido de Hg.
	B.7.5.4.2.7. Filter in case fat or was exists and analyze the Hg content. 

	B.7.5.4.2.8 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.7.5.4.2.8. Run a blank of reagents and fortified sample for each digestion series. 

	B.7.5.4.2.9 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica de vapor frío).
	B.7.5.4.2.9. Read in the device of choice (atomic cold vapor absorption spectrometer). 

	B.7.5.5 Digestión por Vía Húmeda-Seca para la determinación de As.
	B.7.5.5. Digestion by Wet-Dry method for the determination of AS.

	B.7.5.5.1 Proceder como en el punto B.7.4.4.2 hasta que la digestión sea completa y posteriormente continuar con los siguientes pasos.
	B.7.5.5.1. Proceed as in point B.7.4.4.2 until the digestion is complete and then continue with the following steps.

	B.7.5.5.2 Con una pipeta tomar una alícuota de la solución de muestra digerida y colocarla en un crisol Vycor
	B.7.5.5.2 With a pipette take an aliquot of the solution of digested sample and place it in a Vycor crucible. 

	B.7.5.5.3 Añadir 1 mL de solución de nitrato de magnesio al 7% p/v y calentar en una parrilla a temperatura baja, hasta sequedad.
	B.7.5.5.3. Add 1 ml of magnesium nitrate solution at 7% p/v and heat in a low temperature hot plate, until dry. 

	B.7.5.5.4 Incrementar el calor de la placa a un máximo de 375ºC.
	B.7.5.5.4. Increase the heat of the plate to a máximum of 375 ºC.

	B.7.5.5.5 Colocar el matraz en la mufla a 450ºC para oxidar cualquier residuo de carbón y descomponer el exceso de nitrato de magnesio, por un tiempo mayor o igual a 30 minutos.
	B.7.5.5.5. Place the flask in a muffle at 450 ºC to oxidize any carbon residue and break down the excess of magnesium nitrate, for a time greater or equal to 30 minutes. 

	B.7.5.5.6 Enfriar y disolver el residuo en 2,0 mL de ácido clorhídrico 8 M.
	B.7.5.5.6. Cool and dissolve the residue in 2.0 ml of hydrochloric acid 8M. 

	B.7.5.5.7 Añadir 0,1 mL de yoduro de potasio al 20% p/v para reducir el As(V) a As(III).
	B.7.5.5.7. Add 0.1 ml of potassium iodide at 20 % p/v to reduce the As(V) to As(III). 

	B.7.5.5.8 Dejar reposar por un tiempo mayor a 2 minutos y transferir a un matraz y llevar al aforo con agua.
	B.7.5.5.8. Let rest for a time greater than 2 minutes and transfer to a flask and fill with water. 

	B.7.5.5.9 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.7.5.5.9. Run a blank of reagents and fortified sample for each series of digestion. 

	B.7.5.5.10 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica con adaptación para horno de grafito o generador de hidruros).
	B.7.5.5.10. Read in the device of choice (atomic cold vapor absorption spectrometer with adaptation for graphite oven or generator of hydrides). 

	B.7.5.6 Digestión por Vía Seca para la determinación de As.
	B.7.5.6 Digestion by Dry Process for the Determination of AS.

	B.7.5.6.1 Pesar como máximo 40g de líquidos, 20g de alimentos que contengan del 50 al 75% de agua y 10g de alimentos sólidos o semisólidos. Limite el contenido de grasa o aceite a un máximo de 4g y el total de la materia orgánica a 5g
	B.7.5.6.1. Weigh as a maximum 40 grams of liquids, 20 grams of food products that contain 50 to 75% of water and 10 grams of solid or semi-solid food products. Limit the fat or oil content to a maximum of 4 grams and the total of the organic material to 5 grams. 

	B.7.5.6.2 Añadir el volumen necesario de nitrato de magnesio al 50% p/v.
	B.7.5.6.2. Add the volume necessary of magnesium nitrate at 50% p/v.

	B.7.5.6.3 Homogeneizar con una varilla limpia de plástico extendiendo la mezcla en el crisol.
	B.7.5.6.3. Homogenize with a clean plastic rod extending the mixture in the crucible. 

	B.7.5.6.4 Colocar la muestra en una mufla subiendo gradualmente la temperatura hasta 300ºC por 2 horas. Posteriormente subir gradualmente la temperatura hasta 500ºC por 16 horas o durante toda la noche.
	B.7.5.6.4. Place the sample in a muffle gradually raising the temperature up to 300 ºC for 2 hours. Then gradually raise the temperature to 500 ºC for 16 hours or all night. 

	B.7.5.6.5 Enfriar a temperatura ambiente y humedecer las cenizas con ácido nítrico al 50% v/v.
	B.7.5.6.5. Cool to environmental temperature and moisten the ashes with nitric acid at 50% v/v.

	B.7.5.6.6 Calentar en parrilla hasta la eliminación del ácido.
	B.7.5.6.6. Heat on a hot plate until the elimination of the acid. 

	B.7.5.6.7 Llevar los crisoles a una mufla elevando gradualmente la temperatura de 23 a 500ºC, manteniendo ésta 30 min hasta evaporación total.
	B.7.5.6.7. Take the crucibles to a muffle gradually elevating the temperature of 23 to 500 ºC, maintaining it 30 minutes until there is total evaporation. 

	B.7.5.6.8 Transferir las cenizas del crisol a un matraz aforado usando una porción de 10 mL de ácido clorhídrico 0,5 N.
	B.7.5.6.8. Transfer the ashes from the crucible to a flask filled using a portion of 10 ml of hydrochloric acid 0.5 N. 

	B.7.5.6.9 Enjuagar los crisoles con 5 mL de agua destilada y transferir al matraz, añadir 1 mL de solución de yoduro de potasio al 15% y mezclar.
	B.7.5.6.9. Rinse the crucibles with 5 ml of distilled water and transfer to the flask, add 1 ml of potassium iodide solution to 15% and mix. 

	B.7.5.6.10 Dejar reposar durante 15 minutos y llevar al aforo.
	B.7.5.6.10. Allow to rest for 15 minutes and fill. 

	B.7.5.6.11 Correr un blanco de reactivos y muestra fortificada por cada serie de digestión.
	B.7.5.6.11 Run a blank of reagents and fortified sample for each series of digestion. 

	B.7.5.6.12 Leer en el aparato de elección (espectrómetro de absorción atómica con adaptación para horno de grafito o generador de hidruros).
	B.7.5.6.12. Read in the device of choice (atomic cold vapor absorption spectrometer with adaptation for graphite oven or generator of hydrides). 

	B.7.5.7 Digestión para la determinación de As, Pb, Sn, y Hg por horno de microondas.
	B.7.5.7. Digestion for the determination of As, Pb, Sn and Hg by microwave oven. 

	B.7.5.7.1 Pesar con precisión de ± 0,1 mg, 0,500 g como máximo de muestra, añadir 6 mL de ácido nítrico concentrado y 2 mL de agua oxigenada al 30%, cerrar perfectamente el envase de reacción y proceder según el manual del fabricante.
	B.7.5.7.1.  Weigh with precision of ± 0.1 mg, 0.500 grams as a maximum of sample, add 6 ml of concentrated nitric acid of oxygenated water to 30%, close perfectly the container of reaction and proceed according to the manufacturer’s manual.

	B.7.6 Procedimiento
	B.7.6. Procedure

	B.7.6.1 Espectrometría de Absorción Atómica por Flama.
	B.7.6.1. Spectrometry of Atomic Absorption by Flame.

	B.7.6.1.1 Calibración.
	B.7.6.1.1. Calibration. 

	B.7.6.1.1.1 Es necesario comprobar que se tiene una calibración inicial y periódica aceptable.
	B.7.6.1.1.1. It is necessary to verify that there is an acceptable initial and periodical calibration. 

	B.7.6.1.1.2 Se inicia la configuración operacional del instrumento y en el sistema de adquisición de datos. Permitir un periodo no menor a 30 minutos para el calentamiento de las lámparas de descarga sin electrodos.
	B.7.6.1.1.2. The operational configuration of the instrument and in the system of acquisition of data. Permit a period not less than 30 minutes for the heating of the discharge lamps without electrodes. 

	B.7.6.1.1.3 Se debe verificar la estabilidad del instrumento mediante el análisis de una solución estándar 20 veces más concentrada que el límite de detección del instrumento (LDI) para el analito, leída un mínimo de cinco veces y calculando la desviación estándar resultante, la cual debe ser menor al 5%.
	B.7.6.1.1.3. The stability of the instrument must be verified through the analysis of a standard solution 20 times more concentrated that the limit of detection of the instrument (LDI) for the analyte, read a minimum of five times and calculating the resulting standard deviation, which must be less than 5%. 

	B.7.6.1.1.4 El instrumento debe calibrarse para el analito a determinar usando el blanco de calibración y los estándares de calibración preparados a 3 o 4 niveles de concentración dentro del intervalo dinámico de concentración del analito.
	B.7.6.1.1.4. The instrument must be calibrated for the analyte to determine using the calibration blank and the standards of calibration prepared to 3 or 4 levels of concentration within the dynamic interval of concentration of the analyte. 

	B.7.6.1.1.5 Ajustar el instrumento a 0 con el blanco de calibración. Introducir los estándares de calibración del analito de menor a mayor concentración y registrar al menos tres réplicas de la absorbancia de cada uno.
	B.7.6.1.1.5. Adjust the instrument to 0 with the calibration blank. Introduce the calibration standards of the analyte from lesser to greater concentration and record at least 3 repeats of the absorbance of each one. 

	B.7.6.1.1.6 Elaborar una curva de calibración graficando absorbancia en función de la concentración. Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los cuales sólo es necesario introducir los estándares y marcar su concentración teórica.
	B.7.6.1.1.6. Prepare a calibration curve graphing abosrobance depending on the concentration. The preceding can be carried out on equipment that is directly programmed in which it is only necessary to introduce the standards and mark their theroric concentration. 

	B.7.6.1.2 Operación del Instrumento.
	B.7.6.1.2. Operation of the instrument.

	B.7.6.1.2.1 El desempeño del instrumento se verifica mediante el empleo de blancos de calibración, estándares de calibración y una muestra de control de calidad (MCC).
	B.7.6.1.2.1. The performance of the instrument is verified through the employment of calibration blanks, standards of calibration and a quality control sample (MCC). 

	B.7.6.1.2.2 Después de que se ha realizado la calibración, se debe verificar que el instrumento trabaje adecuadamente para el analito. Para ello se analiza una muestra de control de calidad. Si las mediciones varían en ± 10% o más, al valor establecido para la MCC, el análisis debe interrumpirse y buscar la posible causa de error, el instrumento se debe recalibrar y verificar la nueva calibración.
	B.7.6.1.2.2. After the calibration has been made, it must be verified that the instrument works adequately for the analyte. For this, a quality control simple is analyzed. If the measurements vary in± 10 % or more, the value established for the MCC, the analysis must be interrupted and look for the possible cause of the error, the instrument must be recalibrated and verify the new calibration. 

	B.7.6.1.2.3 Para verificar que el instrumento no presenta deriva, por cada 10 análisis se debe analizar el blanco de calibración. Si el valor verdadero del analito difiere ± 10% o más, el instrumento debe recalibrarse. Si el error persiste debe identificarse el problema y corregirse. Si la matriz de la muestra es responsable de la deriva o afecta la respuesta del analito puede ser necesario trabajar por adiciones estándar.
	B.7.6.1.2.3. in order to verify that the instrument does not present derivatives, for eac 10 analysis the calibration blank must be analyzed. If the true value of the analyte differs ± 10% or more, the instrument must be recalibrated. If the error persists the problem must be identified and corrected. If the matrix of the sample is responsible for the derivative or affects the response of the analyte can be necessary to work for standard additions.

	B.7.6.1.2.4 La demostración de la operatividad inicial del instrumento se hace estableciendo los límites de detección del método (LDM) para el analito y el intervalo de calibración lineal. Para determinar el LDM se usa un blanco de reactivos fortificado con una concentración del analito equivalente de 2 a 5 veces el límite de detección estimado. Se hacen al menos 4 réplicas de lectura de absorbancia del blanco de reactivos fortificado procesado a través de todo el método analítico. Los LDM se calculan de acuerdo a:
	B.7.6.1.2.4. The demonstration of the initial operativity of the instrument is made establishing the limits of detection of the method for the analyte and the interval of lineal calibration. In order to determine the LDM uses a fortified blank of reagents with a concentration of the analyte equivalent of 2 to 5 times the limit of detection estimated. At least 4 repeats are made of the reading of absorbance of the fortified blank of reagents processed through all the analytical method. The LDM are calculated according to: 

	LDM= t x s
	LDM= t x s

	t = valor de la "T" de Student a un intervalo de confianza de 99% y una desviación estándar estimada para n-1 grados de libertad. t = 3,14 para 7 réplicas.
	t = value of the “T” of Student at an interval of confidence of 99% and a standard estimated deviation for n -1 degrees of liberty. T = 3.14 for 7 repeats. 

	s = desviación estándar de las réplicas del análisis.
	S= standard deviation of the repeats of the analysis. 

	El intervalo lineal de calibración se establece a partir de por lo menos 4 estándares de diferente concentración, uno de los cuales debe estar próximo al límite superior del intervalo lineal.
	The lineal interval of calibration is established from at least 4 standards of different concentration, one of which must be near the upper limit of the lineal interval. 

	B.7.6.1.3 Determinación.
	B.7.6.1.3. Determination. 

	B.7.6.1.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación del analito de acuerdo a las indicaciones del manual del instrumento.
	B.7.6.1.3.1. Adjust the instrument of atomic absorption in adequate conditions for the determination of the analyte according to the indications of the manual of the instrument. 

	B.7.6.1.3.2 Introducir el blanco de reactivos y la muestra a analizar y registrar los valores de absorbancia. Se debe analizar al menos un blanco de reactivos con cada grupo de muestras. Los valores obtenidos ponen de manifiesto la calidad de los reactivos usados y el grado de contaminación del laboratorio.
	B.7.6.1.3.2. Introduce the reagents blank and the sample to be analyzed and recod the values of absorbance. At least a blank of reagents must be analyzed with each group of samples. The values obtained show the quality of the reagents used and the degree of contamination of the laboratory. 

	B.7.6.1.3.3 En los equipos que pueden programarse, la lectura obtenida da directamente la concentración del elemento en las unidades de concentración utilizadas.
	B.7.6.1.3.3. In the equipment that can be programmed, the reading obtained gives directly the concentration of the element in the units of concentration used. 

	B.7.6.1.3.4 Se debe analizar al menos un blanco de reactivos fortificado para cada grupo de muestras. Se calcula la exactitud como el por ciento de recuperación (de acuerdo al apartado B.7.5.1.2.4).
	B.7.6.1.3.4. At least a fortified blank of reagents must be analyzed for each group of samples. The precision is calculated as the percentage of recovery (according ot the part B.7.5.1.2.4). 

	B.7.6.1.3.5 Se debe fortificar al menos una muestra por grupo o el 10% de ellas lo que resulte mayor. La concentración añadida debe ser de aproximadamente 0,1 unidades de absorbancia.
	B.7.6.1.3.5. At least a sample per group must be fortified or the 10 % of them whichever is greater. The concentration added must be approximately 0.1 units of absorbance. 

	B.7.6.1.3.6 Se debe calcular el por ciento de recuperación para el analito, de acuerdo a:
	B.7.6.1.3.6. The percentage of recovery must be calculated for the analyte, according to: 



      CM - C

R = x 100


      CA

	R = % recuperación
	R = % recovery

	CM = Concentración de la muestra fortificada
	CM = Concentration of the fortified sample

	C = Concentración de la muestra
	C = Concentration of the sample

	CA = Concentración equivalente de analito añadido a la muestra.
	CA = Concentration equivalent of the analyte added to the sample. 

	B.7.6.1.3.7 Si la recuperación del analito en la muestra fortificada está fuera del intervalo previamente establecido y el blanco de reactivos fortificado está correcto, puede existir un problema relacionado con la matriz de la muestra. Los datos se deben verificar por el método de las adiciones estándar.
	B.7.6.1.3.7. if the recovery of the analyte in the fortified sample is outside of the interval previously established and the fortified blank of reagents is correct, a problem can exist related to the matrix of the sample. The data must be verified by the standard method of the additions. 

	B.7.6.2 Espectrometría de Absorción Atómica por Horno de Grafito.
	B.7.6.2. Spectrometer of Atomic Absorption by Graphite Oven. 

	B.7.6.2.1 Calibración.
	B.7.6.2.1. Calibration.

	B.7.6.2.1.1 Proceder de acuerdo a los puntos B.7.5.1
	B.7.6.2.1.1. Proceed according to the points B.7.5.1. 

	B.7.6.2.1.2 Elaborar una curva de calibración graficando área de pico o altura máxima contra concentración del analito.
	B.7.6.2.1.2. Prepare a calibration curve graphing the peak aea or maxum height against the concentration of the analyte. 

	B.7.6.2.1.3 La calibración mediante el uso de una computadora o una calculadora basada en el ajuste sobre los datos de concentración respuesta es aceptada.
	B.7.6.2.1.3. The calibration through the use of a computer or a calculator based on the adjustment of the data of concentration response is accepted. 

	Lo anterior puede llevarse a cabo en equipos que se programan directamente, en los cuales sólo es necesario introducir los estándares y marcar su concentración teórica.
	The preceding can be carried out with equipment that are programmed directly in which only it is necessary to introduce the standards and mark their theoric concentration. 

	B.7.6.2.2 Operación del Instrumento.
	B.7.6.2.2. Operation of the Instrument.

	B.7.6.2.2.1 Proceder de acuerdo a B.7.5.1
	B.7.6.2.2.1. Proceed according to B.7.5.1.

	B.7.6.2.3 Determinación.
	B.7.6.2.3 Determination. 

	B.7.6.2.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación del analito, de acuerdo a las recomendaciones del manual del instrumento.
	B.7.6.2.3.1. Adjust the instrument of atomic absorption in adequate conditions for the determination of the analyte, according to the recommendations of the manual of the instrument. 

	El programa de temperaturas para el horno de grafito puede variar dependiendo de la matriz de la muestra. En el caso de existir interferencias no específicas (absorción molecular o dispersión de la luz), se recomienda consultar la bibliografía existente en cuanto a los métodos disponibles para eliminarlas, así como en el caso de interferencias de matriz.
	The program of temperatures for the graphite oven can vary depending on the matrix of the sample. In the case of existing non-specific interferences (molecular absorption or dispersion of the light) it is recommended to consult the existing bibliography as to the methods available for eliminating them, as well as in the case of interferences of the matrix. 

	B.7.6.3 Espectrometría de Absorción Atómica por Generador de Hidruros.
	B.7.6.3. Spectrometer of Atomic Absorption by Generator of Hydrides.

	B.7.6.3.1 Calibración.
	B.7.6.3.1. Calibration.

	B.7.6.3.1.1 Proceder de acuerdo a los puntos B.7.5.1
	B.7.6.3.1.1. Proceed according to the points B.7.5.1. 

	B.7.6.3.1.2 A partir de la solución estándar de As de 1000 mg/l, preparar una solución de As de 1 mg/l en ácido clorhídrico de concentración apropiada al método. Trazar una curva de calibración de absorbancia (máximo de la altura de pico) en función de la concentración del analito para un intervalo de concentración de 0 a 10 µg/l de As bajo las mismas condiciones de la matriz de la muestra.
	B.7.6.3.1.2. From the standard solution of As of 1000 mg/l, prepare a solution of As of 1 mg/l in hydrochloric acid with a concentration appropriate to the method. Trace a calibration curve of absorbance (maximum of the height of the peak) depending on the concentration of the analyte for an interval of concentration of 0 to 10 µg/l of As under the same conditions of the matrix of the sample. 

	B.7.6.3.2 Operación del Instrumento.
	B.7.6.3.2 Operation of the Instrument.

	B.7.6.3.2.1 Proceder de acuerdo a B.7.5.1
	B.7.6.3.2.1. Proceed according to B.7.5.1.

	B.7.6.3.3 Determinación
	B.7.6.3.3 Determination.

	B.7.6.3.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación de As: longitud de onda de 193,7 nm y lámpara de descarga sin electrodos. Colocar y ajustar la celda de absorción de acuerdo al manual del fabricante. Ajustar el flujo de gas (nitrógeno o argón).
	B.7.6.3.3.1. Adjust the instrument of atomic absorption in adequate conditions for the determination of As:  Wavelength of 193.7 nm and discharge lamp without electrodes. Place and adjust the cell of absorption according to the manufacturer’s manual. Adjust the gas flow (nitrogen or argon). 

	B.7.6.3.3.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibración de ácido clorhídrico al 1,5% siguiendo las instrucciones del manual del fabricante.
	B.7.6.3.3.2. Adjust to 0 of absorbance with the calibration blank of hydrochloric acid at 1.5% following the instructions in the manual of the manufacturer.

	B.7.6.3.3.3 Optimizar con un estándar de calibración la respuesta del instrumento al analito (por lo general, 10 mL de una solución de 5 µg/l de As da una absorbancia de 0,2), ajustando el tiempo de purga I, el tiempo de reacción y el tiempo de purga II.
	B.7.6.3.3.3. Optimize with a calibration standard, the response of the instrument to the analyte (generally, 10 ml of a solution of 5 µg/l of As gives an absorbance of 0.2), adjusting the purge time I, the time of reaction and the purge time II. 

	B.7.6.3.3.4 Tomar un volumen conocido de la muestra dirigida y seguir el mismo procedimiento que con los estándares de calibración.
	B.7.6.3.3.4. Take a known volume of the sample directed and follow the same procedure as with the calibration standards.

	B.7.6.4 Espectrometría de Absorción Atómica por Vapor Frío.
	B.7.6.4. Spectrometer of Atomic Absorption by Cold Method.

	B.7.6.4.1 Calibración.
	B.7.6.4.1. Calibration. 

	B.7.6.4.1.1 Proceder de acuerdo a los puntos B.7.5.1
	B.7.6.4.1.1. Proceed according to the points B.7.5.1.

	B.7.6.4.1.2 A partir de la solución de trabajo de 1 µg/mL preparar estándares de calibración que contengan 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1,0 µg de Hg a frascos de reacción. A cada frasco agregar 100 mL de la solución de dilución y 20 mL de la solución de reducción. Trazar la curva de calibración de absorbancia (altura máxima de pico) en función de la concentración del analito.
	B.7.6.4.1.2. From the work solution of 1 µg/l  prepare calibration standards that contain 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 µg of Hg to reaction flasks. To each flask add 100 ml of the dilution solution and 20 ml of the reduction solution. Trace the calibration curve of absorbance (maximum peak) depending on the concentration of the analyte. 

	B.7.6.4.2 Operación del Instrumento.
	B.7.6.4.2. Operation of the Instrument. 

	B.7.6.4.2.1 Proceder de acuerdo a B.7.5.1
	B.7.6.4.2.1. Proceed according to  B.7.5.1.

	B.7.6.4.3 Determinación.
	B.7.6.4.3 Determination.

	B.7.6.4.3.1 Ajustar el instrumento de absorción atómica en las condiciones adecuadas para la determinación de Hg: longitud de onda de 253,6 nm, slit 0,7 nm y lámpara de cátodo hueco. Colocar y ajustar la celda de absorción de acuerdo al manual del fabricante. Ajustar el flujo de gas (nitrógeno o argón).
	B.7.6.4.3.1. Adjust the instrument of atomic absorption in adequate conditions for the determination of Hg:  Wavelength of 253.6 nm, slit 0.7 nm and and hollow cathode lamp. Place and adjust the cell of absorption according to the manufacturer’s manual. Adjust the gas flow (nitrogen or argon).

	B.7.6.4.3.2 Ajustar a 0 de absorbancia con el blanco de calibración (solución de dilución y de reducción) siguiendo las instrucciones del manual del fabricante.
	B.7.6.4.3.2. Adjust to 0 of absorbance with the calibration blank (solution of dilution and reduction) following the instructions in the manual of the manufacturer.

	B.7.6.4.3.3 Optimizar con un estándar de calibración la respuesta del instrumento al analito.
	B.7.6.4.3.3. Optimize with a calibration standard, the response of the instrument to the analyte  

	B.7.6.4.3.4 Tomar 25 mL de la muestra digerida y seguir el mismo procedimiento que con los estándares de calibración.
	B.7.6.4.3.4. Take 25 ml of the digested sample and follow the same procedure as with the calibration standards.

	B.7.7 Expresión de Resultados
	B.7.7. Expression of Results.

	B.7.7.1. Método de Cálculo.
	B.7.7.1. Method of calculation. 

	Interpolar los valores de absorbancia o altura de pico de la muestra analizada en la curva de calibración y obtener los mg/kg del elemento en la muestra y realizar los cálculos empleando la siguiente fórmula:
	Interpolate the values of absorbance or peak height of the sample analyzed in the calibration curve and obtain the mg/kg of the element in the sample and make the calculations employing the following formula: 


	mg/ kg =
	A x B

	
	C


	en donde:
	Where: 

	A = Concentración en mg/kg de la muestra a interpolar en la curva de calibración.
	A = Concentration in mg/kg of the sample to interpolate in the calibration curve. 

	B = Volumen final al que se llevó la muestra (mL).
	B = Final volume of the sample (ML). 

	C = Peso de la muestra (g) o volumen de la muestra (mL) en el caso de agua.
	C = Weight of the sample (g) or volume of the sample (ml) in the case of water. 

	En los equipos que pueden programarse, la lectura obtenida da directamente la concentración del elemento en mg/kg o µg/kg.
	In the equipment that can be programmed, the reading obtained directly gives the concentration of the element in mg/kg or µg/kg. 

	B.7.8 Informe de la Prueba
	B.7.8 Report of the Test.

	Los resultados se informarán en mg/kg o µg/kg del elemento a determinar.
	The results will be reported in mg/kg or µg/kg of the element to be determined. 

	B.8. Determinación de AFM1 en leche, fórmula láctea o producto lácteo combinado por columna de inmunoafinidad- HPLC.
	B.8. Determination of AFM1 in milk, lacteal formula or combined lacteal product by immunoaffinity column – HPLC. 

	B.8.1 Principio del Método.
	B.8.1. Principle of the Method. 

	La AFM1 es extraída por aplicación de la porción de prueba (leche líquida o leche deshidratada reconstituida) a una columna de inmunoafinidad, la cual contiene anticuerpos monoclonales específicos ligados a un material de soporte sólido. Así como la muestra pasa a través de la columna, los anticuerpos selectivamente se ligan a la AFM1 presente para formar un complejo antígeno-anticuerpo. Los otros componentes de la matriz de la muestra son removidos de la columna con agua destilada. La AFM1 es eluída de la columna con acetonitrilo y cuantificada por HPLC en fase reversa con detección de fluorescencia.
	The AFM1 is extracted by application of the test portion (liquid milk or reconstituted dehydrated milk) to an immunoaffinity column, which contains monoclonal antibodies linked to a liquid support material. As well as the sample passes through the column, the antibodies selectively are linked to the AFM1 present to form a complex antigen-antibody. The other components of the matrix of the sample are removed from the column with distilled water. The AFM1 is eluded to the column with acetronitrile and quantified by HPLC in reverse phase with detection of fluorescence.  

	B.8.2 Equipo.
	B.8.2 Equipment.

	B.8.2.1 Sistema HPLC, que incluye:
	B.8.2.1 HPLC system, that includes:

	B.8.2.2 Bomba
	B.8.2.2 Pump.

	B.8.2.3 Inyector automático o manual de muestras.
	B.8.2.3 Automatic injector or manual of samples.

	B.8.2.4 Columna HPLC C18 de 4.6 x 250 mm, 5 µm de tamaño partícula.
	B.8.2.4 Column HPLC C18 from 4.6 x 250 mm, 5 µm of particle size.

	B.8.2.5 Detector de fluorescencia
	B.8.2.5. Fluorescence detector. 

	B.8.2.6 Integrador de datos o computadora personal con el software adecuado para el control del equipo y procesamiento de datos
	B.8.2.6 Data integrator or personal computer with adequate software for the control of the equipment and data processing. 

	B.8.2.7 Bomba manual (cuerpo de jeringa de vidrio de 50 mL unida a través de un conector de plástico a un suministro de aire) o manifold para extracción por vacío en fase sólida.
	B.8.2.7. Manual pump (body of glass syringe of 50 ml joined through a plastic connector to an air supply) or manifold for extraction by vacuum in solid phase. 

	B.8.2.8 Centrífuga a 2000 rpm.
	B.8.2.8 Centrifuge at 2000 rpm.

	B.8.2.9 Mezclador tipo vórtex.
	B.8.2.9. Vortex type mixer.

	B.8.2.10 Balanza analítica de lectura 0,1 mg.
	B.8.2.10. Analytical scale of Reading 0.1 mg. 

	B.8.211 Espectrofotómetro capaz de hacer mediciones de 200 a 400 nm.
	B.8.2.11. Spectrophotometer capable of making measurements of 200 to 400 nm. 

	B.8.2.12 Equipo de filtración Millipore o similar.
	B.8.2.12. Millipore filtration equipment or similar.

	B.8.2.13 Sistema de evaporación de muestras multipuesto en baño seco con bomba de vacío.
	B.8.2.13. System of evaporation of samples plaed in a dry bath with a vacuum pump.

	B.8.2.14 Extractor en fase sólida o Vaccum manifold
	B.8.2.14. Extractor in a solid phase or vacuum manifold. 

	B.8.2.15 Bomba de vacío
	B.8.2.15. Vacuum pump.

	B.8.3. Materiales
	B.8.3. Materials

	B.8.3.1 Columnas de inmunoafinidad. Se sugiere adquirir columnas con una capacidad de carga de no menos de 100ng de AFM1.
	B.8.3.1. Columns of immunoaffinity. It is suggested to acquire columns with a load capacity of not less than 100 ng of AFMI. 

	B.8.3.2 Tubos de centrífuga.
	B.8.3.2 Tubes of centrifuge.

	B.8.3.3 Vasos de precipitados de 100 mL.
	B.8.3.3. Precipitate glasses of 100 ml. 

	B.8.3.4 Pipetas volumétricas de 50 mL.
	B.8.3.4. Volumetric pipettes of 50 ml. 

	B.8.3.5 Pipetas graduadas de 10 mL.
	B.8.3.5. Graduated 10 ml pipettes.

	B.8.3.6 Auxiliar de macultureipeteado.
	B.8.3.6. Micultureipette auxiliary. 

	B.8.3.7 Jeringas de vidrio o desechables de 50 mL.
	B.8.3.7. Glass siringes or discardables of 50 ml. 

	B.8.3.8 Micultureipetas de 10 a 100 µL; 100 a 1000 µL. y 1 a 5 mL.
	B.8.3.8. Micultureipettes of 10 to 100 µL; 100 to 1000 µL. and 1 to 5 mL.

	B.8.3.9 Puntas para micultureipeta.
	B.8.3.9. Points for micultureipette. 

	B.8.3.10 Filtros para solventes orgánicos de 47 mm de diámetro y poro de 0,45 µm.
	B.8.3.10 Filters for organic solvents of 47 mm of diameter and pore of 0.45 µm.

	B.8.3.11 Filtros para solventes acuosos de 47 mm de diámetro y poro de 0,2 µm.
	B.8.3.11 Filters for aqueous solvents of 47 mm of diameter and pore of 0.2 µm.

	B.8.3.12 Filtros para muestras de politetrafluoretileno de 13 mm y poro de 0,45 µm.
	B.8.3.12 Filters for samples of polytetrafluorethylene of 13 mm and pore of 0.45 µm.

	B.8.3.13 Matraces aforados color ámbar de 5, 25 y 100 mL.
	B.8.3.13 Amber colored flasks of  5, 25 and 100 mL.

	B.8.3.14 Jeringas desechables de 5 mL sin aguja.
	B.8.3.14 5 ml disposable siringes without needle. 

	B.8.3.15 Frascos vial color ámbar de 5 mL con tapón.
	B.8.3.15 Amber colored vial flasks of 5 ml with cover. 

	B.8.3.16 Matraces Erlenmeyer de 250 mL.
	B.8.3.16 Erlenmeyer flasks of 250 mL.

	B.8.3.17 Celdas de cuarzo para espectofotómetro de 1 cm de paso de luz.
	B.8.3.17 Quartz cells for spectrophotometer of 1 cm of light passage. 

	B.8.3.18 Pipetas Pasteur.
	B.8.3.18 Pasteur pipettes.

	B.8.3.19 Papel filtro Whatman No. 4 o equivalente.
	B.8.3.19 Whatman No. 4 paper filter or the equivalent.

	B.8.3.20 Adaptadores o acoples de apilamiento para unir columnas de inmunoafinidad (adaptors starcking 1,3 or 5 mL part Nª 5185-57-94 Agilent o similar)
	B.8.3.20 Adaptors or overlapping couplers  (starcking adaptors 1.3 or 5 mL part Nª 5185-57-94 Agilent or similar)

	B.8.3.21 Embudos
	B.8.3.21 Funnels.

	B.8.4 Reactivos.
	B.8.4 Reagents.

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser de grado analítico y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents that are mentioned in the following must be analytical grade and water is understood as distilled water. 

	B.8.4.1 Acetonitrilo ( C2H3N) grado HPLC.
	B.8.4.1 Acetonitrile (C2H3N) HPLC grade.

	B.8.4.2 2-Propanol (isopropanol) grado HPLC.
	B.8.4.2. 2- propanol (isopropanol) HPLC grade. 

	B.8.4.3 Agua (H2O) destilada y grado HPLC.
	B.8.4.3. Water (H2O) distilled and HPLC grade. 

	B.8.4.4 Acido sulfúrico concentrado (H2SO4).
	B.8.4.4 Concentrated sulfuric acid (H2SO4).

	B.8.4.5 Patrón certificado de 50 g AFM1 en película.
	B.8.4.5 Certificate master of 50 g AFM1 in film.

	B.8.4.6 Tripsina (proteasa pancreática), 2000 FIP-U/g.
	B.8.4.6 Tripsine (pancreatic protease), 2000 FIP-U/g.

	B.8.4.7 Dicromato de potasio (K2Cr2O7).
	B.8.4.7 Potassium dichromate (K2Cr2O7).

	B.8.4.8 Solución de ácido sulfúrico 0,018 N. Disolver 1 mL de ácido sulfúrico concentrado y aforar a 2 L con agua destilada.
	B.8.4.8 Sulfuric acid solution 0.018 N. Dissolve 1 mL de concentrated sulfuric acid and fill to 2 L with distilled water. 

	B.8.4.9 Soluciones patrón de dicromato de potasio.
	B.8.4.9 Master solutions of potassium dichromate. 

	B.8.4.9.1 Aproximadamente 0,25 mM.
	B.8.4.9.1 Approximately 0.25 mM.

	Pesar exactamente 78 mg de dicromato de potasio previamente secado en estufa a 100-105°C durante 2 h, y aforar a 1 L con ácido sulfúrico 0,018 M.
	Weigh exactly 78 mg of potassium dichromate previously dried in a stove at 100 – 105 ºC for 2 hours, and fill to 1 liter with sulfuric acid 0.018 m. 

	B.8.4.9.2 Aproximadamente 0,125 mM.
	B.8.4.9.2. Approximately 0.124 nm. 

	Diluir 25 mL de la solución de 0,25 mM a 50 mL con ácido sulfúrico 0,018 M.
	Dilute 25 ml of the solution of 0.25 mm at 50 ml with sulfuric acid 0.018 M. 

	B.8.4.9.3 Aproximadamente 0,0625 mM
	B.8.4.9.3 Approximately 0.0625 mm. 

	Diluir 25 mL de la solución de 0,125 mM a 50 mL con ácido sulfúrico 0,018 M.
	Dilute 25 ml of the solution of 0.125 mm to 50 ml with sulfuric acid 0.018 m. 

	B.8.4.10 Fase móvil para HPLC. Agua-Acetonitrilo (75:25). Filtrar a través de filtro de membrana de 0,45 m y degasificar. Es recomendable si el sistema cuenta con una bomba binaria o cualquier otra, no se realice la mezcla por medio de ésta, debido a la facilidad con que se generan burbujas
	B.8.4.10. Mobile phase for HPLC. Water – Acetronitrile (75:25). Filter through membrane filter of 0.45 m and degasify. It is recommendable if the system has a binary pump or any other, not to make the mixture by means of it, due to the ease with which bubbles are generated. 

	B.8.4.11 Cloruro de sodio
	B.8.4.11 Sodium chloride

	B.8.4.12 Fosfato disódico dihidratado
	B.8.4.12 Dehydrated disodium phosphate

	B.8.4.13 Cloruro de potasio
	B.8.4.13 Potassium chloride

	B.8.4.14 Hidróxido de sodio
	B.8.4.14 Sodium hydroxide

	B.8.4.15 Solución salina amortiguadora de fosfatos para lavado de columna de inmunoafinidad (pesar 8 g NaCl, 1,16 g Na2HPO4*2H2O, 0,2g KH2PO4, 0,2g KCl, disolver en 1L de agua destilada y ajustar a pH 7,4 con NaOH o HCl
	B.8.4.15 Phosphates buffering saline solution (weight 8 g NaCl, 1.16 g Na2HPO4*2H2O, 0.2g KH2PO4, 0.2g KCl, dissolve in 1L of distilled water and adjust to pH 7.4 with NaOH or HCl

	B.8.5 Procedimiento.
	B.8.5 Procedure.

	B.8.5.1 Preparación de la Muestra.
	B.8.5.1 Preparation of the sample.

	B.8.5.1.1 Productos Líquidos.
	B.8.5.1.1 Liquid products.

	Calentar las muestras de leche entre 35 -37ªC en baño de agua termostaizada y a continuación homogenizar suavemente, con barra magnética para dispersas la grasa. Centrifugar un volumen de muestra (2000g-15 min) para separar la grasa y eliminar la capa superior. Filtrar la porción restante del tubo con papel Whatman Nª 4 (o similar) y transferir 50 mL cuantitativamente medidos al reservorio de la columna de inmunoafinidad, la cual previamente, se encuentra a temperatura ambiente.
	Heat the milk samples between 35 – 37 ºC in a thermotized water bath and then homogenize slowly, with a magnetic bar for fat dispersal. Centrifuge a volume of sample (2000 g – 15 min) to separate the fat and eliminate the upper layer. Filter the remaining portion of the tube with a Whatman No. 4 paper filter (0r similar) and transfer 50 ml quantitatively measured to the reservoir of the column of immunoaffinity, which is at room temperature. 

	Para el análisis de productos esterilizados, es recomendable diluir volumen a volumen con agua destilada previo calentamiento y filtración o producto preparado. Para el análisis de productos esterilizados, es recomendable diluir volumen a volumen con agua destilada previo al calentamiento y filtración o centrifugación.
	For the analysis of sterilized products, it is recommendable to dilute volume to volume with distilled water after heating and filtration or prepared product. For the analysis of sterilized products, it is recommendable to dilute volume to volume with distilled water after heating and filtration or centrifugation. 

	B.8.5.1.2 Productos Deshidratados.
	B.8.5.1.2. Dehydrated products.

	Reconstituir con agua de acuerdo con las instrucciones señaladas en la etiqueta o 130 g del producto llevados a 1 L con agua a 50ºC. Disolver y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Colectar al menos 50 mL de la leche preparada.
	Reconstitute with water according to the instructions stipulated on the label or 130 grams of the product filled to 1 liter with water at 50 ºC. Dissolve and agitate the sample for the purpose of homogenizing it completely. Collect at least 50 ml of the prepared milk.

	Nota: Para el análisis de caseinatos de sodio, calcio y potasio, es necesario efectuar una hidrólisis enzimática de la porción de prueba previo a la filtración o centrifugación. Para este propósito, proceder de igual forma que con los productos deshidratados, pero adicionando 2 g de tripsina a la porción de prueba antes de colocar el matraz en el baño de agua por 30 minutos.
	Note: For the analysis of sodium, calcium and potassium casseinates it is necessary to make an enzymatic hydrolysis of the portion of test prior to the filtration or centrifugation. For this purpose, proceed the same as the dehydrated products, but adding 2 grams of tripsine to the test portion before placing the flask in the water bath for 30 minutes. 

	B.8.5.2 Calibración del Espectrofotómetro:
	B.8.5.2. Calibration of Spectrophotometer

	B.8.5.2.1 Determinar la absorbancia (A) de las tres soluciones de K2Cr2O7 0,25, 0,125 y 0,0625 mM en ácido sulfúrico, a su máximo de absorción cerca de 350 nm, usando como blanco la solución de ácido sulfúrico 0,018 N.
	B.8.5.2.1. Determine the absorbance (A) of the three solutions of K2Cr2O7 0.25, 0.125 and 0.0625 mM in sulfuric acid, at its maximum of absorption near 350 nm, using as a blank the sulfuric acid solution 0.018 N. 

	B.8.5.2.2 Calcular la absorbitividad molar (() de cada concentración con la siguiente fórmula:
	B.8.5.2.2. Calculate the molar absorbitivity of each concentration with the following formula: 


	(()= A x 1000 
Conc. (mM)




	B.8.5.2.3 Si los tres valores varían, revisar la técnica o el instrumento, promediar los 3 valores para obtener el valor de (().
	B.8.5.2.3 If the three values vary, review the technique or the instrument, average the 3 values to obtain the value of (()

	B.8.5.2.4 Determinar el factor de corrección (FC) para cada instrumento y celdas en particular, sustituyendo en la siguiente ecuación:
	B.8.5.2.4. Determine the correction factor (FC) for each instrument and cells in particular, substituting in the following equation. 


FC= 3160

       (()

	Donde: 3160 = Valor de (() de las soluciones de K2Cr2O7


	Where: 3160 = Value of (() of the solutions of K2Cr2O7

	B.8.5.2.5 Si el valor de FC es < 0,95 o > 1,05 revisar el instrumento o técnicas, para determinar o eliminar la causa (usar el mismo juego de celdas en la calibración y determinación de la pureza).
	B.8.5.2.5. If the value of FC is < 0.95 or > 1.05 review the instrument or techniques to determine or eliminate the cause (use the same set of cells in the calibration and determination of the purity). 

	B.8.5.3 Preparación de Soluciones Patrón de AFM1.
	B.8.5.3. Preparation of Master Solutions of AFM1. 

	B.8.5.3.1 Solución Patrón de 2 ng/L.
	B.8.5.3.1 Master solution 2 ng/L.

	B.8.5.3.1.1 Por medio de una jeringa, introducir aproximadamente 2 mL de acetonitrilo dentro del vial sellado que contiene el patrón certificado de AFM1. Agitar vigorosamente durante 1 minuto en mezclador tipo vórtex y transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL usando pequeñas porciones de acetonitrilo. Diluir al volumen con acetonitrilo y mezclar bien.
	B.8.5.3.1.1. By means of a syringe, introduce approximately 2 ml of acetonitrile within the sealed vial that contains the certified master of AFM1. Agitate vigorously for one minute in a vortex type mixer and transfer quantitatively to a volumetric 25 ml flask using small portions of acetonitrile. Dilute the volume with acetonitrile and mix well. 

	B.8.5.3.1.2 Transferir una alícuota de 2-3 mL de esta solución a una celda de cuarzo y registrar el espectro ultravioleta entre 330 y 370 nm, usando acetonitrilo en la celda de referencia. Medir la absorbancia de la solución a la longitud de onda de máxima absorción (la cual es cercana a 325 nm). Determinar la concentración exacta de esta solución empleando la siguiente ecuación:
	B.8.5.3.1.2. Transfer an aliquot of 2-3 ml of this solution to a quartz cell and record the ultraviolet spectrum between 330 and 370 nm, using acetonitrile in the reference cell. Measure the absorbance of the solution to the wavelength of maximum absorption (which is close to 325 nm). Determine the exact concentration of this solution employing the following equation. 
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	En donde:
	Where: 

	A= absorbancia a 350 nm.
	A = absorbance to 350 nm

	PM= Peso molecular para AFM1= 328.
	PM = Molecular weight for AFM1 = 328

	 = coeficiente de extinción para AFM1= 19,850.
	Error! Bookmark not defined. = coefficient of extinction for AFM1= 19.850.

	FC= Factor de corrección (calculado en B.9.5.2.4).
	FC = Factor of Correction (calculated in B.9.5.2.4). 

	B.8.5.3.1.3 Regresar la solución de AFM1 al frasco original. Almacenar esta solución en el congelador por un máximo de 2 años, pero verificar su concentración cada 6 meses. Antes de usar esta solución permitir que alcance la temperatura ambiente. Debe mantenerse lejos de la luz directa
	B.8.5.3.1.3. Return the AFM1 solution to the original flask. Store this solution in the freezer for a maximum of 2 years, but verify its concentration every 6 months. Before using this solution, permit it to reach room temperature. It must be maintained far from direct light. 

	B.8.5.3.2 Solución Patrón de 0,5 (g/mL.
	B.8.5.3.2. Master solution of 0.5 (g/mL.

	Medir un volumen apropiado de solución patrón (B.8.5.3.1.) en un matraz volumétrico de 5 mL, dado que se transfieran exactamente 500 (g de AFM1. Diluir al volumen con acetonitrilo y mezclar vigorosamente en vortex. Esta solución es estable por 2 meses si es almacenada en refrigeración (4ºC).
	Measure an appropriate volume of master solution (B.8.5.3.1.) in a 5 ml volumetric flask, given that exactly 500 (g de AFM1 are transferred.  Dilute to volume with acetronitrile and mix vigorously in vortex. This solution is stable for 2 months if stored under refrigeration (4 ºC). 

	B.8.5.3.3 Soluciones Patrón de Trabajo.
	B.85.3.3. Master work solutions

	Preparar una serie de soluciones estándares calibrantes con el objeto de inyectar masas de aflatoxina M1 de 0,5, 1,0, 5,0 y 10 ng cada una presente en 50 (L de inyección AFM1. Para ello medir el volumen apropiado de solución (B.8.5.3.2) en un vial color ámbar y evaporar, con flujo de nitrógeno. Diluir al volumen necesario con fase móvil del inciso 8.4.10. Preparándose en el día de su uso.
	Prepare a series of standard calibrated solutions for the purpose of injecting masses of aflatoxin M1 of 0.5, 1.0, 5.0 and 10 ng each one present in 50 (L of AFM1 injection.  For this, measure the appropriate volume of solution (B.8.5.3.2.) in an amber colored vial and evaporate, with a nitrogen flow. Dilute to the necessary volume with a mobile phase of the subsection 8.4.10. Preparing it on the day of its use. 

	B.8.5.4 Extracción de la AFM1 por medio de Columnas de Inmunoafinidad.
	B.8.5.4. Extraction of AFM1 by means of Immunoaffinity columns. 

	B.8.5.4.1 Firmemente conectar una columna de inmunoafinidad a la punta de una jeringa de vidrio o desechable utilizada como reservorio por medio de acoples y colocar en el extractor de fase sólida (manifold de vacío).
	B.8.5.4.1 Firmly connect an immunoaffinity column to the tip of a syringe or disposable glass used as a reservoir by means of couplings and place in the solid phase extractor (vacuum manifold).

	B.8.5.4.2 Medir 50 mL de la muestra en el depósito de la jeringa y pasarla a través de la columna de inmunoafinidad a un flujo aproximado de 2-3 mL/min.
	B.8.5.4.2 Measure 50 mL of sample in the reservoir of the syringe and passing through the immunoaffinity column at a flow rate of 2-3 mL / min.

	B.8.5.4.3 Lavar la columna con 20 mL de buffer a un flujo aproximado de 2-3 mL/min. Descartar los lavados. Pasar de 2-3 mL de aire o suave flujo de nitrógeno para secar el material de empaque.
	B.8.5.4.3 Wash column with 20 mL of buffer at a flow rate of 2-3 mL /min. Discard the washings. Pass 2-3 mL smooth flow of air or nitrogen to dry the packaging material.

	B.8.5.4.4 Eluir lentamente la aflatoxina con 4mL de acetonitrilo. Dejar el acetonitrilo en contacto con la columna por lo menos 3 minutos para asegurar la completa remoción de la toxina ligada. Esto se logra reflujando el acetonitrilo de dos a tres veces. Colectar el eluido en un vial de 5 mL.
	B.8.5.4.4 Slowly elute the aflatoxin  with 4 mL of acetonitrile. Leave acetonitrile in contact with the column at least 3 minutes to ensure complete removal of the linked toxin. This is accomplished by refluxing the acetonitrile two to three times. Collect the eluate in a 5 mL vial.

	B.8.5.4.5 Evaporar a sequedad a 40ºC bajo una corriente de nitrógeno. Adicionar al residuo 200 L de fase móvil (B.8.4.10). Agitar y filtrar a través de un filtro de membrana de 0,45 m y proceder con la cuantificación por HPLC.
	B.8.5.4.5 Evaporate to dryness at 40 ºC under a nitrogen stream. Add to the residue 200 L of mobile phase (B.8.4.10). Agitate and filter through a membrane filter of 0.45 m and proceed with quantification by HPLC.

	B.8.5.5 Cuantificación por HPLC.
	B.8.5.5 Quantification by HPLC.

	B.8.5.5.1 Encender todos los componentes del sistema de cromatografía.
	B.8.5.5.1 Turn on all the components of the chromatography system. 

	B.8.5.5.2 Fijar los siguientes parámetros cromatográficos de acuerdo con las instrucciones de operación del equipo:


	B.8.5.5.2. Set the following chromatographic parameters according to the instructions of equipment operation: 


	Fase móvil:
	Agua:Acetonitrilo (B.8.4.10).

	Flujo:
	0,8 mL/min.

	Volumen de inyección:
	50 L (equivalente a 12,5 mL de producto fluido o 1,25 g de producto deshidratado).

	Detector de fluorescencia
	Excitación: 365 nm. Emisión: 435 nm.


	Mobile phase:
	Water:Acetonitrile (B.8.4.10).

	Flow:
	0,.8 mL/min.

	Volume of injection:
	50 L (equivalent to 12.5 mL of fluid producto r 1.25 g of dehydrated product). 

	Fluorescence detector: 
	Excitation: 365 nm. Emission: 435 nm.


	B.8.5.5.3 Purgar las bombas del sistema con cada uno de los componentes de la fase móvil.
	B.8.5.5.3. Purge the pumps of the system with each one of the components of the mobile phase.

	B.8.5.5.4 Correr la fase móvil a través de todo el sistema a un flujo de 0,8mL/min, hasta obtener una línea base estable.
	B.8.5.5.4. Run the mobile phase through the entire system to a flow of 0.8 ml/min, until obtaining a stable base line. 

	B.8.5.5.5 Inyectar 50 L de la solución de trabajo de AFM1 de la mayor concentración (B.8.5.3.2) y ajustar los controles del detector de fluorescencia para dar al menos un 80% de respuesta del registrador. Repetir las inyecciones 2-3 veces hasta que las áreas del pico son constantes. La aflatoxina eluye en un tiempo aproximado de 11 minutos.
	B.8.5.5.5 Inject 50 L of the work solution of the highest concentration AFM1 (B.8.5.3.2) and adjust the fluorescence detector controls to give at least 80% response of the recorder. Repeat injections 2-3 times until the peak areas are constant. The aflatoxin elutes in approximately 11 minutes.

	B.8.5.5.6 El día del análisis, inyectar en secuencia, volúmenes de 50 L de cada solución patrón de trabajo y preparar una curva de calibración graficando el área del pico contra la concentración de AFM1 inyectada. Ajustar la curva por método de mínimos cuadrados (Regresión Lineal).
	B.8.5.5.6 The day of the analysis, inject in sequence, volumes 50 Error! Bookmark not defined.L of each master work solution and prepare a calibration curve by plotting peak area against concentration of injected AFM1. Adjust the curve by the least squares method (Linear Regression).

	B.8.5.5.7 Inyectar del mismo modo 50 L de cada una de las muestras y determinar la cantidad de AFM1 en la muestra utilizando la ecuación de la recta obtenida en la curva de calibración como sigue:
	B.8.5.5.7. Inject in the same way 50 L  of each one of the samples and determine the amount of AFM1 in the sample using the equation obtained in the calibration curve as follows: 


Y = m x + b

	En donde:
	Where: 

	Y = Área del pico correspondiente a la AFM1 en la muestra.
	Y = peak area corresponding to the AFM1 in the sample. 

	m = pendiente.
	m = pending.

	x = concentración en no/L de AFM1 en la muestra.
	X = concentration in ng/L of AFM1 in the sample.

	b = ordenada al origen.
	b = ordered to the origin.

	Despejar x, para obtener los no/L de AFM1 en la muestra.
	Clear x, to obtain the ng/L of AFM1 in the sample. 

	X= concentración en no de AFM1 en la muestra.
	X = concentration in ng of AFM1 in the sample. 

	Despejar X, para obtener los no de AFM1 en la muestra
	Clear X, to obtain the ng of AFM1 in the sample. 

	B.8.5.5.8 Si el área del pico obtenido para la muestra es mayor que la obtenida para la solución patrón de la mayor concentración, preparar una solución adecuada diluyendo con Fase móvil B.8.4.10 y volver a inyectar.
	B.8.5.5.8. if the peak area obtained for the sample is greater than that obtained for the master solution of greater concentration, prepare an adequate solution diluting with mobile phase B.8.5.10 and inject again. 

	B.8.5.6 Determinación de la Eficiencia de las Columnas de Inmunoafinidad.
	B.8.5.6 Determination of the Efficiency of the Immunoaffinity Columns

	B.8.5.6.1 Realizar los cálculos necesarios para la fortificación de una muestra por triplicado, con el punto medio de la curva y prosiguiendo como describe B.8.5.4.2 a B.8.5.4.5.
	B.8.5.6.1 Perform the calculations required for the fortification of a sample in triplicate, with the midpoint of the curve and proceeding as described in B.8.5.4.2 to B.8.5.4.5.

	B.8.5.6.2 Eluir la AFM1 con 4 mL de acetonitrilo y evaporar a sequedad a 40ºC con la ayuda de nitrógeno. Reconstituir con 1 mL de agua acetonitrilo (7:3).
	B.8.5.6.2 Elute the AFM1 with 4 mL of acetonitrile and evaporated to dryness at 40 °C with the aid of nitrogen. Reconstitute with 1 mL of acetonitrile-water (7:3).

	B.8.5.6.3 Inyectar 50 L al sistema HPLC bajo las condiciones descritas anteriormente. El lote de columnas de inmunoafinidad es adecuado si la recuperación de AFM1 es > 80%.
	B.8.5.6.3 Inject 50 L the HPLC system under the conditions described above. The lot of immunoaffinity columns is appropriate if the AFM1 recovery is > 80 %. 

	B.8.6 Cálculos:
	B.8.6 Calculations: 

	Calcular la concentración de AFM1 en la porción de prueba, usando las siguientes fórmulas:
	Calculate the AFM1 concentration in the test portion, using the following formulas. 
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	Esta fórmula es aplicable sólo cuando ninguna dilución ha sido efectuada. El factor de dilución correspondiente debe ser tomado en cuenta (por ejemplo en el análisis de productos esterilizados o cuando la muestra se sale del intervalo de la curva de calibración).
	This formula is applicable only when no dilution has been made. The corresponding factor of dilution must be taken into account (for example in the analysis of sterilized products or when the sample is out of the interval of the calibration curve). 

	B.8.7 Expresión de Resultados.
	B.8.7 Expression of Results.


	g of AFM1 /L


	B.8.6 Preparación y Dilución de Muestras para su Análisis Microbiológico.
	B.8.6 Preparation and dilution of samples for their Microbiological Analysis.

	B.9.1 Fundamento
	B.9.1. Basis

	Se basa en la preparación de diluciones primarias, para obtener una distribución lo más uniforme posible de los microorganismos presentes en la porción de muestra.
	It is based on the preparation of primary dilutions to obtain a distribution as uniform as possible of the microorganisms present in the portion of the sample.

	B.9.2 Materiales y Equipo
	B.9.2 Materials and equipment

	B.9.2.1 Pipetas bacteriológicas para distribuir 10 y 1 mL (o si es necesario de 1 mL y 2 mL), con tapón de algodón. Las pipetas pueden ser graduadas en volúmenes iguales a una décima de su volumen total.
	B.9.2.1 Bacteriological pipettes to distribute 10 and 1 mL (or if necessary of 1 mL and 2 m), with cotton plug. The pipettes may be graduated in equal volumes to one tenth of their total volume.

	B.9.2.2 Frascos de vidrio de 250 mL con tapón de rosca.
	B.9.2.2. Glass flasks of 250 ml with screw on top.

	B.9.2.3 Tubos de 16 x 150 mm con tapón de rosca.
	B.9.2.3. Tubes of 16 x 150 mm with a screw on top.

	B.9.2.4 Utensilios esterilizables para la obtención de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espátulas, etc.
	B.9.2.4 Sterilizable utensils for obtaining samples: knives, tweezers, scissors, spoons, spatulas, etc.

	B.9.2.5 Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio deberán esterilizarse mediante: Horno, durante 2 h a 170 a 175°C o 1 h a 180°C o Autoclave, durante 15 minutos como mínimo a 121 ± 1,0°C.
	B.9.2.5 All the materials and instruments that come into contact with the samples under study must be sterilized by: oven, for 2 hours at 170-175 °C or 1 hour at 180 °C or autoclave for at least 15 minutes at 121 ± 1.0 °C.

	B.9.2.6 El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dañado por esterilización repetida y éste debe ser químicamente inerte.
	B.9.2.6 The glassware can be substituted by disposable material that meets the desired specifications. Glassware damaged by repeated sterilization must not be used and it must be chemically inert.

	B.9.2.7 Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	B.9.2.7. Oven to sterilize that reaches a minimum temperature of 170 ºC. 

	B.9.2.8 Autoclave con termómetro y manómetro, calibrada con termómetro de máximas y mínimas.
	B.9.2.8. Autoclave with a thermometer and manometer, calibrated with a thermometer of maximums and minimums.

	B.9.2.9 Baño de agua con control de temperatura y circulación mecánica, provista con termómetro calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 ± 0,5°C.
	B.9.2.9. Water bath with temperature control and mechanical circulation, provided with a calibrated thermometer with divisions of 0.1 ºC and that maintains the temperature at 45 ± 0.5 ºC.

	B.9.2.10 Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reóstato o bien un homogeneizador peristáltico (Stomacher).
	B.9.2.10 Blender with one or two speeds controlled by a reostat or a peristaltic homogenizer (Stomacher). 

	B.9.2.11 Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristáltico.
	B.9.2.11 Glasses for a blender with a sterilizable top or sterile bags for peristaltic homogenizer. 

	B.9.2.12 Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g
	B.9.2.12 Granatary scale with sensitivity of 0.1 grams. 

	B.9.2.13 Vórtex para la agitación de las diluciones.
	B.9.2.13 Vortex blender for the agitation of the dilutions.

	B.9.2.14 Perilla.
	B.9.2.14 Knob. 

	B.9.2.15 Frascos de vidrio con capacidad de 125 a 250 mL.
	B.9.2.15 Glass flasks with a 125 to 250 ml capacity. 

	B.9.3 Reactivos
	B.9.3 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico. Cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada.
	The reagents that are mentioned in the following must be analytical grade. When water is indicated, it must be understood as distilled water. 

	B.9.3.1 Solución de Hidróxido de Sodio 1,0 N
	B.9.3.1 Sodium hydroxide 1.0 N solution.


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Hidróxido de sodio
	4,0 g

	Agua
	100 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Sodium hydroxide
	4.0 g

	Water
	100 mL


	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver el hidróxido de sodio y llevar a 100 mL con agua.
	Dissolve the sodium hydroxide and fill to 100 ml with water. 

	B.9.3.2 Soluciones Diluyentes
	B.9.3.2 Dilution solutions

	B.9.3.2.1 Solución Reguladora de Fosfatos (solución concentrada).
	B.9.3.2.1. Regulator solution of phosphates (concentrated solution). 


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Fosfato de sodio monobásico
	34,0 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Monobasic sodiu phosphate
	34.0 g

	Water
	1.0 l


	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7,2 con solución de hidróxido de sodio 1,0N. Llevar a un litro con agua. Esterilizar durante 15 minutos a 121° ± 1,0°C. Conservar en refrigeración (solución concentrada). Tomar 1,25 mL de la solución concentrada y llevar a un litro con agua (solución de trabajo). Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL según se requiera. Esterilizar a 121° ± 1,0°C durante 15 minutos. Después de la esterilización, el pH y los volúmenes finales de la solución de trabajo deberán ser iguales a los iniciales.
	Dissolve the phosphate in 500 mL of water and adjust the pH to 7.2 with sodium hydroxide solution 1.0N. Fill to a liter with water. Sterilize for 15 minutes at 121 ° ± 1.0 °C. Store in a refrigerator (concentrated solution). Take 1.25 mL of stock solution and fill to a liter with distilled water (work solution). Distribute in portions of 99, 90 and 9 mL as needed. Sterilize at 121 ° ± 1.0 ° C for 15 minutes. After sterilization, the pH and the final volumes of the work solution must be equal to the initial volumes.

	B.9.3.2.2 Agua Peptonada
	B.9.3.2.2. Peptone water


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona
	1,0 g

	Cloruro de sodio
	8,5 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Peptone
	1.0 g

	Sodium chloride
	8,.5 g

	Water
	1.0 l


	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7 ± 0,1 con hidróxido de sodio 1,0N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL o en cualquier volumen múltiplo de nueve según se requiera. Esterilizar a 121 ± 1,0°C durante 15 minutos. Después de la esterilización, el pH y los volúmenes finales de la solución de trabajo deberán ser iguales a los iniciales. Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar oscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su volumen o composición.
	Dissolve the components in one liter of water. Adjust the pH to 7 ± 0.1 with 1.0N of sodium hydroxide. Distribute portions 99, 90 and 9 mL or in any multiple volume multiple nine as needed. Sterilize at 121 ± 1.0 °C for 15 minutes. After sterilization, the pH and the final volumes of the working solution must be equal to the initial solution. If the diluent is not used immediately, store in a dark place at a temperature between 0 to 5 °C for no longer than a month, under conditions that do not alter its volume or composition.

	B.9.4 Procedimiento
	B.9.4 Procedure

	B.9.4.1 Preparación de la Dilución Primaria.
	B.9.4.1 Preparation of the Primary Dilution.

	B.9.4.1.1 A partir de muestras líquidas:
	B.9.4.1.1 From the liquid samples:

	Para muestras líquidas no viscosas en las cuales la distribución de microorganismos es homogénea o fácilmente homogeneizable por medios mecánicos (agitación, etc.).
	Non-viscous liquid samples in which the distribution of microorganisms is homogeneous or easily homogenizable by mechanical means (agitation, etc.).



	Para muestras congeladas de un alimento originalmente líquido o licuable, fundir por completo en baño de agua de 40 a 45°C un tiempo máximo de 15 minutos y homogeneizar agitando vigorosamente puede utilizarse el Vortex.
	For frozen samples of an originally liquid or liquefiable food product, melt them completely in a water bath of 40 to 45 °C for a maximum time of 15 minutes and homogenize by vigorous stirring; the vortex blender can be used.

	Para la parte líquida de una muestra heterogénea la cual sea considerada suficientemente representativa de la muestra total (por ejemplo la fase acuosa de grasas animales y vegetales).
	For the liquid part of a heterogenous sample which is considered sufficiently representative of the total sample (for example the aqueous phase of animal and vegetable fats). 

	B.9.4.1.1.1 Agitar la muestra manualmente con 25 movimientos de arriba a abajo en un arco de 30cm efectuados en un tiempo de 7 segundos. Tomar 1 mL de la muestra y diluir con 9 mL del diluyente el cual debe encontrarse a una temperatura similar a ésta, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente. Considerar el uso de vórtex para la agitación de los tubos.
	B.9.4.1.1.1 Agitate the sample manually with 25 movements up and down in an arc of 30cm made ​​in a time of 7 seconds. Take 1 ml of sample and dilute with 9 ml of diluent which must be at a temperature similar to it, avoiding contact between the pipette and the diluent. Consider using vortex for agitation of the tubes.

	B.9.4.1.1.2 Siempre que la cantidad de muestra lo permita, tomar alícuotas mayores, por ejemplo volúmenes de 10 u 11 mL, diluidos con 90 o 99 mL, de la misma forma que se describió anteriormente.
	B.9.4.1.1.2. When the amount of the sample permits it, take greater aliquots, for example, volumes of 10 or 11 ml, diluted with 90 or 99 ml in the same way as previously described. 

	B.9.4.1.2 A partir de muestras sólidas o semisólidas.
	B.9.4.1.2 From the solid or semi-solid samples. 

	B.9.4.1.2.1 Las muestras sólidas y semisólidas congeladas, deben descongelarse en refrigeración de 4 a 8ºC durante 18 horas y no más de 24 horas antes de proceder a su análisis.
	B.9.4.1.2.1 Frozen solid and semi-solid samples must be thawed under refrigeration at 4 to 8 °C for 18 hours and not more than 24 hours prior to analysis.

	B.9.4.1.2.2 Pesar una cantidad de 10 u 11 g de la muestra por analizar en un recipiente o bolsa plástica estériles de tamaño adecuado.
	B.9.4.1.2.2 Weigh an amount of 10 or 11 g of the sample to be analyzed into a sterile plastic container or bag of suitable size.

	B.9.4.1.2.3 Adicionar un volumen de 90 a 99 mil del diluyente llevado a una temperatura similar a la de la muestra.
	B.9.4.1.2.3 Add a volume of 90 to 99 mL of the diluent carried to a similar temperature to that of the sample.

	B.9.4.1.2.4 Operar la licuadora o el homogeneizador peristáltico de 1 a 2 minutos hasta obtener una suspensión completa y homogénea según se indique en la técnica correspondiente para cada alimento. Aun en los equipos más lentos, este tiempo no debe exceder de 2,5 minutos.
	B.9.4.1.2.4 Operate the peristaltic blender or homogenizer 1 to 2 minutes until obtaining a complete and homogeneous suspension as indicated in the technique corresponding for each food. Even with slower equipment, this time should not exceed 2.5 minutes.

	B.9.4.1.2.5 Permitir que las partículas grandes se sedimenten, y transferir la cantidad deseada tomando de las capas superiores de la suspensión. Cuando la dilución primaria es muy viscosa o pegajosa, adicionar más diluyente, lo cual debe tomarse en cuenta para las operaciones subsecuentes o expresión de resultados. El homogeneizador peristáltico (Stomacher) puede no ser adecuado para algunos productos (por ejemplo, aquellos con partículas agudas o constituyentes que no se dispersen fácilmente). Debe ser utilizado sólo cuando exista evidencia (publicada o por ensayos comparativos) de que los resultados obtenidos no difieren significativamente con aquellos obtenidos con licuadora.
	B.9.4.1.2.5 Permit the large particles to settle and transfer the desired quantity taking from the upper layers of the suspension. When the primary dilution is very viscous or sticky, add more thinner, which should be considered for subsequent operations or expression of results. The peristaltic homogenizer (Stomacher) may not be suitable for some products (such as those with acute or constituent particles that are not easily dispersed). It should be used only when there is evidence (published or comparative tests) that the results do not differ significantly from those obtained with blender.

	B.9.4.2 Preparación de las Diluciones Decimales Adicionales.
	B.9.4.2. Preparation of the Additional Decimal Dilutions.

	B.9.4.2.1 Transferir 1 mL o un múltiplo, por ejemplo, 10 u 11 mL de la dilución primaria 1 + 9 (10-1), en otro recipiente conteniendo nueve veces el volumen del diluyente estéril a la temperatura apropiada, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.
	B.9.4.2.1 Transfer 1 mL or a multiple, for example, 10 or 11 mL of the primary dilution 1 + 9 (10-1), in another container containing nine times the volume of sterile diluent at the appropriate temperature, avoiding contact between the pipette and the diluent.

	B.9.4.2.2 Mezclar cuidadosamente cada botella de diluyente siempre de la misma manera que se describe en B.9.4.1.1.1.
	B.9.4.2.2 Mix carefully each bottle of diluent always in the same manner as described in B.9.4.1.1.1.

	B.9.4.2.3 La selección de las diluciones que se vayan a preparar y de aquellas que se van a inocular, dependen del número esperado de microorganismos en la muestra, con base a los resultados de análisis previos y de la información que se obtenga del personal de inspección que la haya colectado. En ausencia total de información, trabajar con las diluciones de la primera a la sexta.
	B.9.4.2.3 The selection of the dilutions that are going to be prepared and those that are to be innoculated, depending on the expected number of microorganisms in the sample, based on the results of previous analysis and the information obtained from the inspection personnel that has collected it. In the total absence of information, work with dilutions from the first to the sixth.

	B.9.4.2.4 Utilizar pipetas diferentes para cada dilución inoculando simultáneamente las cajas que se hayan seleccionado. El volumen que se transfiera nunca debe ser menor al 10% de la capacidad total de la pipeta.
	B.9.4.2.4 Use different pipettes for each dilution simultaneously inoculating the boxes that are selected. The volume to be transferred must never be less than 10% of the total capacity of the pipette.



	B.9.4.2.5 Si la pipeta es terminal y se transfiere un volumen de líquido equivalente a su capacidad total, escurrir aplicando la punta de la pipeta una sola vez en un área de la caja Petri sin líquido.
	B.9.4.2.5 If the pipette is terminal and a volume of liquid equal to its total capacity is transferred, drain once applying the pipette tip into a Petri dish area without liquid.

	B.9.4.2.6 Mientras se afora el líquido de la pipeta, la punta de ésta debe apoyarse en el interior del cuello del frasco y mantenerla en posición vertical, para lo cual este último debe inclinarse lo necesario.
	B.9.4.2.6 While filling the liquid of the pipette, the tip must be supported inside the neck of the bottle and kept upright, for which the latter must be inclined as necessary.

	En estudios donde se busca la presencia o ausencia de una determinada especie de microorganismos en 0,1 mil o 0,1 g, no es necesario preparar diluciones mayores.
	In studies where the presence or absence of a particular species of microorganisms in 0.1 mL or 0.1 g is sought, it is not necessary to prepare greater dilutions.


	El criterio para seleccionar las diluciones a preparar de acuerdo con el número de microorganismos esperado es:
	The criterion for selecting the dilutions prepared according to the expected number of microorganisms is:

	Para la técnica del número más probable utilizar tres tubos: donde sea posible demostrar el microorganismo en 10 mL de la dilución más alta.
	For most probable number technique using three tubes: where it is possible demonstrate the microorganism in 10 mL of the highest dilution

	Para la técnica de cuenta en placa, considerar aquellas en las que se puedan contar de 25 a 250 colonias en un mínimo de una de tres diluciones en el método de cuenta de bacterias aerobias en placa. En el caso de otros grupos microbianos, considerar el número especificado de colonias en la Norma Oficial Mexicana correspondiente.
	For plate count technique, consider those in which there can be from 25 to 250 colonies on at least one of three dilution counting method in the aerobic bacteria in plaque. In the case of other microbial groups, consider the specified number of colonies in the corresponding Official Mexican Standard.

	B.9.4.3 Duración del Procedimiento.
	B.9.4.3 Duration of the Procedure.

	En general, las diluciones de la muestra deben ser preparadas inmediatamente antes del análisis y éstas deben ser usadas para inocular el medio de cultivo dentro de los 20 minutos posteriores a su preparación.
	In general, sample dilutions must be prepared immediately prior to analysis and these should be used to inoculate the culture media within 20 minutes after preparation

	B.10 Método para la Cuenta de Microorganismos Coliformes Totales en Placa.
	B.10 Method for the Counting of Total Coliform Microorganisms in Plate.

	B.10.1 Fundamento del método
	B.10.1 Basis of the method.

	El método permite determinar el número de microorganismos coliformes presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la producción de gas y ácidos orgánicos, los cuales viran el indicador de pH y precipitan las sales biliares.
	The method permits determining the number of coliform microorganisms present in a sample, using a selective media (violet red bile agar) in which bacteria grows at 35 ° C in about 24 h, resulting in the production of gas and organic acids which veer to the pH indicator and bile salts precipitate .

	B.10.2 Materiales
	B.10.2 Materials

	B.10.2.1 Pipetas bacteriológicas para distribuir 10 y 1 mL (o si es necesario de 11 y 2 mL), con tapón de algodón. Las pipetas pueden ser graduadas en volúmenes iguales a una décima de su volumen total.
	B.10.2.1 Bacteriological pipettes for distributing 10 and 1 mL (or if necessary of 11 and 2 mL), with cotton plug. The pipettes may be graduated in equal volumes to one tenth of their total volume.
 .

 .



	B.10.2.2 Frascos de vidrio de 250 mL con tapón de rosca.
	B.10.2.2 Glass jars 250 ml with screw cap.

	B.10.2.3 Tubos de 16 X 150 mm con tapón de rosca.
	B.10.2.3 Tubes of 16 X 150 mm with screw cap.

	B.10.2.4 Utensilios esterilizables para la obtención de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espátulas, etc.
	B.10.2.4 Sterilizable utensils for obtaining samples: knives, tweezers, scissors, spoons, spatulas, etc.

	B.10.2.5 Cajas Petri.
	B.10.2.5 Petri dishes.

	B.10.2.6 Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante: Horno, durante 2 h a 170 - 175°C, o 1 h a 180°C; o en autoclave, durante 15 minutos como mínimo a 121 ± 1,0°C.
	B.10.2.6 All materials and instruments that come into contact with the samples under study must be sterilized by: oven, for 2 hours at 170 -175 °C, or 1 hour 180 °C; or in an autoclave for at least 15 minutes at 121 ± 1.0 °C.



	B.10.2.7 El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dañado por las esterilizaciones repetidas y éste debe ser químicamente inerte.
	B.10.2.7 Glassware can be substituted by disposable material that meets the desired specifications. Glassware damaged by repeated sterilizations must not be used and it must be chemically inert.

	B.10.3 Aparatos e instrumentos
	B.10.3 Apparatuses and instruments

	B.10.3.1 Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	B.10.3.1 Oven for sterilizing that reaches a minimum temperature of 170 ° C.

	B.10.3.2 Autoclave con termómetro y manómetro, calibrada con termómetro de máximas y mínimas.
	B.10.3.2 Autoclave with thermometer and manometer calibrated with maximum and minimum thermometer.

	B.10.3.3 Baño de agua con control de temperatura y circulación mecánica, provista con termómetro calibrado con divisiones de 0,1° C y que mantenga la temperatura a 45 ± 1,0°C.
	B.10.3.3 Water bath with temperature control and mechanical movement, provided with calibrated thermometer with divisions of 0.1 °C and that maintains the temperature at 45 ± 1.0 ° C.

	B.10.3.4 Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reóstato o bien un homogeneizador peristáltico (Stomacher).
	B.10.3.4 Blender with one or two speeds controlled by a rheostat or a peristaltic homogenizer (Stomacher).

	B.10.3.5 Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristáltico.
	B.10.3.5 Glasses for a blender with sterilizable lids or bags for peristaltic homogenizer.

	B.10.3.6 Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de ± 1,0° C, provista con termómetro calibrado.
	B.10.3.6 Incubator with a thermostat that avoids variations greater than ± 1.0 °C provided with a calibrated thermometer.

	B.10.3.7 Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador.
	B.10.3.7 Dark field colonies counter, with adequate lighting, square plate glass and lens grid amplifier.

	B.10.3.8 Registrador mecánico o electrónico.
	B.10.3.8 Mechanical or electronic recorder.

	B.10.3.9 Microscopio óptico.
	B.10.3.9 Optic microscope. 

	B.10.3.10 Potenciómetro con una escala mínima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.
	B.10.3.10 Potentiometer with a minimum scale of 0.1 units of pH at 25 ºC.

	B.10.4 Reactivos
	B.10.4. Reagents.

	Los reactivos que a continuación se mencionan, deben ser grado analítico y cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada.
	The reagents that are mentioned in the following must be analytical grade and when water is indicated it must be understood as distilled water.

	B.10.4.1 Soluciones Diluyentes
	B.10.4.1 Diluting solutions. 

	B.10.4.1.1 Solución Reguladora de Fosfatos (solución concentrada)
	B.10.4.1.1. Regulator solution of phosphates (concentrated solution)


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Fosfato monopotásico
	34,0 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Monopotassium phosphate
	34.0 g

	Water
	1.0 l


	Preparación:
	Preparation:

	Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7,2 con solución de hidróxido de sodio 1,0N. Llevar con agua a un litro. Esterilizar a 121± 1,0°C durante 15 minutos. Conservar en refrigeración (solución concentrada).
	Dissolve the phosphate in 500 ml of water and adjust the pH at 7.2 with sodium hydroxide solution 1.0 N. Fill with water to a liter. Sterilize at 121 ± 1.0 ºC for 15 minutes. Keep refrigerated (concentrated solution). 

	Tomar 1,25 mL de la solución concentrada y llevar a un litro con agua (solución de trabajo). Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL según se requiera. Esterilizar durante 15 minutos a 121± 1,0°C. Después de la esterilización, el pH y los volúmenes finales de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales.
	Take 1.25 mL of stock solution and bring to a liter of water (working solution). Distribute in portions of 99, 90 and 9 mL as needed. Sterilize for 15 minutes at 121 ± 1.0 ° C. After sterilization, the pH and the final volumes of the working solution must be equal to the initial volumes.

	B.10.4.1.2 Agua Peptonada
	B.10.4.1.2 Peptone water

	
	


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona
	1,0 g

	NaCl
	8,5 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Peptone 
	1.0 g

	NaCl
	8.5 g

	Water
	1.0 l


	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,0 con hidróxido de sodio 1,0 N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL o en cualquier volumen múltiplo de nueve según se requiera. Esterilizar durante 15 minutos a 121 ± 1,0°C. Después de la esterilización, los volúmenes finales de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales.
	Dissolve the components in one liter of water. Adjust pH to 7.0 with 1.0 N sodium hydroxide. Distribute in portions 99, 90 and 9 mL volume or any multiple nine as needed. Sterilize for 15 minutes at 121 ± 1.0 ° C. After sterilization, the final volumes of the working solution must be equal to the initial volume.



	Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su volumen o composición.
	If the diluent is not used immediately, store in a dark place at a temperature between 0 to 5 °C for no longer than a month, under conditions that do not alter the volume or composition.

	B.10.4.2 Medio de Cultivo Agar-rojo-violeta-bilis-lactosa (RVBA)
	B.10.4.2 Red Violet Bilis Agar culture media (RVBA).


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona
	7,0 g

	Extracto de levadura
	3,0 g

	Lactosa
	10,0 g

	Sales biliares
	1,5 g

	Cloruro de sodio
	5,0 g

	Rojo neutro
	0,03 g

	Cristal violeta
	0,002 g

	Agar
	15,0 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Peptone 
	7.0 g

	Yeast extract
	3.0 g

	Lactose 
	10.0 g

	Bile salts
	1.5 g

	Sodium chloride
	5.0 g

	Neutral red
	0.03 g

	Violet cristal
	0.002 g

	Agar
	15.0 g

	Water
	1.0 l


	Preparación:
	Preparation:

	Mezclar los componentes en el agua y dejar reposar durante algunos minutos. Mezclar perfectamente y ajustar el pH a 7,4 con ácido clorhídrico 0,1N o con hidróxido de sodio 0,1N a 25°C, de forma que después del calentamiento se mantenga en este valor. Calentar con agitación constante y hervir durante 2 minutos. Enfriar inmediatamente el medio en un baño de agua hasta que llegue a 45°C. Evitar el sobrecalentamiento del medio. No debe esterilizarse en autoclave. Usar el medio dentro de las tres primeras horas después de su preparación. En el caso de utilizar medio de cultivo deshidratado, seguir las instrucciones del fabricante.
	Mix the components in the water and let stand for several minutes. Mix well and adjust pH to 7.4 with 0.1N hydrochloric acid or 0.1N sodium hydroxide at 25 °C, so that after heating it is maintained at this value. Heat with constant stirring and boil for 2 minutes. Immediately cool the media in a water bath until it reaches 45 ° C. Avoid overheating of the media. It should not be autoclave. Use the media within the first three hours after preparation. In the case of using dehydrated culture media, follow the manufacturer's instructions.

	B.10.5 Preparación de la Muestra
	B.10.5 Preparation of the sample.

	La preparación de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en el numeral 9 de este apéndice normativo.
	The preparation of the sample must be according to that established in number 9 of the obligatory appendix. 

	B.10.6 Procedimiento
	B.10.6 Procedure

	B.10.6.1 Colocar en cajas Petri por duplicado 1 mL de la muestra líquida directa o de la dilución primaria, utilizando para tal propósito una pipeta estéril. 
	B.10.6.1 Place in Petri dishes per duplicate 1 ml of the liquid sample direct or primary dilution, using for the purpose a sterile pipette. 

	B.10.6.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilución.
	B.10.6.2 Repeat the procedure as many times as required seeding decimal dilutions, using a separate sterile pipette for each dilution.



	B.10.6.3 Vertir de 15 a 20 mL del medio RVBA fundido y mantenido a 45 ± 1,0°C en baño de agua. En el caso de utilizar cajas de Petri de plástico se vierte de 10 a 15 mL del medio. El tiempo transcurrido entre la preparación de la dilución primaria y el momento en que se vierte el medio de cultivo, no debe exceder de 20 minutos.
	B.10.6.3 Pour 15 to 20 mL of molten RVBA medium and held at 45 ± 1.0 ° C water bath. In the case of using plastic Petri dishes is poured from 10 to 15 mL of medium. The time between the preparation of the primary dilution and the time the culture medium is poured time should not exceed 20 minutes.



	B.10.6.4 Mezclar cuidadosamente el inóculo con el medio con seis movimientos de derecha a izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, seis movimientos en el sentido contrario al de las manecillas del reloj y seis de atrás para adelante, sobre una superficie lisa y nivelada. Permitir que la mezcla solidifique dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fría.
	B.10.6.4 Carefully mix the inoculum with the media with six movements from right to left, six moves in the direction of clockwise, six moves in the counter- clockwise and six backwards, on a smooth, level surface. Allowing the mixture to solidify leaving the Petri plates resting against a horizontal surface cold. 

	B.10.6.5 Preparar una caja control con 15 mL de medio para verificar la esterilidad. Incluír un control adicional que considere la esterilidad de la solución diluyente adicionando 1 mL directo de esta solución en el mismo medio de cultivo.
	B.10.6.5 Prepare a check box with 15 mL of media to verify sterility. Include an additional control that considers the sterility of the diluent solution directly adding 1 mL of this solution in the same culture media.

	B.10.6.6 Después de que está el medio completamente solidificado en la caja, verter aproximadamente 4 mL del medio RVBA a 45 ± 1,0°C en la superficie del medio inoculado. Dejar que solidifique.
	B.10.6.6 After the medium is completely solidified in the box, pour about 4 mL of the media RVBA 45 ± 1.0 °C on the surface of the inoculated media. Let it solidify.


	B.10.6.7 Invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 35°C, durante 24 ± 2 horas.
	B.10.6.7 Invert the plates and placed in the incubator at 35 ° C for 24 ± 2 hours.

	B.10.6.8 Después del periodo especificado para la incubación, contar las colonias con el contador de colonias.
	B.10.6.8 After the incubation period specified for , count colonies with colony counter.

	B.10.6.9 Seleccionar las placas que contengan entre 15 y 150 colonias. Las colonias típicas son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de precipitación debido a las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la morfología colonial es semejante a lentes biconvexos con un diámetro de 0,5 a 2,0 mm.
	B.10.6.9 Select the plates containing between 15 and 150 colonies. Typical colonies are dark red , usually are surrounded by a halo of precipitation due to bile salts, which is light red or pink, the colonial morphology is similar to biconvex lenses with a diameter of 0.5 to 2.0 mm.

	B.10.6.10 Para el caso de polvos, inocular 5 placas con 2 mL de la dilución 1:10, contar las colonias encontradas en cada placa y reportar la suma de UFC/g
	B.10.6.10 For the case of powders, inoculate 5 plates with 2 mL of 1:10 dilution, count colonies on each plate and report the sum of UFC / g.

	B.10.7 Expresión de los Resultados
	B.10.7 Expression of Results

	B.10.7.1 Cálculo del Método
	B.10.7.1 Calculation Method

	B.10.7.1.1 Placas que contienen entre 15 y 150 colonias características.
	B.10.7.1.1 Plates containing between 15 and 150 characteristic colonies.

	Separar las placas que contienen el número antes mencionado de colonias características en dos diluciones consecutivas. Contar las colonias presentes. Calcular el número de coliformes por mililitro o por gramo de producto, multiplicando el número de colonias por el inverso de la dilución correspondiente, tomando los criterios de la NOM-092-SSA1-1994. Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.
	Separate the plates containing the aforementioned number of colonies in two consecutive dilutions. Count the colonies present. Calculate the number of coliforms per milliliter or per gram of product multiplying the number of colonies by the inverse of the corresponding dilution, taking the criteria from the NOM-092-SSA1-1994. Method for aerobic bacteria count in plate.



	B.10.7.1.2 Placas que contienen menos de 15 colonias características.
	B.10.7.1.2 Plates containing fewer than 15 characteristic colonies.

	Si cada una de las placas tiene menos de 15 colonias características, reportar el número obtenido seguido de la dilución correspondiente.
	If each of the plates is under 15 characteristic colonies, report the number obtained followed by the corresponding dilution.

	B.10.7.1.3 Placas con colonias no características.
	B.10.7.1.3 plates with colonies features.

	Si en las placas no hay colonias características, reportar el resultado como: menos de un coliforme por 1/d por gramo, en donde d es el factor de dilución.
	If there are no characteristic colonies on the plates, report the result as: less than one coliform by 1 / d per gram, where d is the dilution factor.

	B.10.8 Informe de la Prueba
	B.10.8 Test Report

	Informar: UFC/g o mL en placa de agar rojo violeta bilis, incubados a 35°C durante 24 ± 2 h. En caso de emplear diluciones y no observar crecimiento, informar utilizando como referencia la dilución más baja utilizada, por ejemplo dilución 10-1. En caso de no observar crecimiento en la muestra sin diluir se informa: "no desarrollo de coliformes por mL.
	Report: UFC /G or mL in plate violet red bile agar, incubated at 35 ° C for 24 ± 2 h. When using dilutions and no growth is observed, report using as reference the lowest dilution used, for example 10 - 1 dilution. The failure to observe growth in the undiluted sample is reported: "no development of coliforms per mL.” 



	B.11 Determinación de Staphylococcus aureus
	B.11 Determination of Staphylococcus aureus

	B.11.1 Fundamento
	B.11.1 Basis

	Este método permite hacer una estimación del contenido de Staphylococcus aureus en alimentos, se efectúa directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial, con la confirmación mediante las pruebas de coagulasa y termonucleasa. Este método es adecuado para el análisis de alimentos en los cuales se esperen más de 100 células de Staphylococcus aureus por g.
	This method allows making an estimate of the content of Staphylococcus aureus in food, it is carried out directly on plates of selective and differential culture media, with confirmation through coagulase and thermonuclease tests. This method is suitable for food analysis in which more than 100 cells of Staphylococcus aureus are expected per gram.

 .

	B.11.2 Materiales y Equipo
	B.11.2 Materials and Equipment

	Todos los instrumentos que se utilicen para trabajar la muestra deben esterilizarse mediante horno, durante 2 h de 170-175ºC o como alternativa en autoclave durante 15 min como mínimo a 121ºC ±1.
	All instruments used to work the sample must be sterilized by oven for 2 h to 170-175 or alternatively autoclave for 15 min at least at 121 ± 1.

	B.11.2.1 Cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espátulas y separador de huevo.
	B.11.2.1 Knives, tweezers, scissors, spoons, spatulas and egg separator.

	B.11.2.2 Tubos de cultivo de 16 mm x 150 mm o frascos de 125 a 250 mL de capacidad, con tapón de rosca.
	B.11.2.2 Test tubes of culture of 16 mm x 150 mm or 125 to 250 ml of capacity, with screw on cap.

	B.11.2.3 Tubos de cultivo de 10 mm x 75 mm, con tapón de rosca.
	B.11.2.3 Test tube culture of 10 mm x 75 mm, with screw on cap.

	B.11.2.4 Cajas Petri de 90 a 100 mm de diámetro.
	B.11.2.4 Petri dishes 90 to 100 mm in diameter.

	B.11.2.5 Pipetas bacteriológicas de 1 mL y 10 mL de capacidad graduadas en 0,1 mL y 1 mL respectivamente y diámetro de 2 a 3 mm.
	B.11.2.5 Bacteriological pipettes 1 ml and 10 ml capacity graduated in 1 mL and 0.1 mL respectively diameter and 2 to 3 mm

	B.11.2.6 Pipetas Pasteur.
	B.11.2.6 Pasteur pipettes

	B.11.2.7 Probetas.
	B.11.2.7 Probes.

	B.11.2.8 Varillas de vidrio de 3,5 mm de diámetro aproximadamente y 20 cm de largo dobladas en ángulo recto, o varillas de plástico estériles desechables.
	B.11.2.8 Glass rods of approximately 3.5 mm in diameter and 20 cm in length bent at right angles, or sterile disposable plastic rods.

	B.11.2.9 Matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio
	B.11.2.9 Erlenmeyer flask with glass beads.

	B.11.2.10 Cámara húmeda: consiste en una caja Petri en la cual se coloca una varilla de vidrio en forma de "V" rodeada de algodón humedecido con agua.
	B.11.2.10 Moist chamber: consists of a Petri dish in which a glass rod is placed in a " V " surrounded by cotton swab moistened with water is placed.

	B.11.2.11 Horno para esterilizar que alcance 180°C.
	B.11.2.11 Oven for sterilizing that reaches 180 ° C.

	B.11.2.12 Autoclave con termómetro.
	B.11.2.12 Autoclave with thermometer.

	B.11.2.13 Baño de agua con regulador de temperatura de 35 ± 0,5ºC.
	B.11.2.13 Water bath with temperature control 35 ± 0.5 ° C.

	B.11.2.14 Baño de agua con regulador de temperatura de 45 ± 0,5ºC.
	B.11.2.14 Water bath with temperature control 45 ± 0.5 ° C.

	B.11.2.15 Balanza con capacidad no mayor de 2,500 g y sensibilidad de 0,1 g.
	B.11.2.15 scale with capacity not greater than 2,500 g and 0.1 g sensitivity.

	B.11.2.16 Incubadora a 35 ± 1ºC.
	B.11.2.16 Incubator at 35 ± 1 ° C.

	B.11.3 Reactivos
	B.11.3 Reagents

	En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas, para su preparación se deben seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva.
	If available dehydrated commercial formulations for their preparation should follow the instructions printed on the respective label.

	Cuando se mencione agua debe entenderse que se trata de "agua destilada".
	When water is mentioned it should be understood that it is "distilled water".

	Los reactivos a emplear en el método objeto de esta norma deben ser grado analítico.
	The reagents used in the method covered by this standard should be analytical grade.

	B.11.3.1 Soluciones Diluyentes
	B.11.3.1 Diluent Solutions

	B.11.3.1.1 Solución Reguladora de Fosfatos (Solución concentrada)
	B.11.3.1.1 Regulatory Phosphate Solution (concentrated solution)


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Fosfato monopotásico
	34,0 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Monopotassium phosphate
	34.0 g

	Water
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7,2 con solución de hidróxido de sodio 1N, aforar con agua a 1 l. Esterilizar durante 15 min a 121ºC ±1, conservar en refrigeración (solución concentrada). Tomar 1,25 mL de la solución concentrada y llevar a 1 l con agua (solución de trabajo). Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL según se requiera. Esterilizar a 121ºC ±1 durante 15 min. Después de la esterilización, los volúmenes finales y el pH de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales.
	Dissolve the phosphate in 500 mL of water and adjust the pH to 7.2 with sodium hydroxide solution 1N, filling with water to 1 liter. Sterilize for 15 min at 121 ± 1, keep refrigerated (concentrated solution). Take 1.25 mL of concentrated solution and fill up to 1 liter with water (working solution). Distribute portions 99, 90 and 9 mL as needed. Sterilize at 121 °C for 15 min ± 1. After sterilization, the final volume and the pH of the working solution must be equal to the initial material.

	B.11.3.1.2 Agua Peptonada
	B.11.3.1.2 Peptone water


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona
	1,0 g

	Cloruro de sodio
	8,5 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Peptone
	1.0 g

	Sodium chloride
	8.5 g

	water
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,0 con solución de hidróxido de sodio 1N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL según se requiera. Esterilizar a 121ºC ±1 durante 15 min. Después de la esterilización los volúmenes finales y el pH de la solución de trabajo deben ser iguales a los iniciales.
	Dissolve the components in one liter of water. Adjust the pH to 7.0 with sodium hydroxide solution. Distribute portions 99, 90 and 9 mL as needed. Sterilize at 121 °C for 15 min ± 1. After sterilization, the final volume and the pH of the working solution must be equal to the initial material.

	B.11.3.2 Medios de Cultivo
	B.11.3.2 Culture media

	B.11.3.2.1 Medio de Baird-Parker
	B.11.3.2.1 Baird-Parker media


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Medio base (11.3.2.2)
	95,0 mL

	Solución de telurito de potasio (11.3.2.3)
	1,0 mL

	Emulsión de yema de huevo (11.3.2.4)
	5,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Base media (11.3.2.2)
	95.0 mL

	Potassium telurite solution (11.3.2.3)
	1.0 mL

	Egg yolk emulsion (11.3.2.4)
	5.0 mL


	Preparación
	Preparation 

	Cuando el medio base esté a 45ºC, agregar los demás ingredientes y mezclar. Colocar de 15 a 20 mL del medio completo, enfriar y dejar solidificar. Las placas pueden almacenarse por 48 h a temperatura de 0 a 5ºC.
	When the base media is at 45 ºC, add the other ingredients and mix. Place from 15 to 20 ml from the complete media, cool and allow to solidify. The plates can be stored for 48 hours at a temperature of 0 to 5 ºC. 

	B.11.3.2.2 Medio base de Baird-Parker
	B.11.3.2.2 Baird Parker base media

	
	


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Triptona
	10,0 g

	Extracto de levadura
	1,0 g

	Extracto de carne
	5,0 g

	Glicina
	12,0 g

	Cloruro de litio
	5,0 g

	Piruvato de sodio
	10,0 g

	Agar
	20,0 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Triptone
	10.0 g

	Yeast extract
	1.0 g

	Meat extract
	5.0 g

	Glycine 
	12.0 g

	Lithium chloride
	5.0 g

	Sodium pirovate
	10.0 g

	Agar
	20.0 g

	Water 
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes o el agar base en agua y calentar con agitación constante y hervir durante 1 min. Esterilizar a 121ºC ±1 durante 15 min. Enfriar y mantener el medio a 45ºC.
	Dissolve the ingredients or the agar base in water and heat with constant agitation and boil for 1 minute. Sterilize at 121 ºC ± for 15 minutes. Cool and maintain the media at 45 ºC.

	En el caso de usar medio base deshidratado, seguir las indicaciones del fabricante.
	In the case of using dehydrated base media, follow the manufacturer’s indications. 

	B.11.3.2.3 Solución de Telurito
	B.11.3.2.3 Telurite solution


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Telurito de potasio
	1,0 g

	Agua
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Potassium tellurite 
	1.0 g

	Water 
	100.0 ml


	Preparación
	Preparation 

	Disolver el telurito de potasio en agua y esterilizar. La solución puede ser almacenada por varios meses a temperatura de 0 a 5ºC.
	Dissolve the potassium tellurite in water and sterilize. The solution can be stored for several months at 0 to 5 ° C.

	B.11.3.2.4 Emulsión de Yema de huevo
	B.11.3.2.4 Egg yolk emulsion

	Preparación
	Preparation

	Lavar con agua y jabón los huevos frescos que sean necesarios y limpiarlos con una solución de tintura de yodo (solución alcohólica al 2%) o sumergirlos en solución de cloruro mercúrico (1:1000). Enjuagar con agua estéril y secar con gasa estéril. En campana de flujo laminar o en condiciones asépticas, abrir los huevos y vaciarlos en un separador de claras estéril. Transferir las yemas a una probeta hasta un volumen de 60 mL y completar a 90 mL con solución salina isotónica. Verter la emulsión a un matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio estéril y agitar fuertemente para formar la emulsión. Filtrar a través de gasa. Las placas deben utilizarse dentro de las 48 h siguientes a su preparación.
	Wash the fresh eggs that are necessary and clean them with a solution of iodine (2% alcohol solution) or immersed in solution of mercuric chloride (1:1000) with soap and water. Rinse with sterile water and dry with sterile gauze. Under a laminar flow hood or under aseptic conditions, open the eggs and empty them into a clear sterile separator. Transfer the yolks to a test tube with a volume of 60 mL and complete to 90 ml with isotonic saline. Pour the emulsion to an Erlenmeyer flask with sterile glass beads and shake vigorously to form the emulsion. Strain through cheesecloth. The plates must be used within the following 48 hours of preparation.

	B.11.3.2.5 Solución Salina fisiológica
	B.11.3.2.5 Physiological saline solution


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Cloruro de sodio
	0,85 g

	Agua
	100,0 mLl


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Sodium chloride
	0.85g

	Water
	100.0 mLl


	Preparación
	Preparation 

	Disolver el ingrediente en agua y esterilizar a 121ºC ±1 durante 15 min.
	Dissolve the ingredient in water and sterilize at 121 ºC ± 1 for 15 minutes

	B.11.3.2.6 Caldo de Infusión cerebro-corazón (BHI)
	B.11.3.2.6 Brain-heart Infusion Broth (BHI)

	
	


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Infusión de cerebro de ternera
	200,0 mL

	Infusión de corazón de res
	250,0 mL

	Peptona de gelatina
	10,0 g

	Cloruro de sodio
	5,0 g

	Fosfato disódico dodecahidratado
	2,5 g

	Glucosa
	2,0 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Beef brain infusion
	200.0 mL

	Beef heart infusion
	250.0 mL

	Gelatin peptone
	10.0 g

	Sodium chloride
	5.0 g

	Dodecahydrated disodium phosphate
	2.5 g

	Glucose
	2.0 g

	Water 
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en agua y calentar ligeramente si es necesario. Distribuir y esterilizar durante 15 min a 121ºC ±1.
	Dissolve the ingredients in water and heat lightly if necessary. Distribute and sterilize for 15 minutes at 121 ºC ± 1.

	B.11.3.2.7 Acido Desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera.
	B.11.3.2.7 Helicoidal desoxirribonucleic acid of calf thymus


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Acido desoxirribonucleico helicoidal

de timo de ternera o equivalente
	0,03 g

	Agar
	1,00 g

	Cloruro de calcio anhidro (Solución

0,01 M) (11.3.2.8)
	0,10 mL

	Cloruro de sodio
	1,00 g

	Azul de toluidina (Solución 0,1 M)

(11.3.2.9)
	0,30 mL

	Tris-(hidroximetil-aminometano)

(Tris solución 0,05 M, pH 9)

(11.3.2.10)
	100,00 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Helicoidal desoxirribonucleic acid of calf thymus or the equivalent
	0.03 g

	Agar
	1.00 g

	Anhydrous calcium chloride (Solution

0.01 M) (11.3.2.8)
	0.10 mL

	Sodium chloride
	1.00 g

	Blue toluidine (Solution 0.1 M)

(11.3.2.9)
	0.30 mL

	Tris-(hydroxymethyl-aminomethane)

(Tris solution 0.05 M, pH 9)

(11.3.2.10)
	100.00 mL


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes, excepto el azul de toluidina agitando hasta completar la disolución del ácido desoxirribonucleico y calentar a ebullición. Agregar el azul de toluidina. Distribuir en frascos pequeños con tapón de hule. No es necesario esterilizar. Este medio es estable a temperatura ambiente hasta 4 meses y funciona perfectamente aun después de fundirlo varias veces. Tomar un porta objetos limpio y agregar 3 mL del medio fundido esparciéndolo por la superficie. Cuando el agar solidifique, hacer orificios con la punta de una pipeta Pasteur. Conservar en refrigeración para evitar la deshidratación.
	Dissolve ingredients except the toluidine blue stirring until complete dissolution of deoxyribonucleic acid and heat to boiling. Add the toluidine blue. Distribute in small bottles with rubber stoppers. No need to sterilize. This medium is stable at room temperature up to 4 months and works perfectly even after repeatedly melted. Take a clean slide objects and add 3 mL of molten medium spreading it over the surface. When the agar solidifies, make holes with the tip of a Pasteur pipette. Store in a refrigerator to avoid dehydration.



	B.11.3.2.8 Solución de Cloruro de calcio anhidro 0,01 M
	B.11.3.2.8 solution anhydrous calcium chloride 0.01 M

	Cloruro de calcio PM = 110,99
	Calcium chloride MW = 110.99

	Disolver 0,1199 g de cloruro de calcio en 100 mL de agua.
	Dissolve 0.1199 g of calcium chloride in 100 mL of water.

	B.11.3.2.9 Solución de Azul de toluidina 0,1 M
	B.11.3.2.9 toluidine blue solution 0.1M

	Disolver 3,05 g de azul de toluidina en 100 mL de agua.
	Dissolve 3.05 g toluidine blue in 100 mL of water.

	B.11.3.2.10 Solución Amortiguadora 0,05 M Tris-(hidroximetilaminometano)
	B.11.3.2.10 0.05 M Tris- buffered (hydroxymethylaminomethane)

	(Tris pH 9) PM = 121,1
	(Tris pH 9) PM = 121.1

	Disolver 6,055 g de Tris en 100 mL de agua.
	Dissolve 6.055 g Tris in 100 mL of water.

	B.11.3.2.11 Reactivo Biológico: Plasma de conejo
	B.11.3.2.11 Biological Reagent: Rabbit Plasma

	Emplear plasma de conejo deshidratado o rehidratado siguiendo las instrucciones del fabricante y agregar ácido etilendiaminotetracético (EDTA) en solución al 0,1% en plasma rehidratado. Si se utiliza plasma deshidratado diluir con agua estéril en proporción de 1:3. Puede emplearse plasma de conejo liofilizado adicionado de EDTA. No debe emplearse sangre citratada.
	Employ dehydrated or rehydrated rabbit plasma following the manufacturer's instructions and add ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) solution 0.1% in rehydrated plasma. If dehydrated plasma is used dilute with sterile water in ratio 1: 3. Lyophilized rabbit plasma with EDTA added may be used. Citrated blood should not be used. 

	B.11.4 Preparación de la Muestra
	B.11.4 Preparation of the sample

	La preparación de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en el numeral 9 de este apéndice normativo.
	The sample preparation must be according to the provisions of paragraph 9 of this obligatory Appendix.

	B.11.5 Procedimiento
	B.11.5 Procedure

	B.11.5.1 Utilizando diferentes pipetas de 1 mL para cada dilución, depositar 0,1 mL sobre la superficie de las placas de agar Baird-Parker.
	B.11.5.1 Using different pipettes of 1 mL for each dilution, deposit 0.1 mL on the surface of Baird – Parker agar plates.

	B.11.5.2 Distribuir el inóculo sobre la superficie del agar con varillas estériles de vidrio en ángulo recto, utilizando una para cada dilución.
	B.11.5.2 Distribute the inoculum over the agar surface with sterile glass rods at right angles, using one for each dilution.


	B.11.5.3 Mantener las placas en su posición hasta que el inóculo sea absorbido por el agar.
	B.11.5.3 Maintain the plates in position until the inoculum is absorbed by the agar.

	B.11.5.4 Invertir las placas e incubar de 45 a 48 h a 35ºC.
	B.11.5.4 Invert the plates and incubate at 35 ° C 45-48.

	B.11.5.5 Seleccionar las placas que tengan entre 15 y 150 colonias típicas de Staphylococcus aureus; si no es posible, seleccionar las placas de las diluciones más altas no obstante tengan más de 150 colonias.
	B.11.5.5 Select the plates with between 15 and 150 colonies typical of Staphylococcus aureus; if not possible, select plates of the highest dilutions however with no more than 150 colonies.

	B.11.5.6 Cuando las placas tengan menos de 15 colonias típicas también pueden ser utilizadas y al informe se debe agregar la nota de "valor estimado".
	B.11.5.6 When the plates less than 15 typical colonies can also be used and the report must be added the note "estimated value ".


	B.11.5.7 Las colonias típicas son negras, circulares, brillantes, convexas, lisas, de diámetro de 1 a 2mm y muestran una zona opaca y un halo claro alrededor de la colonia.
	B.11.5.7 Typical colonies are black, circular, bright, convex, smooth, 1 to 2 mm diameter and show an opaque area and a clear halo around the colony.



	B.11.5.8 Seleccionar las colonias de acuerdo con el siguiente cuadro para realizar las pruebas de coagulasa y termonucleasa:
	B.11.5.8 Select colonies according to the following table for performing tests of coagulase and thermonuclease:


CUADRO

	NUMERO DE COLONIAS SOSPECHOSAS EN PLACA
	NUMERO DE COLONIAS

POR PROBAR

	Menos de 50
	3

	51 a 100
	5

	101 a 150 o más
	7

	< 3
	Probarlas Todas


CHART
	NUMBER OF SUSPICIOUS COLONIES ON THE PLATE
	NUMBER OF COLONIES TO BE TESTED

	Less than 50
	3

	51 to 100
	5

	101 to 150 or more
	7

	< 3
	Test all of them


	B.11.5.9 Seleccionar el número de colonias y sembrar cada una en tubos con 0,5 mL de caldo de infusión cerebro-corazón.
	B.11.5.9 Select the number of colonies and plant each tube with 0.5 mL of brain-heart broth infusion. 

	B.11.5.10 Incubar a 35ºC durante 24 h.
	B.11.5.10 Incubate at 35 for 24 h.

	B.11.5.11 Inocular en la misma forma cepas conocidas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis como testigos positivo y negativo.
	B.11.5.11 Inoculate in the same manner known strains of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis as positive and negative controls.



	B.11.5.12 Después del periodo de incubación pasar con una pipeta de 1 mL, 0,3 mL de cada cultivo a otro tubo de 10 mm x 75 mm y conservarlo para la prueba de termonucleasa. El resto del cultivo se usa para la prueba de coagulasa.
	B.11.5.12 After incubation period passed with a pipette 1 mL, 0.3 mL of each culture to another tube 10 mm x 75 mm and keep it for the thermonuclease test. The rest of the culture is used for the coagulase test.

	B.11.5.13 Prueba de Coagulasa
	B.11.5.13 Coagulase test 

	B.11.5.13.1 Agregar a los 0,2 mL del cultivo anterior, 0,2 mL de plasma de conejo diluido volumen a volumen con solución salina estéril.
	B.11.5.13.1 Add 0.2 mL of the above culture, 0.2 ml of diluted rabbit plasma volume to volume with sterile saline.

	B.11.5.13.2 Incubar en baño de agua de 35 a 37ºC y observar durante 6 h a intervalos de 1 h; si no hay formación de coágulo, observar a las 24 h. Considerar positiva la prueba si hay formación de coágulo.
	B.11.5.13.2 Incubate in water bath 35 at 37 and observed for 6 h 1 h intervals; if there is no clot formation, observed at 24 h. Consider the test positive for clot formation.

	B.11.5.13.3 Para comprobar la coagulabilidad del plasma de conejo se añade una gota de cloruro de calcio al 5% a 0,5 mL de plasma reconstituido empleado, formándose un coágulo en 10-15 seg.
	B.11.5.13.3 To test rabbit plasma coagulability, a drop of calcium chloride is added to the 5% to 0.5 mL of reconstituted plasma employed, forming a clot in 10 to 15 sec.

	B.11.5.14 Prueba de Termonucleasa
	B.11.5.14 Thermonuclease Test 

	B.11.5.14.1 Calentar durante 15 min, 0,3 mL de cultivo en caldo de infusión cerebro-corazón en baño de agua hirviendo.
	B.11.5.14.1 Heat for 15 min, 0.3 mL of broth culture of brain heart infusion in boiling water bath.

B.11.5.14.3 Incubate at 35 ° C in a humid chamber for 4 to 24 h.

	B.11.5.14.2 Pasar una gota de cada cultivo por medio de una pipeta Pasteur a un orificio del medio, incluye testigo.
	B.11.5.14.2 Pass one drop of each culture by using a Pasteur pipette to an orifice of the media, includes  the control.

	B.11.5.14.3 Incubar a 35ºC en cámara húmeda de 4 a 24 h.
	B.11.5.14.3 Incubate at 35 ° C in a humid chamber for 4 to 24 h.

	B.11.5.14.4 La aparición de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor de la perforación se califica como positiva.
	B.11.5.14.4 The appearance of a pink halo spread of at least 1 mm around the piercing is classified as positive.

	B.11.6 Cálculo
	B.11.6 Calculation

	Hacer el cálculo del contenido de microorganismos en el producto tomando en cuenta el número de colonias totales, el número de colonias confirmadas, la dilución y el volumen inoculado (0,1 mL).
	The calculation of the content of microorganisms in the product taking into account the number of total colonies, the number of confirmed colonies, the dilution and inoculated volume (0.1 mL).

	Ejemplo 1:
	Example 1:

	Si la caja tiene 80 colonias en la dilución 1:1000
	If the box has 80 colonies in 1: 1000 dilution

	Se toman 5 colonias para la prueba, de éstas dan 4 positivas, el cálculo es:
	5 colonies are taken for testing, from them there are 4 positive, the calculation is: 


[image: image5.png]



	Ejemplo 2:
	Example 2: 

	Si la caja tiene 14 colonias en la dilución 1:10
	If the box has 14 colonies in the dilution 1:10.

	Se toman 3 colonias para la prueba, de éstas dan 2 positivas, el cálculo es:
	3 colonies are taken for the test, from them are 2 positives, the calculation is:
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3x10x 10 =930




	B.11.7 Expresión de los Resultados
	B.11.7 Expression of Results

	Según ejemplo 1:
	According to Example 1:

	Informar como Staphylococcus aureus 640 000 UFC/g
	Report as Staphylococcus aureus 640,000 UFC/g

	Según ejemplo 2:
	According to Example 2:

	Informar como Staphylococcus aureus 930 UFC/g valor estimado
	Report as Staphylococcus aureus 930 UFC / g estimated value.

	Si las pruebas confirmativas resultan negativas en todas las colonias probadas, informar como:
	If the confirmatory tests are negative in all tested colonies, report as:

	0 UFC/g en muestras directas
	0 UFC / g in direct samples

	-10 UFC/g en muestras de dilución 1:10
	-10 UFC / g in samples 1:10 dilution

	-100 UFC/g en muestras de dilución 1:100
	-100 UFC / g in samples 1: 100 dilution

	En la práctica los resultados pueden variar, esto dependerá del técnico que trabaje el método y el grado de confiabilidad del mismo, que en el 95% de los casos es de ± 16% a ± 52%.
	In practice, the results may vary, it depends on the technical working method and degree of reliability thereof, which in 95 % of cases is ± 16 % to ± 52 %.



	B.12 Determinación de Salmonella spp.
	B.12 Determination of Salmonella spp.

	B.12.1 Fundamento
	B.12.1 Foundation

	La presente técnica para la detección de Salmonella spp. en alimentos, describe un esquema general que consiste de 5 pasos básicos:
	The present technique for detecting Salmonella spp. food, describes a general scheme that consists of 5 basic steps:

	Preenriquecimiento, es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no selectivo, que permite restaurar las células de Salmonella dañadas a una condición fisiológica estable.
	Pre-enrichment is the step where the sample is enriched in non-selective nutrient medium, which allows you to restore damaged Salmonella cells to a stable physiological condition.

	Enriquecimiento selectivo, empleado con el propósito de incrementar las poblaciones de Salmonella spp. e inhibir otros organismos presentes en la muestra.
	Selective enrichment, employee for the purpose of increasing populations of Salmonella spp. and inhibit other organisms in the sample.

	Selección en medios sólidos, en este paso se utilizan medios selectivos que restringen el crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella spp. y permite el reconocimiento visual de colonias sospechosas.
	Selection in solid media in this way selective media that restrict the growth of other different kinds of Salmonella spp are used and allows visual recognition of suspicious colonies.

	Identificación bioquímica, este paso permite la identificación genérica de los cultivos de Salmonella spp. y la eliminación de cultivos sospechosos falsos.
	Biochemical identification, this step allows the generic identification of Salmonella spp cultures and eliminating false suspected cultures.

	Serotipificación, es una técnica serológica que permite la identificación específica de un cultivo.
	Serotyping is a serological technique that allows the identification of a specific culture.

	B.12.2 Materiales y Equipo
	B.12.2 Materials and Equipment

	B.12.2.1 Horno para esterilizar que alcance los 180ºC
	B.12.2.1 Sterilizing oven that reaches 180 ºC.

	B.12.2.2 Incubadora con termostato para evitar variaciones mayores de ± 0,1ºC y termómetro
	B.12.2.2 Incubator with thermostat to avoid variations greater than ± 0.1 °C and thermometer.

	B.12.2.3 Autoclave con termómetro o manómetro, probado con termómetro de máximas
	B.12.2.3 Autoclave with thermometer or manometer, thermometer tested maximum.

	B.12.2.4 Baño maría con termostato y termómetro
	B.12.2.4 Water bath with thermostat and thermometer.

	B.12.2.5 Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g, o Balanza de precisión o analítica
	B.12.2.5 Granatary scale with 0.1 g sensitivity or precision or analytical balance.

	B.12.2.6 Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reóstato, con vasos esterilizables (vidrio o aluminio)
	B.12.2.6 Blender with one or two speeds controlled by a rheostat with sterilizable vessel (glass or aluminum).

	B.12.2.7 Mecheros Bunsen o Fisher
	B.12.2.7 Bunsen or Fisher burners.

	B.12.2.8 Potenciómetro
	B.12.2.8 Potentiometer

	B.12.2.9 Matraces Erlenmeyer de 500 mL
	B.12.2.9 500 mL Erlenmeyer flasks

	B.12.2.10 Recipientes de boca ancha, de capacidad apropiada para contener las muestras simples y compuestas
	B.12.2.10 Wide mouth containers of appropriate capacity to contain simple and composite samples.

	B.12.2.11 Angulos de vidrio
	B.12.2.11 Glass Angles

	B.12.2.12 Cucharas, bisturíes, cuchillos y pinzas
	B.12.2.12 Spoons, knives, knives and tweezers.

	B.12.2.13 Tubos de ensaye de 16 x 150 mm y de 20 x 100 mm
	B.12.2.13 Test tubes of 150 mm and 16 x 20 x 100 mm

	B.12.2.14 Tubos para serología de 10 x 75 mm o de 13 x 100 mm
	B.12.2.14 Serology tubes 10 x 75 mm or 13 x 100 mm

	B.12.2.15 Pipetas bacteriológicas de 10,0 y 5,0 mL, graduadas en 0,1 mL y protegidas con tapón de algodón
	B.12.2.15 Bacteriological 10.0 and 5.0 mL pipettes, graduated in 0.1 mL and protected with cotton plug.

	B.12.2.16 Pipetas de 1 mL, con graduaciones de 0,01 mL.
	B.12.2.16 Pipettes 1 mL, 0.01 mL graduations.

	B.12.2.17 Cajas de petri estériles de vidrio o desechables
	B.12.2.17 Sterile glass or disposable Petri dishes.


	B.12.2.18 Rejillas para tubos de ensaye
	B.12.2.18 Test tube screens

	B.12.2.19 Asa de platino o nicromel de aproximadamente 3 mm de diámetro
	B.12.2.19 Nicromel platinum handle of approximately 3 mm diameter.


	B.12.2.20 Papel pH (intervalo de 6-8) con graduaciones máximas de 0,4 unidades de pH para cambios de color
	B.12.2.20 Paper pH (range 6-8) with a maximum gradations of 0.4 pH units for color changes.

	B.12.2.21 Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante: Horno, durante 2 horas a 170-175ºC o autoclave, durante 15 min como mínimo a 121ºC ± 1ºC
	B.12.2.21 All material that has contact with the samples under study must be sterilized through: oven for 2 hours at 170-175 or autoclave for 15 min at least 121 ° C ± 1 ° C.

	B.12.2.22 Perilla
	B.12.2.22 Knob

	B.12.2.23 Vórtex
	B.12.2.23 Vortex

	B.12.2.24 Estomacher (opcional)
	B.12.2.24 Estomacher (optional )

	B.12.3 Reactivos
	B.12.3 Reagents

	En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas, se deben seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su preparación.
	If available dehydrated commercial formulas, follow the instructions printed on the respective label for their preparation.

	Las sustancias químicas usadas para preparar los medios de cultivo y los reactivos deben ser grado analítico.
	The chemicals used to prepare the culture media and reagents should be analytical grade.



	B.12.3.1 Medios de Pre-enriquecimiento
	B.12.3.1 Pre - enrichment media

	B.12.3.1.1 Agua de Peptona tamponada
	B.12.3.1.1 Buffered peptone water 


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona
	10,0 g

	Cloruro sódico
	5,0 g

	Fosfato sódico dibásico
	3,5 g

	Fosfato potásico monobásico
	1,5 g

	Agua
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptone
	10.0 g

	Sodium chloride
	5.0 g

	Dibasic sodium phosphate
	3.5 g

	Monobasic sodium phosphate
	1.5 g

	Water 
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los componentes en agua, calentando si es necesario. Ajustar el pH, si es necesario, después de la esterilización a 7,0. Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables con la capacidad necesaria para obtener las porciones necesarias para la prueba. Esterilizar por 20 min a 121 ± 1ºC.
	Dissolve the components in water, heating if necessary. Adjust the pH, if necessary, after the sterilization to 7.0. Distribute in sterilizable glass containers with the capacity necessary for obtaining the portions necessary for the test. Sterilize for 20 minutes to 121 ± 1 ºC.

	B.12.3.1.2 Caldo Lactosado
	B.12.3.1.2 Lactose broth


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de carne
	3,0 g

	Peptona
	5,0 g

	Lactosa
	5,0 g

	Agua destilada

pH final: 6,9 ± 0,2
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Meat extract
	3.0 g

	Peptone 
	5.0 g

	Lactose 
	5.0 g

	Distillled water final pH: 6.9 ± 0.2
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en agua, calentando a 65ºC. Distribuir en porciones de 225 mL, en frascos de 500 mL. Esterilizar durante 15 min a 121ºC ± 1ºC.
	Dissolve the ingredients in water, heating to 65 ºC. Distribute in portions of 225 ml in flasks of 500 ml. Sterilize for 15 minutes at 121 ºC ± 1 ºC.

	B.12.3.2 Caldo de Enriquecimiento
	B.12.3.2 Enrichment broth

	B.12.3.2.1 Caldo Selenito-cistina
	B.12.3.2.1 Selenite-cistine broth


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Triptona o polipeptona
	5,00 g

	Lactosa
	4,00 g

	Fosfato disódico
	10,00 g

	Selenito ácido de sodio
	4,00 g

	L-cistina
	0,01 g

	Agua destilada

pH final: 7,0 ± 0,2 a 25ºC
	1,00 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Triptone or polipeptone
	5.00 g

	Lactose
	4.00 g

	Disodium phosphate
	10.00 g

	Sodium selenite acid
	4.00 g

	L-cistine
	0.01 g

	Distilled water
Final pH: 7.0 ± 0.2 at 25ºC
	1.00 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril y distribuir en volúmenes de 10 y 225 mL en recipientes estériles, según se requiera. El caldo así preparado es transparente. De preferencia usarlo el mismo día de su preparación. Si se desea conservar el medio por varios días, puede exponerse al calor en autoclave por 5 min a 110ºC ± 1ºC, tomando entonces un color salmón.
	Dissolve the ingredients in one liter of sterile distilled water and distribute volumes of 10 and 225 mL in sterile containers, as required. The broth prepared this way is transparent. Preferably use the same day of preparation. If you want to keep the media for several days, it can be exposed to heat in an autoclave for 5 min at 110 ° C ± 1 ° C, it takes on a salmon color.

	B.12.3.2.2 Caldo Tetrationato
	B.12.3.2.2 Tetrathionate broth


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Proteosa peptona o triptona
	5,0 g

	Sales biliares
	1,0 g

	Carbonato de calcio
	10,0 g

	Tiosulfato de sodio pentahidratado
	30,0 g

	Agua destilada

pH final: 7,0 ± 0,1
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Proteose peptone or tryptone
	5.0 g

	Bile salts
	1.0 g

	Calcium carbonate
	10.0 g

	Sodium pentahydrated thiosulphate
	30.0 g

	Distilled water
Final pH: 7.0 ± 0.1
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril. Distribuir, agitando constantemente, en porciones de 10 y 225 mL, en recipientes estériles. Guardar en refrigeración. Antes de usar el medio, agregar 2 mL de una solución yodo-yoduro y 1 mL de solución de verde brillante al 0,1% por cada 100 mL de caldo. El medio una vez adicionado de yodo no debe calentarse y debe usarse el mismo día de su preparación
	Dissolve ingredients in one liter of sterile distilled water. Distribute constantly stirring. in portions of 10 and 225 mL in sterile containers. Keep refrigerated. Before using the medium, add 2 mL of iodine - iodide solution and 1 mL of 0.1% brilliant green solution per 100 mL of broth. The medium once added with iodine should not be heated and should be used the day of its preparation.

	B.12.3.2.3 Vassiliadis-Rappaport
	B.12.3.2.3 Vassiliadis-Rappaport

	Solución A
	Solution A


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Triptona
	5,0 g

	Cloruro de sodio
	8,0 g

	Fosfato de potasio dihidrogenado
	1,6 g

	Agua destilada
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Tryptone
	5.0 g

	Sodium chloride
	8.0 g

	Dehydrogenated potassium phosphate
	1.6 g

	Distilled water
	1.0 l


	Disolver los componentes en agua por calentamiento cercano a 70ºC.
	Dissolve the components in water by heating to close to 70 ºC  

	Solución B
	Solution B


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Cloruro de magnesio hexahidratado
	400,0 g

	Agua destilada
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Hexadydrated magnesium chloride
	400.0 g

	Distilled water
	1.01


	Disolver el cloruro de magnesio en agua. Como esta sal es muy higroscópica es conveniente disolver el contenido entero de cloruro de magnesio desde un recipiente recientemente abierto de tal modo que la concentración de la solución sea de 0,4 g/mL. Conservar en frasco ámbar a temperatura ambiente.
	Dissolve the Magnesium chloride in water. Since this salt is very hygroscopic it is convenient to dissolve the entire contents of magnesium chloride from a newly opened container so that the concentration of the solution is 0.4 g / mL. Store in an amber flask at room temperature.

	Solución C
	Solution C


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Oxalato de verde de malaquita
	0,4 g

	Agua destilada
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Malachite green oxalate
	0.4 g

	Distilled water
	100.0 ml


	Disolver el oxalato de verde de malaquita en agua. Conservar en frasco ámbar a temperatura ambiente.
	Dissolve the malachite Green oaxalate in water. Keep in an amber flask at room temperature.

	Medio completo
	Complete media


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	solución A
	1000 mL

	solución B
	100 mL

	solución C
	10 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Solution A
	1000 mL

	Solution B
	100 mL

	Solution C
	10 mL


	Preparación
	Preparation 

	Adicionar 1000 mL de la solución A, 100 mL de la solución B y 10 mL de la solución C. Ajustar el pH si es necesario, de tal manera que después de la esterilización sea de 5,2. Distribuir antes de usar dentro de tubos en cantidades de 10 mL. Almacenar en refrigeración.
	Add 1000 mL of solution A, 100 mL of solution B and 10 ml of solution C. Adjust the pH if necessary, so that after sterilization the pH is 5.2. Distribute before use into tubes in amounts of 10 mL. Store refrigerated.

	B.12.3.2.4 Caldo de Soya tripticasa
	B.12.3.2.4 Trypticase Soy broth


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Tripticasa o triptosa
	17,0 g

	Fitona
	3,0 g

	Glucosa
	2,5 g

	Cloruro de sodio
	2,5 g

	Agua destilada

pH final: 7,3 ± 0,2
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Trypticase or tryptose
	17.0 g

	Phytone 
	3.0 g

	Glucose 
	2.5 g

	Sodium chloride
	2.5 g

	Distilled water
Final pH: 7.3 ± 0.2
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en 1 litro de agua destilada, calentando lentamente hasta su disolución completa. Distribuir porciones de 225 mL dentro de matraces de 500 mL y esterilizar en autoclave durante 15 min a 121ºC ± 1ºC.
	Dissolve the ingredients in 1 liter of distilled water, by slowly heating until complete dissolution. Distribute portions of 225 mL in 500 mL flasks and autoclave for 15 min at 121 ± 1 ° C.



	B.12.3.2.5 Leche descremada reconstituida
	B.12.3.2.5 Reconstituted skim milk

	Suspender 100 g de leche descremada en polvo en un litro de agua destilada. Agitar circularmente hasta disolución. Distribuir en volúmenes de 225 mL en matraces Erlenmeyer de 500 mL. Esterilizar a 121ºC ± 1ºC por 15 min. El volumen final debe corregirse para mantener 225 mL.
	Suspend 100 g of skim milk powder in one liter of distilled water. Circularly stir until dissolved. Distributed in 225 ml volumes in 500 mL Erlenmeyer flasks. Sterilized at 121 ° C ± 1 ° C for 15 min. The final volume should be corrected to keep 225 mL.



	B.12.3.2.6 Caldo Soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio
	B.12.3.2.6 Sterile trypticase soy broth supplemented with potassium sulfite

	Adicionar al caldo soya tripticasa 5 g de sulfito de potasio por cada 1000 mL de medio, quedando una concentración final de sulfito de potasio del 0,5%. Adicionar el sulfito de potasio antes de esterilizar en autoclave en la forma habitual.
	Add to trypticase soy broth 5 g of potassium sulfite per 1000 mL of medium, leaving a final concentration of potassium sulfite 0.5%. Add potassium sulfite before autoclaving in the usual way.



	B.12.3.3 Medios de Aislamiento
	B.12.3.3 Isolation Media

	B.12.3.3.1 Agar verde brillante (VB)
	B.12.3.3.1 Brilliant green agar


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de levadura
	3,0000 g

	Polipeptona (Proteosa peptona No. 3)
	10,0000 g

	Cloruro de sodio
	5,0000 g

	Lactosa
	10,0000 g

	Sacarosa
	10,0000 g

	Rojo de fenol
	0,0800 g

	Agar
	20,0000 g

	Verde brillante
	0,0125 g

	Agua destilada

pH final: 6,9 ± 0,2
	1,0000 l


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Yeast extract
	3.0000 g

	Polypeptone (Proteose peptone No. 3)
	10.0000 g

	Sodium chloride
	5.0000 g

	Lactose
	10.0000 g

	Sacharose 
	10.0000 g

	Red phenol
	0.0800 g

	Agar
	20.0000 g

	Brilliant green
	0.0125 g

	Distilled water final pH:
 6.9 ± 0.2
	1.0000 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar a ebullición, hasta disolución completa. Ajustar el pH. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121ºC ± 1ºC. El sobrecalentamiento del medio disminuye su selectividad. Enfriar el medio a 50ºC y distribuirlo en cajas de petri estériles. El aspecto del medio es obscuro, de color marrón.
	Suspend the ingredients in one liter of distilled water and boil until complete dissolution. Adjust the pH. Autoclaving for 15 min at 121 ° C ± 1 ° C. Overheating of medium decreases its selectivity. Cool the medium to 50 ° C and distributed in sterile petri dishes. The appearance is dark brown.



	B.12.3.3.2 Agar con sulfito de bismuto
	B.12.3.3.2 Bismuth sulfite agar




FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de carne de res
	5,000 g

	Mezcla de peptonas
	10,000 g

	Glucosa
	5,000 g

	Fosfato disódico (anhidro)
	5,000 g

	Sulfato ferroso (anhidro)
	0,300 g

	Sulfito de bismuto
	8,000 g

	Verde brillante
	0,025 g

	Agar
	20,000 g

	Agua destilada

pH final: 7,6 ± 0,2
	1,000 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Beef meat extract
	5.000 g

	Mixture of peptones
	10.000 g

	Glucose 
	5.000 g

	Disodium phosphate (anhydrous)
	5.000 g

	Ferrous sulphate (anhydrous)
	0.300 g

	Bismuth sulphate
	8.000 g

	Brilliant green
	0.025 g

	Agar
	20.000 g

	Distilled water final pH: 7.6 ± 0.2
	1.000 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en un litro de agua. Calentar hasta su disolución completa, agitando frecuentemente. Ajustar el pH. Enfriar a 45ºC y verter en cajas de petri estériles, distribuyendo de manera homogénea el precipitado propio del medio. El aspecto de las placas es opaco, de color verde pálido y deben usarse el mismo día de su preparación. Si la coloración es parda, no deben utilizarse. El medio no debe esterilizarse en autoclave; el sobrecalentamiento afecta su selectividad.
	Suspend ingredients in one liter of water. Heat until completely dissolved, stirring frequently. Adjust the pH. Cool to 45 °C and pour into sterile petri dishes, evenly distributing the precipitate from the medium itself. The appearance of the plates is opaque, pale green and should be used the same day of its preparation. If the color is brown, they should not be used. The medium must not be autoclave; overheating affects their selectivity. 



	B.12.3.3.3 Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)
	B.12.3.3.3 Xylose-Lysine-Desoxycholate Agar (XLD )


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Xilosa
	3,75 g

	L-lisina
	5,00 g

	Lactosa
	7,50 g

	Sacarosa
	7,50 g

	Cloruro de sodio
	5,00 g

	Extracto de levadura
	3,00 g

	Rojo de fenol
	0,08 g

	Agar
	15,00 g

	Desoxicolato de sodio
	2,50 g

	Citrato férrico-amónico
	0,80 g

	Tiosulfato de sodio
	6,80 g

	Agua destilada

pH final: 6,9 ± 0,2
	1,00 l


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Xylose
	3.75 g

	L-lusine
	5.00 g

	Lactose
	7.50 g

	Sacharose
	7.50 g

	Sodium chloride
	5.00 g

	Yeast extract
	3.00 g

	Red phenol
	0.08 g

	Agar
	15.00 g

	Sodium desoxycholate
	2.50 g

	Ferric ammonium citrate
	0.80 g

	Sodium thiosulfate
	6.80 g

	Distilled water final pH: 6.9 ± 0.2
	1.00 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada, y calentar en baño de agua a 55ºC, agitando frecuentemente, hasta disolución completa. Ajustar el pH. Enfriar a 50ºC y verter en cajas de petri estériles. No se esterilice. El sobrecalentamiento produce una precipitación; la reactividad del medio puede ser satisfactoria, pero las colonias suelen ser muy pequeñas. El aspecto del medio es claro y de color rojo brillante.
	Suspend the ingredients in a liter of distilled water and heat in a water bath to 55 ° C, stirring frequently until complete dissolution. Adjust the pH. Cool to 50 °C and pour into a sterile petri dishes. Do not sterilize. Overheating causes precipitation; the reactivity of the medium may be satisfactory, but the colonies are usually very small. The appearance of the media is clear and bright red.



	B.12.3.3.4 Agar para Salmonella y Shigella (SS)
	B.12.3.3.4 Agar for Salmonella and Shigella (SS )


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de carne
	5,000 g

	Polipeptona
	5,000 g

	Lactosa
	10,000 g

	Sales biliares
	8,500 g

	Citrato de sodio dihidratado
	8,500 g

	Tiosulfato de sodio pentahidratado
	8,500 g

	Citrato férrico
	1,000 g

	Agar
	13,500 g

	Rojo neutro
	0,025 g

	Verde brillante
	0,330 mg

	Agua destilada

pH final: 7,0 ± 0,2
	1,000 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Meat extract
	5.000 g

	Polypeptone
	5.000 g

	Lactose
	10.000 g

	Bile salts
	8.500 g

	Dehydrated sodium citrate
	8.500 g

	Pentahydrated sodium thiosulfate
	8.500 g

	Ferric citrate
	1.000 g

	Agar
	13.500 g

	Neutral red
	0.025 g

	Brilliant green
	0.330 mg

	Distilled water final pH: 7.0 ± 0.2
	1.000 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada estéril y calentar a ebullición hasta disolución completa. Ajustar el pH. No esterilizar en autoclave. Enfriar a 50ºC y distribuir en cajas de petri estériles en condiciones asépticas. El aspecto del medio fundido es claro y de color rosado.
	Suspend ingredients in a liter of sterile distilled water and boil until completely dissolved. Adjust the pH. Do not autoclave. Cool to 50 °C and distribute in sterile petri dishes under aseptic conditions. The appearance of the melted media is clear and pink.



	Nota: La polipeptona se puede sustituir por 2,5 g de peptona de caseína y 2,5 g de peptona de carne.
	Note: Polypeptone may be substituted for 2.5 g casein peptone and 2.5 g of meat peptone

	B.12.3.3.5 Agar Entérico Hektoen
	B.12.3.3.5 Hektoen enteric agar (HE)


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Proteosa peptona
	12,000 g

	Extracto de levadura
	3,000 g

	Lactosa
	12,000 g

	Sacarosa
	12,000 g

	Salicina
	2,000 g

	Sales biliares
	9,000 g

	Cloruro de sodio
	5,000 g

	Tiosulfato de sodio
	5,000 g

	Citrato amónico férrico
	1,500 g

	Azul de bromotimol
	0,064 g

	Fuscina ácida
	0,100 g

	Agar
	13,500 g

	Agua

pH final: 7,5 ± 0,2
	1,000 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Proteous peptone
	12.000 g

	Yeast extract
	3.000 g

	Lactose
	12.000 g

	Sacharose 
	12.000 g

	Salicine 
	2.000 g

	Bile salts
	9.000 g

	Sodium chloride
	5.000 g

	Sodium thiosulfate
	5.000 g

	Ferric ammonium citrate
	1.500 g

	Blue bromotimol 
	0.064 g

	Acid fuscine
	0.100 g

	Agar
	13.500 g

	Distilled water final pH: 7.5 ± 0.2
	1.000 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en agua destilada, hervir con agitación hasta completa disolución del agar. No sobrecalentar. Dejar enfriar a 55-60ºC y distribuir en cajas de petri estériles en condiciones asépticas.
	Suspend the ingredients in distilled water, boil with agitation until complete dissolution of the agar. Do not overheat. Allow to cool to 55 – 50 ºC and distribute in sterile petri dishes in aseptic conditions. 

	B.12.3.4 Medios para Pruebas Bioquímicas
	B.12.3.4 Biochemical tests for media

	B.12.3.4.1 Agar de tres azúcares y hierro (TSI)
	B.12.3.4.1 Three sugars and iron agar (TSI)


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona de carne
	1,0 g

	Peptona de caseína
	1,0 g

	Cloruro de sodio
	0,5 g

	Lactosa
	1,0 g

	Sacarosa
	1,0 g

	Glucosa
	0,1 g

	Agar
	1,3 g

	Rojo de fenol
	2,5 mg

	Sulfato ferroso amónico pentahidratado
	20,0 mg

	Tiosulfato de sodio
	20,0 mg

	Agua destilada

pH final: 7,3 ± 0,2
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Meat peptone
	1.0 g

	Casein peptone 
	1.0 g

	Sodium chloride
	0.5 g

	Lactose
	1.0 g

	Sacharose 
	1.0 g

	Glucose 
	0.1 g

	Agar
	1.3 g

	Red phenol
	2.5 mg

	 Pentahydrated ammonium ferric sulfate
	20.0 mg

	Sodium thiosulfate
	20.0 mg

	Distilled water final pH: 7.3 ± 0.2
	100.0 mL


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en 100 mL de agua destilada. Calentar a ebullición, agitando ocasionalmente, hasta disolución completa. Enfriar a 60ºC y ajustar el pH. Distribuir en volúmenes de 3 mL en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar a 121ºC ± 1ºC durante 15 min. Inclinar los tubos de manera que el medio de cultivo en el fondo alcance una altura de 3 cm y una profundidad de 4 cm. El medio es de color rojo.
	Suspend the ingredients in 100 mL of distilled water. Boil occasional stirring until complete dissolution. Cool to 60 ° C and adjusting the pH. Distribute in 3 mL volumes in tubes 13 x 100 mm and sterilized at 121 ° C ± 1 ° C for 15 min. Incline the tubes so that the culture medium at the bottom reaches a height of 3 cm and a depth of 4 cm. The medium is red.



	Nota: Las peptonas se pueden sustituir por 2 g de polipeptona.
	Note: The peptones may be replaced by 2 g of polypeptone.

	B.12.3.4.2 Agar de Hierro y Lisina (LIA)
	B.12.3.4.2 and Lysine Iron Agar ( LIA )


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona de gelatina
	0,5 g

	Extracto de levadura
	0,3 g

	Glucosa
	0,1 g

	L-lisina
	1,0 g

	Citrato férrico-amónico
	50,0 mg

	Tiosulfato de sodio anhidro
	4,0 mg

	Púrpura de bromocresol
	2,0 mg

	Agar
	1,5 g

	Agua destilada

pH final: 6,7 ± 0,2
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Gelatine peptone
	0.5 g

	Yeast extract
	0.3 g

	Glucose 
	0.1 g

	L-lysine
	1.0 g

	Ammonium ferric citrate
	50.0 mg

	Anhydrous sodium thiosulfate
	4.0 mg

	Purple bromocresol
	2.0 mg

	Agar
	1.5 g

	Distilled water final pH: 6.7 ± 0.2
	100.0 mL


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en el agua destilada y mezclar bien, calentar hasta ebullición con agitación frecuente hasta conseguir la disolución completa. Ajustar el pH. Distribuir en volúmenes de 3 mL en tubos de 13 x 100 mm, con tapón de rosca. Esterilizar en autoclave a 121ºC ± 1ºC durante 12 min. Dejar que los tubos se enfríen en posición inclinada, de tal modo que se obtengan columnas de medio de 4 cm y una superficie inclinada de 2 cm. El medio ya preparado es de color púrpura.
	Suspend ingredients in distilled water and mix well, heat to boiling with frequent agitation until complete dissolution. Adjust the pH. Distribute in 3 mL volumes in tubes 13 x 100 mm with screw caps. Autoclave at 121 ° C ± 1 ° C for 12 min. Allow the tubes to cool in an inclined position, such that columns using 4 cm and an inclined surface of 2 cm are obtained. The prepared media is purple.



	B.12.3.4.3 Agar Nutritivo
	B.12.3.4.3 Nutrient Agar


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de carne
	3,0 g

	Peptona
	5,0 g

	Agar
	15,0 g

	Agua destilada

pH final: 6,8 ± 0,2
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Meat extract
	3.0 g

	Peptone 
	5.0 g

	Agar
	15.0 g

	Distilled water final pH: 6.8 ± 0.2
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en agua. Dejar reposar de 5 a 10 min. Calentar a ebullición hasta disolución completa. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm, en cantidades de 1/3 de su volumen. Esterilizar a 121ºC ± 1ºC por 15 min. Inclinar los tubos antes que el agar solidifique.
	Suspend the ingredients in water. Allow to rest for 5 to 10 minutes. Heat to boiling until complete dissolution. Distribute into tubes of 13 x 100 mm in amounts of 1/3 of their volume. Sterilize to 121 ºC ± 1 ºC for 15 minutes. Incline the tubes before the agar solidifies. 

	B.12.3.4.4. Medio de SIM (para Sulfuro, Indol y Movilidad)
	B.12.3.4.4. SIM media (for sulfur, indol and mobility. 


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de carne
	3,000 g

	Peptona
	30,000 g

	Hierro peptonizado
	0,200 g

	Tiosulfato de sodio
	0,025 g

	Agua destilada

pH final: 7,3 ± 0,2
	1,000 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Meat extract
	3.000 g

	Peptone 
	30.000 g

	Peptonized iron 
	0.200 g

	Sodium thiosulfate
	0.025 g

	Distilled water final pH: 7.3 ± 0.2
	1.000 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullición agitando frecuentemente hasta lograr una disolución completa. Enfriar a 50ºC y ajustar el pH. Distribuir el medio en volúmenes de 3 mL en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121ºC ± 1ºC durante 15 min. Se dejan enfriar los tubos en posición vertical.
	Suspend the ingredients in distilled water, heat to boiling agitating frequently until achieving a complete dissolution. Cool to 50 ºC and adjust the pH. Distribute the media in volumes of 3 ml in tubes of 13 x 100 mm and sterilize in an autoclave at 121 ºC ± 1 ºC for 15 minutes. Allow to cool the tubes in a vertical position.

	B.12.3.4.5 Agar Citrato de Simmons
	B.12.3.4.5 Simmons agar citrate


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Fosfato de amonio
	1,00 g

	Fosfato dipotásico
	1,00 g

	Cloruro de sodio
	5,00 g

	Citrato de sodio
	2,00 g

	Sulfato de magnesio
	0,20 g

	Azul de bromotimol
	0,08 g

	Agar
	15,00 g

	Agua destilada

pH final: 6,8 ± 0,2
	1,00 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Ammonium sulfate
	1.00 g

	Dipotassium sulfate
	1.00 g

	Sodium chloride
	5.00 g

	Sodium citrate
	2.00 g

	Magnesium sulfate
	0.20 g

	Blue bromothimol
	0.08 g

	Agar
	15.00 g

	Distilled water final pH: 6.8 ± 0.2
	1.00 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullición agitando frecuentemente hasta lograr una disolución completa. Ajustar el pH. Distribuir el medio en volúmenes de 3 mL en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121ºC ± 1ºC durante 15 min. Dejar enfriar los tubos en posición inclinada.
	Suspend the ingredients in distilled water, heat to boiling agitating frequently until achieving a complete dissolution. Adjust the pH. Distribute the media in volumes of 3 ml in tubes of 13 x 100 mm and sterilize in an autoclave at 121 ºC ± 1 ºC for 15 minutes. Allow to cool the tubes in an inclined position. 

	B.12.3.4.6 Caldo MR-VP (Rojo de metilo-Voges Proskauer)
	B.12.3.4.6 MR-VP Broth (Methyl Red – Voges Proskauer


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Peptona
	7,0 g

	Dextrosa
	5,0 g

	Difosfato de potasio
	5,0 g

	Agua destilada

pH final: 6,9 ± 0,2
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Peptone 
	7.0 g

	Dextrose
	5.0 g

	Potassium diphosphate 
	5.0 g

	Distilled water final pH: 6.9 ± 0.2
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullición agitando frecuentemente hasta lograr una disolución completa. Ajustar el pH. Distribuir el medio en volúmenes de 3 mL en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121ºC ± 1ºC durante 15 min.
	Suspend the ingredients in distilled water, heat to boiling agitating frequently until achieving a complete dissolution. Adjust the pH. Distribute the media in volumes of 3 ml in tubes of 13 x 100 mm and sterilize in an autoclave at 121 ºC ± 1 ºC for 15 minutes. 

	B.12.3.4.7 Caldo Manitol
	B.12.3.4.7 Mannitol broth


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de carne
	1,000 g

	Proteosa peptona
	10,000 g

	Cloruro de sodio
	5,000 g

	Rojo de fenol
	0,018 g

	Manitol
	10,000 g

	Agua

pH final: 7,4 ± 0,2
	1,000 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Meat extract
	1.000 g

	Proteous peptone
	10.000 g

	Sodium chloride
	5.000 g

	Red phenol
	0.018 g

	Manitol 
	10.000 g

	Water final pH: 7.4 ± 0.2
	1.000 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender 26 g del medio deshidratado en un litro de agua, mezclar y ajustar el pH. Distribuir en volúmenes de 2 a 3 mL en tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar a 121ºC ± 1ºC durante 15 min.
	Suspend 26 grams of the dehydrated media in a liter of water, mix and adjust the pH. Distribute in volumes of 2 to 3 ml in tubes of 13 x 100 mm. Sterilize at 121 ºC ± 1 ºC for 15 minutes. 

	B.12.3.4.8 Caldo Malonato
	B.12.3.4.8 Malonate broth


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Extracto de levadura
	1,000 g

	Sulfato de amonio
	2,000 g

	Fosfato dipotásico
	0,600 g

	Fosfato monopotásico
	0,400 g

	Cloruro de sodio
	2,000 g

	Malonato
	3,000 g

	Glucosa
	0,250 g

	Azul de bromotimol
	0,025 g

	Agua

pH final: 6,7 ± 0,2
	1,000 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Yeast extract
	1.000 g

	Ammonium sulfate
	2.000 g

	Dipotassium sulfate
	0.600 g

	Monopotassium sulfate
	0.400 g

	Sodium chloride
	2.000 g

	Malonate
	3.000 g

	Glucose
	0.250 g

	Blue bromotimol
	0.025 g

	Water final pHl: 6.7 ± 0.2
	1.000 l


	Preparación
	Preparation 

	Suspender los ingredientes en agua, mezclar y ajustar el pH. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm en cantidades de 3 mL. Esterilizar en autoclave a 121ºC ± 1ºC durante 15 min.
	Suspend the ingredients in water, mix and adjust the pH. Distribute in tubes of 13 x 100 mm in amounts of 3 ml. Sterilize in an autoclave at 121 ºC ± 1 ºC for 15 minutes. 

	B.12.3.4.9 Caldo Urea
	B.12.3.4.9 Urea broth 


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Urea
	20,00 g

	Extracto de levadura
	0,10 g

	Fosfato monopotásico
	9,10 g

	Fosfato disódico
	9,50 g

	Rojo de fenol
	0,01 g

	Agua

pH final: 6,8 ± 0,2
	1,00 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Urea
	20.00 g

	Yeast extract
	0.10 g

	Monopostassium sulfate
	9.10 g

	Disodium sulfate
	9.50 g

	Red phenol
	0.01 g

	water
final pH: 6.8 ± 0.2
	1.00 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en agua destilada. NO CALENTAR. Esterilizar por filtración a través de membrana 0,45 µm o en autoclave de 5 a 8 lb de presión durante 15 min. Distribuir asépticamente de 1,5 a 3 mL en tubos estériles de 13 x 100 mm.
	Dissolve the ingredients in distilled water. DO NOT HEAT. Sterilize by filtration through a 0.45 µm membrane or in an autoclave of 5 to 8 lbs of pressure for  15 minutes. Distribute aseptically from 1.5 to 3 ml in sterile tubes of 13 x 100 mm. 

	B.12.3.4.10 Caldo de Urea Rápido
	B.12.3.4.10 Rapid Urea Broth


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Urea
	20,000 g

	Extracto de levadura
	0,100 g

	Fosfato monopotásico
	0,091 g

	Fosfato disódico
	0,095 g

	Rojo de fenol
	0,010 g

	Agua

pH final: 6,8 ± 0,2
	1,000 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Urea
	20.000 g

	Yeast extract 
	0.100 g

	Monopotassium sulfate
	0.091 g

	Dissodium sulfate
	0.095 g

	Red phenol
	0.010 g

	water
final pH: 6.8 ± 0.2
	1.000 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en agua destilada. NO CALENTAR. Esterilizar por filtración a través de membrana 0,45 µm. Distribuir asépticamente de 1,5 a 3 mL en tubos estériles de 13 x 100 mm.
	Dissolve the ingredients in distilled water. DO NOT HEAT. Sterilize by filtration through a 0.45 µm membrane. Distribute aseptically from 1.5 to 3 ml in sterile tubes of 13 x 100 mm.

	B.12.3.4.11 Caldo Infusión Cerebro Corazón
	B.12.3.4.11 Brain Heart Infusion Broth 


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Infusión cerebro corazón
	200,0 g

	Infusión de corazón de res
	250,0 g

	Proteosa peptona
	10,0 g

	Cloruro de sodio
	5,0 g

	Fosfato disódico dodecahidratado
	2,5 g

	Dextrosa
	2,0 g

	Agua destilada

pH final: 7,4 ± 0,2
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Brain heart infusión 
	200.0 g

	Beef heart infusión
	250.0 g

	Proteous peptone
	10.0 g

	Sodium chloride
	5.0 g

	Dodecahydrated dissodium phosphate
	2.5 g

	Dextrose
	2.0 g

	Distilled water
Final pH: 7.4 ± 0.2
	1.0 l


	Preparación
	Preparation 

	Disolver los ingredientes en agua destilada, calentar suavemente. Distribuir y esterilizar a 121ºC ± 1ºC durante 15 min.
	Dissolve the ingredients in distilled water, heat slowly. Distribute and sterilize at 121 ºC ± 1 ºC for 15 minutes. 

	B.12.3.5 Soluciones
	B.12.3.5 Solutions

	B.12.3.5.1 Solución Verde Brillante al 0,1% (1:1000)
	B.12.3.5.1 Brilliant Green Solution at 0.1% (1:1000)


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Verde brillante
	0,1 g

	Agua destilada estéril
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Brilliant green
	0.1 g

	Sterile distilled water
	100.0 ml


	Disolver 0,1 g de verde brillante en agua destilada estéril hasta completar 100 mL.
	Dissolve 0.1 grams of brilliant green in sterile distilled water until completing 100 ml. 

	B.12.3.5.2 Solución de Yodo-yoduro
	B.12.3.5.2 Iodine - iodide solution


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Cristales de yodo
	6,0 g

	Yoduro de potasio
	6,0 g

	Agua destilada
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Iodine crystals
	6.0 g

	Potassium iodide
	6.0 g

	Distilled water
	100.0 mL


	Disolver los cristales y el yoduro de potasio en agua destilada hasta completar 100 mL. Conservar en frasco ámbar.
	Dissolve the crystals and the potassium iodide in distilled water until completing 100 ml. Conserve in amber flasks. 

	B.12.3.5.3 Solución Salina al 0,85%
	B.12.3.5.3 Saline solution at 0.85%


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Cloruro de sodio
	0,85 g

	Agua destilada
	100,00 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Sodium chloride
	0.85 g

	Distilled wáter
	100.00 ml


	Disolver el cloruro de sodio en el agua y esterilizar a 121°C ± 1°C durante 15 min.
	Dissolve the sodium chloride in the water and sterilize at 121 ºC ± for 15 minutes. 

	B.12.3.5.4 Solución Salina formalizada
	B.12.3.5.4 Formalized saline solution


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Solución de formaldehído (36-38%)
	6,0 mL

	Cloruro de sodio
	8,5 g

	Agua destilada
	1,0 l


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Formaldehyde solution (36-38%)
	6.0 mL

	Sodium chloride
	8.5 g

	Distilled water
	1.0 l


	Disolver 8,5 g de cloruro de sodio en 1 litro de agua destilada. Esterilizar a 121ºC ± 1ºC durante 15 min. Enfriar a temperatura ambiente. Adicionar 6 mL de la solución de formaldehído. No esterilizar después de la adición de formaldehído.
	Dissolve 8.5 grams of sodium chloride in 1 liter of distilled water. Sterilize at 121 ºC ± 1 ºC 15 minutes. Cool to room temperature. Add 6 ml of the formaldehyde solution. Do not sterilize after the addition of the formaldehyde. 

	B.12.3.5.5 Reactivo de Kovac
	B.12.3.5.5 Kovac Reagent


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	p-dimetil-aminobenzaldehído 5,0 g
	5,0 g

	Alcohol amílico 75,0 mL
	75,0 mL

	Acido clorhídrico concentrado 25,0 mL
	25,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	p-dimethylaminobenzaldehyde 5.0 g
	5.0 g

	Amylic alcohol 75.0 mL
	75.0 mL

	Concentrated hydrochloric acid 25.0 mL
	25.0 mL


	Disolver el p-dimetil-aminobenzaldehído en el alcohol amílico y después agregar el ácido clorhídrico lentamente. Conservar en frasco ámbar en refrigeración.
	Dissolve the p-dimethylaminobenzaldehyde in the amylic alcohol and after add the hydrochloric acid slowly. Conserve in an amber flask under refrigeration. 

	B.12.3.5.6 Solución de Alfa-naftol al 5%
	B.12.3.5.6 Alpha naphtol solution at 5%


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Alfa-naftol
	5,0 g

	Alcohol
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Alpha-naphtol
	5,.0 g

	Alcohol
	100.0 mL


	Disolver 5 g de alfa-naftol en alcohol hasta completar 100 mL.


	Dissolve 5 grams of alpha naphtol in alcohol until completing 100 ml. 

	B.12.3.5.7 Solución de Rojo de metilo


	B.12.3.5.7 Red methyl solution


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Rojo de metilo
	0,10 g

	Alcohol etílico
	300,00 mL

	Agua destilada c.b.p.
	500,00 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Red methyl
	0.10 g

	Ethyl alcohol
	300.00 ml

	Distilled water
	500.00 ml


	Disolver el rojo de metilo en el alcohol etílico y adicionar agua hasta completar 500 mL.
	Dissolve the red methyl in ethyl alcohol and add water until completing 500 ml

	B.12.3.5.8 Solución de Hidróxido de potasio al 40%
	B.12.3.5.8 Potassium hydroxide solution at 40%


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Hidróxido de potasio
	40,0 g

	Agua destilada
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Potassium hydroxide
	40.0 g

	Distilled wáter
	100.0 ml


	Disolver 40 g de hidróxido de potasio en agua hasta completar 100,0 mL.
	Dissolve 40 grams of potassium hydroxide in water until completing 100.0 ml

	B.12.3.5.9 Solución de Gelatinasa al 5%


	B.12.3.5.9 Gelatinase solution at 5%


FORMULA

	INGREDIENTES
	CANTIDADES

	Gelatinasa
	5,0 g

	Agua
	100,0 mL


FORMULA

	INGREDIENTS
	AMOUNTS

	Gelatinase
	5.0 g

	Water
	100.0 mL


	Disolver 5 g de gelatinasa en 100 mL de agua destilada. NO CALENTAR.
	Dissolve 5 g of gelatinase in 100 mL of distilled water. DO NOT HEAT.

	B.12.3.6 Antisueros
	B.12.3.6 Antisera

	Antisuero polivalente somático (O)
	Somatic polyvalent antiserum (O)

	Antisuero polivalente flagelar (H)
	Flagellar polyvalent antisera (H )

	Antisuero Vi
	Vi antiserum

	B.12.4 Procedimiento
	B.12.4 Procedure

	B.12.4.1 Preparación de los alimentos para el aislamiento de Salmonella.
	B.12.4.1 Preparing food for the isolation of Salmonella.

	Los siguientes métodos se basan en el análisis de 25 g de la muestra analítica en una proporción de 1:9 de muestra/caldo. Esta cantidad puede variarse siempre que se mantenga la misma proporción. Se recomienda una muestra de 25 g o más.
	The following methods are based on the analysis of 25 g of the analytical sample in a ratio of 1: 9 sample / broth. This amount may vary provided that the ratio remains the same. A sample of 25 g or more is recommended.



	B.12.4.1.1 Procedimiento general para la preparación de muestras.
	B.12.4.1.1 General procedure for sample preparation 

	Pesar asépticamente 25 g de la muestra en un vaso estéril de licuadora o en bolsa estéril para trabajar en homogeneizador peristáltico (stomacher). Adicionar 225 mL del medio de preenriquecimiento estéril (generalmente caldo lactosado, a menos que se indique otro) y licuar si es necesario durante un min. Transferir asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de boca ancha con tapón de rosca y dejar reposar por 60 min a temperatura ambiente con la tapa bien enroscada. Mezclar bien y determinar el pH aproximado con papel pH. Ajustar, si es necesario, a un pH 6,8 ± 0,2 con hidróxido de sodio 1N o ácido clorhídrico 1N estériles. Mezclar y cubrir el recipiente enroscando suavemente la tapa. Incubar 24 ± 2 h a 35ºC. Continuar como se indica en B.12.4.1.2.
	Weigh aseptically 25 g sample in a sterile glass or sterile bag to work in peristaltic homogenizer (stomacher). Add 225 mL of sterile pre-enrichment medium (usually lactose broth, unless otherwise indicated) and liquefied if necessary for one minute. Aseptically transfer the homogenized mixture to a sterile wide-mouthed container with a screw on cap and let stand for 60 min at room temperature with the lid tightly screwed. Mix well and determine the approximate pH with pH paper. Adjust, if necessary, to a pH 6.8 ± 0.2 with 1N sodium hydroxide or 1N hydrochloric acid sterile. Cover the bowl and mix gently gently twisting the cap. Incubate 24 ± 2 h at 35 ° C. Continue as indicated in B.12.4.1.2 .



	B.12.4.1.2 Procedimiento específico para la preparación de muestra según el producto.
	B.12.4.1.2 Specific procedure for preparing sample according to the product.

	B.12.4.1.2.1 Leche en polvo, entera, semidescremada o descremada.
	B.12.4.1.2.1 Milk powder, whole, low fat or fat free.

	Seguir el procedimiento general para el pesado de la muestra y adicionarla lentamente a un matraz Erlenmeyer con 1 lt de agua estéril, 2 mL al 1% de verde brillante, procurando que el polvo quede en la superficie del líquido y se hidrate suavemente. De esta solución se toman 225 mL para disolver la muestra. Dejar la mezcla en reposo por 60 min, e incubar como se indica en B.12.4.1.1.
	Following the general procedure for weighing the sample and slowly add it to an Erlenmeyer flask containing 1 liter of sterile water, 2 mL of 1% brilliant green , ensuring that the powder remains in the liquid surface and gently hydrate. 225 mL of this solution is taken to dissolve the sample. Let the mixture stand for 60 minutes and incubate as indicated in B.12.4.1.1.



	B.12.4.1.2.2 Queso
	B.12.4.1.2.2 Cheese 

	Proceder igual que en B.12.4.1.1 utilizando agua de peptona tamponada como medio de preenriquecimiento.
	Proceed as in B.12.4.1.1 using BPW as a means of pre-enrichment.

	B.12.4.1.2.3 Productos procesados térmicamente y productos secos.
	B.12.4.1.2.3 Thermally processed products and dry products.

	Se sigue el procedimiento señalado en B.12.4.1.1 hasta la homogeneización. Si la muestra es en polvo o molida, el licuado puede omitirse. Después de reposar, mezclar bien y ajustar el pH como se indica en el procedimiento general. Para emulsionar las grasas, adicionar hasta un máximo de 2,25 mL de Tergitol aniónico 7 estéril (121ºC ± 1ºC/15 min) y mezclar bien. Puede utilizarse Triton X-100 estéril. Usar la cantidad necesaria de estos detergentes utilizando el volumen mínimo para que se inicie la formación de espuma. Puede ser, para el Triton X-100 de 2 a 3 gotas. La cantidad de los mismos dependerá en gran medida de la composición del alimento. Los detergentes no serán necesarios en los productos glandulares en polvo. Incubar las muestras como se indica en B.12.4.1.1
	The procedure outlined in B.12.4.1.1 until homogenization is followed. If the sample is ground or powdered, liquid can be omitted. After standing, mix well and adjust pH as indicated in the general procedure. To emulsify fats, add up to 2.25 mL of sterile Tergitol Anionic 7 (121 °C ± 1 °C /15 min) and mix well. Sterile Triton X-100 can be used. Using the required amount of these detergents using the minimum volume for foaming starts. It may be that for Triton X-100 from 2 to 3 drops. The amount thereof depends greatly on the food product composition. Detergents are not necessary in the glandular powder products. Incubate the samples as indicated in B.12.4.1.1

	B.12.4.1.2.4 Productos crudos o altamente contaminados.
	B.12.4.1.2.4 Raw or highly contaminated products.

	Pesar porciones de 25 g de producto en dos vasos para licuadora. Si la muestra es en polvo o molida, el licuado puede omitirse y el producto puede pesarse directamente en matraces Erlenmeyer estériles de 500 mL. Adicionar 225 mL de caldo selenito cistina o 225 mL de caldo tetrationato (sin verde brillante) a cada muestra analítica. Licuar por dos min y pasar asépticamente a matraces Erlenmeyer de 500 mL. Dejar reposar y ajustar el pH como se indica en B.12.4.1.1. Adicionar 2,25 mL de solución de verde brillante 0,1% y 4,5 mL de solución yodo-yoduro a la muestra que se enriquecerá con caldo tetrationato. Homogeneizar e incubar. Continuar como se indica en B.12.4.2.1.
	Although portions of 25 g of product in two vessels to blender. If the sample is ground or powdered, liquid may be omitted and the product can be weighed directly into sterile Erlenmeyer flasks of 500 mL. Add 225 mL of selenite cystine broth or 225 mL of tetrathionate broth (without bright green) to each analytical sample. Blend for two minutes and pass aseptically 500 ml Erlenmeyer flasks. Let stand and adjust pH as indicated in B.12.4.1.1. Add 2.25 mL of bright green 0.1 % and 4.5 mL of iodine - iodide solution to the sample to be enriched with tetrathionate broth. Homogenize and incubate. Continue as indicated in B.12.4.2.1

	B.12.4.1.2.5 Dulces y dulces cubiertos
	B.12.4.1.2.5 Sweets and coated candies. 

	Pesar asépticamente 25 g de la muestra en un vaso para licuadora agregando 225 mL de leche descremada reconstituida. Licuar por dos min. Manejar igual que en B.12.4.1.1 hasta después de ajustar el pH. Adicionar 0,45 mL de la solución verde brillante al 0,1% y mezclar bien. Incubar como se indica en B.12.4.1.1.
	Weigh aseptically 25 g of the sample into a glass blender adding 225 mL of reconstituted skim milk. Blend for two minutes. Handle as in B.12.4.1.1 until after the pH adjustment. Add 0.45 mL of bright green 0.1% solution and mix well. It hatching as shown in B.12.4.1.1.

	B.12.4.2 Aislamiento de Salmonella spp.
	B.12.4.2 Isolation of Salmonella

	B.12.4.2.1 Cerrar firmemente el tapón de rosca de los matraces con los cultivos de preenriquecimiento y agitar suavemente, transferir respectivamente 1 mL de la mezcla a un tubo que contenga 10 mL de caldo tetrationato y a otro con 10 mL de caldo selenito cistina. Como alternativa, en sustitución del caldo tetrationato puede emplearse el medio Vassiliadis-Rappaport.
	B.12.4.2.1 Tightly close the screw cap of the flasks with pre-enrichment cultures and shake gently, respectively transferring 1 mL of the mixture to a tube containing 10 ml of tetrathionate broth and another with 10 mL of selenite cystine broth. Alternatively, in place of tetrathionate broth, the Rappaport - Vassiliadis medium can be used 

	B.12.4.2.2 Incubar de 18 a 24 h a 35ºC o, para alimentos fuertemente contaminados a 42ºC por el mismo periodo. Estriar los productos que fueron directamente enriquecidos en medios selectivos.
	B.12.4.2.2 Incubate from 18 to 24 hours at 35 ºC for strongly contaminated foods at 42 ºC for the same period. Flute the products that were directly enriched in selective media.

	B.12.4.2.3 Mezclar el tubo con caldo selenito cistina y estriar en agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y una tercera caja con cualquiera de los medios selectivos adicionales (agar entérico Hektoen, agar Sulfito de Bismuto o Agar SS). Efectuar el mismo procedimiento para el caldo tetrationato. Incubar las placas 24 ± 2 h a 35ºC.
	B.12.4.2.3 Mix the tube with selenite cystine broth and flute in xylose lysine desoxycholate agar (XLD), agar brilliant green (VB) and a third dish with any additional selective media (Hektoen Enteric Agar, Bismuth Sulfite Agar or SS Agar). Follow the same procedure for the tetrathionate broth. Incubate the plates 24 h ± 2 hours at 35 ºC.

	B.12.4.2.4 Examinar las placas para investigar la presencia de colonias típicas de Salmonella, de acuerdo con las siguientes características:
	B.12.4.2.4 Examine the Plates for the presence of typical Salmonella colonies, according to the following characteristics:


	Agar XLD: colonias rosas o rojas que pueden ser transparentes con o sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.
	XLD Agar: pink or red colonies that may be transparent with or without black center. In some cases the colonies can appear completely black.

	Agar VB: colonias rojas o rosas que pueden ser transparentes rodeadas por medio enrojecido; las bacterias fermentadoras de la lactosa dan colonias amarillas.
	Agar VB: red or pink colonies that can be surrounded by red-transparent medium; the lactose fermenting bacteria give yellow colonies.

	Agar entérico Hektoen: colonias verdes o azulverdes con o sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.
	Hektoen enteric agar: green or blue-green colonies with or without black center. In some cases the colonies can appear completely black.

	Agar Sulfito de Bismuto: las colonias típicas de Salmonella pueden ser cafés, grises o negras; con o sin brillo metálico. Generalmente el medio circundante (halo) es café, tornándose posteriormente negro.
	Bismuth Sulfite Agar: typical Salmonella colonies may be brown, gray or black; with or without metallic luster. Generally the surrounding medium (halo) is brown, later turning black.



	Algunas cepas producen colonias verdes sin la formación del halo oscuro. Si las placas no muestran colonias típicas o no se observa crecimiento, incubar 24 h adicionales.
	Some strains produce green colonies without the formation of the dark halo. If the plates do not show typical colonies or no growth is observed, further 24 h incubation.

	Agar SS: colonias translúcidas, ocasionalmente opacas. Algunas colonias dan centro negro. Las colonias fermentadoras de la lactosa son rojas.
	SS agar: translucent colonies occasionally opaque. Some colonies give black center. The lactose fermenting colonies are red.

	B.12.4.3 Identificación Bioquímica
	B.12.4.3 Biochemistry identification

	B.12.4.3.1 Seleccionar al menos dos colonias típicas de cada medio selectivo, que se encuentren bien aisladas. Tocar levemente el centro de cada colonia e inocular dos tubos, uno con agar triple azúcar hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estría en la superficie inclinada y por punción en el fondo. Incubar por 24 ± 2 h a 35ºC. Almacenar en refrigeración de 5 a 8ºC las placas con medios selectivos por si es necesario retomar más colonias.
	B.12.4.3.1 Select at least two typical colonies from each selective medium, which are well insulated. Lightly touch the center of each colony and inoculate two tubes, one triple sugar iron agar (TSI) and other lysine iron agar (LIA), by the inclined groove and tap on the bottom surface. Incubate for 24 ± 2 h at 35 ° C. Store refrigerated 5 to 8 ° C the plates with selective media if necessary to return more colonies.

	B.12.4.3.2 Observar el crecimiento en los tubos y considerar presuntivamente positivas para Salmonella las colonias que den las siguientes reacciones:
	B.12.4.3.2 Observe growth in the tubes and considered presumptively positive for Salmonella colonies to give the following reactions:

	B.12.4.3.2.1 Agar TSI, en el fondo del tubo se observa vire del indicador debido a la fermentación de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color rojo más intenso que el medio original debido a la no fermentación de la lactosa ni de la sacarosa. En la mayoría de los casos se observa coloración negra a lo largo de la punción debido a la producción de ácido sulfihídrico.
	B.12.4.3.2.1 TSI Agar in the bottom of the tube veer indicator is observed due to the fermentation of glucose; the medium surface in a more intense red color than the original media due to non- fermentation of lactose or sucrose is observed. In most cases blackening is observed along the puncture because hydrosulfuric acid production.


	B.12.4.3.2.2 Agar LIA, se observa intensificación del color púrpura en todo el tubo por la descarboxilación de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoría de las cepas de Salmonella producen ácido sulfihídrico en este medio con ennegrecimiento a lo largo de la punción.
	B.12.4.3.2.2 LIA Agar, intensification of purple color is observed around the tube by the decarboxylation of lysine. Negative consider cultures that produce clear yellow at the bottom of agar. Most Salmonella strains producing hydrosulfuric acid blackening in this medium along with the puncture.

	B.12.4.3.2.3 Retener todos los cultivos que muestren las reacciones características de Salmonella en los medios TSI y LIA para las pruebas adicionales, indicadas en B.12.4.3.3.
	B.12.4.3.2.3 Retain all cultures showing the characteristic reactions of Salmonella in TSI and LIA media for additional tests, given in B.12.4.3.3.

	B.12.4.3.3 Los cultivos con TSI que no parecen de Salmonella spp. pero que presentan reacciones en LIA típicos, deben trabajarse como cultivos presuntivos positivos, ya que en estos casos, el medio LIA permitirá detectar S. arizonae y cepas atípicas de Salmonella que utilicen lactosa o sacarosa. Descartar solamente los cultivos que muestren reacciones atípicas en ambos medios.
	B.12.4.3.3 The TSI cultures that do not seem like Salmonella spp. but have typical LIA  reactions, must be worked with as presumptive positive cultures, since in these cases the LIA media will permitting detecting S. arizonae and atypical strains of Salmonella using lactose or sucrose. Discard cultures only showing atypical reactions in both media.

	B.12.4.3.4 Continuar el análisis a partir de los tubos de TSI con reacciones típicas. Si el cultivo presenta reacciones atípicas en este medio, tomar colonias adicionales de las placas de donde se obtuvo el cultivo atípico anterior y sembrar las pruebas bioquímicas nuevamente.
	B.12.4.3.4 Continue the analysis from TSI tubes with typical reactions. If the culture has atypical reactions in this media take additional colonies from the plates where the previous culture was obtained and seed the biochemical tests again

	B.12.4.3.5 Continuar la identificación bioquímica y serológica a partir de los cultivos recuperados de TSI. Se recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g de unidad analítica seleccionando colonias procedentes de ambos medios de enriquecimiento.
	B.12.4.3.5 Continue the biochemical and serological identification from the cultures recovered from TSI. It is recommended to work six cultures for each 25 g  of analytical unit selecting colonies from both enrichment media.


	B.12.4.3.6 Prueba de Ureasa
	B.12.4.3.6 Urease test

	B.12.4.3.6.1 Prueba de Ureasa (convencional). Con un asa estéril, tomar crecimiento del cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea. Utilizar un control de medio para comparar el vire púrpura de las reacciones positivas con el color del medio original. Incubar 24 ± 2 h a 35ºC.
	B.12.4.3.6.1 Urease test (conventional). With a sterile loop, take positive growth each tube culture medium and inoculate TSI urea broth tubes. Using a control means for comparing the purple turns from the positive reactions to the color of the original medium. Incubate 24 ± 2 h at 35 ° C.

	B.12.4.3.6.2 Prueba de Ureasa (rápida). Tomar dos asadas de crecimiento del cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea (rápida). Incubar 2 h a 37 ± 0,5ºC en baño de agua. Descartar todos los cultivos que den ureasa positiva. Retener los cultivos que den la prueba negativa (sin cambio de color del medio).
	B.12.4.3.6.2 Urease test (fastest). Take two presumably positive cultures from each tube culture medium and inoculate TSI urea broth tubes (fast). Incubate 2 h at 37 ± 0.5 ° C in a water bath. Discard all cultures that give positive urease. Hold cultures give negative test (no color change of the medium).



	B.12.4.4 Identificación Serológica
	B.12.4.4 Serological Identification 

	B.12.4.4.1 Ensayo de los Antígenos somáticos de Salmonella (Antisuero polivalente O)
	B.12.4.4.1 Assay somatic Salmonella antigens ( polyvalent antiserum O)

	B.12.4.4.1.1 Colocar con un asa dos gotas separadas de solución salina estéril sobre un portaobjetos o en dos secciones de una placa para aglutinación. Suspender en cada una de las gotas, una porción del cultivo desarrollado en TSI.
	B.12.4.4.1.1 Place with a handle two separate drops of sterile saline on a slide or two sections of a plate agglutination. Suspend each of the drops, a portion of the culture developed in TSI.

	B.12.4.4.1.2 Agregar a una de ellas una gota del antisuero polivalente somático (O) y mezclar con el canto del asa o empleando aplicadores de madera.
	B.12.4.4.1.2 Add to one of them a drop of somatic polyvalent antiserum (O) and mix with the end of the handle or use wooden applicators.

	B.12.4.4.1.3 Agitar inclinando la lámina hacia atrás y hacia adelante durante aproximadamente un min. Observar bajo buena iluminación sobre un fondo oscuro.
	B.12.4.4.1.3 Agitate while inclining blade back and forth for about approximately one minute. View under good lighting on a dark background.



	B.12.4.4.1.4 Considerar cualquier grado de aglutinación como positiva. La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinación en la gota con el cultivo y el antisuero y no aglutinación en la gota que contiene el cultivo y la solución salina. Si se observa aglutinación en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se debe continuar con las pruebas bioquímicas complementarias.
	B.12.4.4.1.4 Consider any degree of agglutination positive. The positive test results when agglutination occurs in the drop with the culture and agglutination antiserum and not the straw that contains the culture and saline. If agglutination is observed in both drops, the test is not definitive and one should continue with complementary biochemical tests.

	B.12.4.4.2 Cuando la aglutinación es positiva con el suero polivalente O, puede determinarse el subgrupo empleando antisueros para los diferentes subgrupos (los grupos B, C, D y E, suelen ser los más frecuentes).
	B.12.4.4.2 When agglutination is positive with the polyvalent serum O, the subgroup can be determined using antisera to the different subgroups (groups B, C, D and E, are usually the most frequent).

	B.12.4.4.2.1 Si la aglutinación con el antisuero O es negativa, utilizar antisuero Vi y efectuar la prueba. Si hay aglutinación con Vi calentar el cultivo a ebullición y repetir la aglutinación con el antisuero polivalente O.
	B.12.4.4.2.1 If agglutination with antiserum O is negative, use antiserum Vi and perform the test. If there is agglutination with Vi heat the culture to boiling and repeat the agglutination with polyvalent antiserum O.

	B.12.4.4.2.2 Si no se cuenta con los sueros grupoespecíficos, solicitar la tipificación de la cepa  al Laboratorio de Enterobacterias del Centro Nacional de Diagnóstico y Referencia de la Secretaría de Salud o al Laboratorio Nacional de Salud Pública.
	B.12.4.4.2.2 If you do not have the specific group serums, apply strain typing Enterobacteria Laboratory of the National Diagnosis and Reference Center of the Secretary of Health or the National Public Health Laboratory.

	B.12.4.4.3 Si se requiere, practicar el ensayo de los antígenos flagelares de Salmonella (Antisuero polivalente H).
	B.12.4.4.3 If required, practice the test of the Salmonella flagellar antigens (polyvalent antiserum H).

	B.12.4.4.3.1 Inocular el crecimiento del tubo de TSI en agar infusión de cerebro corazón e incubar de 4 a 6 h a 35ºC hasta que se observe crecimiento (para ensayo en el mismo día), o bien, en caldo soya tripticaseina e incubar por 24 ± 2 h a 35ºC (para ensayo al día siguiente). Adicionar 2,5 mL de solución salina formalizada a 5 mL del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazón (BHI).
	B.12.4.4.3.1 Inoculate TSI tube growth in brain heart infusion agar and incubate for 4 to 6 at 35 ° C until growth is observed (for testing on the same day), or in tryptone soya broth and incubate it for 24 ± 2 at 35 ° C (to be tested the next day). Add 2.5 mL of saline formalized 5 mL of the culture broth or the culture in brain heart agar (BHI).



	B.12.4.4.3.2 Colocar 0,5 mL del antisuero polivalente flagelar (H) preparado en un tubo para serología  (13 x 100 mm aproximadamente). Adicionar 0,5 mL del cultivo formalizado. Preparar un control de solución salina mezclando 0,5 mL de solución salina formalizada con 0,5 mL del antígeno formalizado. Incubar las mezclas en baño de agua a 48-50ºC. Observar a intervalos de 15 min por espacio de una h. Una prueba positiva es cuando se observa aglutinación en la mezcla de prueba pero no en el control. Debe interpretarse como negativa una prueba en la que ninguna de las mezclas muestre aglutinación. Cuando ambas mezclas se aglutinan, se considera la prueba inespecífica.
	B.12.4.4.3.2 Place 0.5 ml of the polyvalent antiserum flagellar (H) prepared in a tube for serology (approximately 13 x 100 mm). Add 0.5 mL of culture formalized. Preparing a saline control by mixing 0.5 mL of saline formalized with 0.5 mL of antigen. Incubating the mixtures in water bath at 48-50ºC. Observed at intervals of 15 min for about an hour. A positive test is when agglutination is observed in the test mixture but not in the control. It is interpreted as a negative test in which mixtures show no agglutination. When both mixtures coalesce, it is considered a non-specific test.

	B.12.4.5 Pruebas Bioquímicas Complementarias
	B.12.4.5 Complementary Biochemical tests



	Cuando las pruebas serológicas o bioquímicas iniciales, dan resultados atípicos o no concluyentes, realizar las pruebas que se describen a continuación:
	When the initial biochemical or serological tests give atypical or inconclusive results , perform the tests described below:

	B.12.4.5.1 Inocular los cultivos positivos provenientes de TSI y LIA en: medio SIM, agar citrato de Simmons, caldo manitol y caldo RM-VP. Usar caldo malonato para confirmar la presencia de la especie S. arizonae.
	B.12.4.5.1 Inoculate positive cultures from TSI and LIA: SIM medium, Simmons citrate agar, mannitol broth and bouillon MR -VP. Malonate broth used to confirm the presence of the species S. arizonae.

	B.12.4.5.2 Interpretar los cambios en los medios inoculados conforme lo siguiente:
	B.12.4.5.2 Interpret the changes in the inoculated media according to the following:

	B.12.4.5.2.1 Agar Citrato de Simmons
	B.12.4.5.2.1 Simmons Citrate Agar 

	Inocular por estría el tubo. Incubar 96 ± 2 h a 35 ± 2ºC.
	Inoculate the tube. Incubate 96 ± 2 h at 35 ± 2 ° C.

	Prueba positiva: crecimiento acompañado de un cambio de color de verde a azul.
	Positive test: growth accompanied by a color change from green to blue.

	Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color.
	Negative test: no growth and no color change.



	B.12.4.5.2.2 Medio SIM
	B.12.4.5.2.2 SIM media.

	Inocular por punción. Incubar 24 h a 35 ± 2ºC. Movilidad.
	Inoculate by puncture. Incubate 24 h at 35 ± 2 ° C. Mobility.

	Prueba positiva: crecimiento a lo largo de la punción y en el seno del medio de cultivo.
	Positive test: growth the length of the puncture and within the culture medium.

	Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la punción exclusivamente.
	Negative test: growth the length of the puncture exclusively.

	Producción de ácido sulfihídrico.
	Production of hydrosulfuric acid.

	Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la punción que puede extenderse a todo el medio.
	Positive test: development of a black color along the puncture that can spread throughout the media.

	Prueba negativa: ausencia de color negro.
	Negative test: no black color.

	Producción de indol.
	Indole production.

	Adicionar al tubo con medio SIM que presente crecimiento, de 0,2 a 0,3 mL de reactivo de Kovac.
	Add the SIM media to the tube that presents growth, 0.2 to 0.3 ml Kovac reagent.

	Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.
	Positive test: development of a red ring.

	Prueba negativa: sin cambio de color.
	Negative test: no change of color.

	B.12.4.5.2.3 Caldo RM-VP
	B.12.4.5.2.3 MR -VP broth 

	Inocular un tubo con el medio.
	Inoculate a tube with the media.

	Incubar 48 ± 2 h a 35 ± 2ºC para la prueba de VP y 96 h para la prueba RM.
	Incubate 48 ± 2 35 ± 2 ° C for testing of VP and 96 h for MR test.

	B.12.4.5.2.4 Prueba de Voges-Proskauer (VP)
	B.12.4.5.2.4 Voges - Proskauer (VP )

	Transferir a un tubo un mL del cultivo de 48 h. Adicionar 0,6 mL de solución de alfa naftol. Adicionar 0,2 mL de solución de hidróxido de potasio 40%. Adicionar algunos cristales de creatinina (opcional). Interpretar los resultados después de incubar 2 h a 35 ± 2ºC o 4 h a temperatura ambiente.
	Transfer one ml of the culture to a tube of 48 h. Add 0.6 mL of alpha naphthol. Add 0.2 mL of 40% potassium hydroxide. Add some crystals of creatinine (optional). Interpret the results after incubation at 35 ± 2 ° C 2 or 4 at room temperature.

	Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo.
	Positive test: development of red brick color.

	Prueba negativa: sin cambio de color.
	Negative test: without change of color.

	Reincubar el resto del medio RM-VP 48 h más a 35 ± 2ºC.
	Reincubate the rest of the MR-VP media 48 hour more at 35 ± 2 ºC.

	B.12.4.5.2.5 Prueba de Rojo de metilo (RM)
	B.12.4.5.2.5 Red methyl test (RM)

	Adicionar al medio de cultivo de 96 h de incubación de dos a tres gotas de solución de rojo de metilo. Interpretar los resultados inmediatamente.
	Add to the culture media of 96 hours of incubation of two to three drops of methyl red solution. Interpret the results immediately.

	Prueba positiva: desarrollo de color rojo.
	Positive test: development of the red color.

	Prueba negativa: desarrollo de color amarillo.
	Negative test: development of yellow color.

	B.12.4.5.2.6 Caldo Malonato
	B.12.4.5.2.6 Malonate broth.

	Inocular un tubo conteniendo el medio. Incubar 40 ± 2 h a 35 ± 2ºC.
	Inoculate a tube containing medium. Incubate 40 ± 2 h at 35 ± 2 ° C.

	Prueba positiva: desarrollo de color azul.
	Positive test : development of blue color.

	Prueba negativa: sin cambio de color.
	Negative test : no change of color.

	B.12.4.5.2.7 Caldo Manitol
	B.12.4.5.2.7 Mannitol Broth 

	Inocular un tubo conteniendo el medio. Incubar 24 ± 2 h a 35 ± 2ºC.
	Inoculate a tube containing medium. Incubate 24 ± 2 h at 35 ± 2 ° C.

	Prueba positiva: desarrollo de color amarillo.
	Positive test: development of yellow color.

	Prueba negativa: sin cambio de color.
	Negative test: no change of color.

	B.12.4.5.3 Consultar los resultados obtenidos en el cuadro 2 para la identificación de los géneros de las bacterias investigadas.
	B.12.4.5.3 Check the results in Table 2 for the identification of the genders of bacteria investigated.

	Nota: los sistemas bioquímicos comerciales validados pueden ser usados como alternativa para las pruebas bioquímicas convencionales.
	Note: validated commercial biochemical systems can be used as alternative to conventional biochemical tests.

	B.12.4.6 Cálculo y Expresión de Resultados
	B.12.4.6 Calculation and Expression of Results

	B.12.4.6.1 Interpretación de reacciones bioquímicas y serológicas.
	B.12.4.6.1 Interpretation of biochemical and serological reactions.


CUADRO 1

	Reacciones bioquímicas
	Reacciones serológicas
	Interpretación

	Típica
	Antígeno O Vi o H positivo
	Cepas consideradas como Salmonella spp.

	Típica
	Todas las reacciones negativas
	

	Típica
	No probada
	Puede ser Salmonella spp.

	Reacciones atípicas
	Antígeno O, Vi o H positivo
	

	Reacciones atípicas
	Todas las reacciones negativas
	No debe ser considerada

Salmonella spp.


BOX 1

	Biochemical reactions
	Serological reactions
	Interpretation 

	typical
	Antigen O Vi or H positive
	Strains considered as Salmonella spp.

	Typical 
	All the negative reactions
	

	Typical 
	Not tested 
	Can be Salmonella spp.

	Atypical reactions
	Antigen O, Vi or H positive
	

	Atypical reactions
	All the negative reactions
	Must not be considered
Salmonella spp.


	Nota: Ver imagen 1 al final del método.
	Note: see image 1 at the end of the method

	B.12.4.6.2 Reacciones Bioquímicas y Serológicas de Salmonella spp.
	B.12.4.6.2 Biochemical and serological reactions of Salmonella spp 


CUADRO 2

	Prueba o sustrato
	Positivo
	Negativo
	Reacción

	Glucosa (TSI)
	amarillo
	rojo
	+

	Lisina descarboxilasa(LIA)
	púrpura
	amarillo
	+

	H2S (TSI y LIA)
	negro
	no negro
	+

	Ureasa
	rojo-púrpura
	no hay cambio de color
	-

	Caldo de lisina descarboxilasa
	púrpura
	amarillo
	+

	Caldo dulcitol rojo de fenol
	amarillo o gas
	no hay cambio de color

ni gas
	+ b

	Caldo KCN
	crecimiento
	no hay crecimiento
	-

	Caldo malonato
	azul
	no hay cambio

de color
	- c

	Prueba de indol
	superficie color violeta
	superficie color amarillo
	-

	Prueba del antígeno flagelar
	aglutinación
	no hay aglutinación
	+

	Prueba del antígeno

somático
	aglutinación
	no hay aglutinación
	+

	Caldo lactosa rojo fenol
	amarillo o gas
	no hay cambio de color ni gas
	- c

	Caldo sacarosa rojo fenol
	amarillo o gas
	no hay cambio de color ni gas
	-

	Prueba Voges- Proskauer
	de rosa a rojo
	no hay cambio de color
	-

	Prueba rojo de metilo
	rojo difuso
	amarillo difuso
	+

	Citrato de Simmons
	crecimiento color azul
	no hay crecimiento, no hay cambio de color
	v


a +, 90% o más positivos en 1 o 2 días; -, 90% o más negativas en 1 o 2 días; v, variable.

b La mayoría de los cultivos S. arizonae son negativos.

c La mayoría de los cultivos S. arizonae son positivos.
BOX 2

	Test or substrate
	Positive
	Negative
	Reaction 

	Glucose  (TSI)
	Yellow 
	Red
	+

	descarboxilase lysine (LIA)
	Purple 
	Yellow
	+

	H2S (TSI and LIA)
	Black
	Not black
	+

	Urease
	Red-purple
	No change in color
	-

	descarboxilase lysine broth
	Purple
	Yellow
	+

	red phenol dulcitol broth
	Yellow or gas
	No change in color or gas
	+ b

	KCN broth
	Growth 
	No growth
	-

	Malonate broth
	Blue
	No change in color
	- c

	Indol test
	Surface violet color
	Surface yellow color
	-

	Antigen flagellar test
	Agglutination 
	There is no agglutination
	+

	Somatic antigen test
	Agglutination 
	There is no agglutination
	+

	Red phenol lactose broth
	Yellow or gas
	No change in color or gas
	- c

	Red phenol sacharose broth
	Yellow or gas
	No change in color or gas
	-

	Voges- Proskauer test
	From pink to red
	No change in color
	-

	Red methyl test
	Diffuse red
	Diffuse yellow
	+

	Simmons citrate
	Blue color growth
	No growth no change in color
	v


a +, 90% or more positive in 1 or 2 days; -, 90% or more negative in 1 or 2 days; v, variable.

b the majority of the cultures S. arizonae are negative.

c the majority of the cultures S. arizonae are positive.
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	IMAGEN 1. Diagrama de Flujo para la determinación de Salmonella spp.
	IMAGE 1. Flow chart  for the determination of Salmonella spp

	B.12.4.7 Informe de Resultados
	B.12.4.7 Report of the Results 

	Informar: Presencia o Ausencia de Salmonella en __________ g o ____________ mL de muestra.
	Report: presence or absence of Salmonella in __________ grams or ____________ml of sample.

	B.13 Determinación de Listeria monocytogenes.
	B.13 Determination of Listeria monocytogenes

	B.13.1 Fundamento
	B.13.1 Foundation

	El método para detectar la presencia de L. monocytogenes se basa en el aislamiento y la diferenciación de especies de Listeria spp., principalmente por la fermentación de carbohidratos y la actividad hemolítica de los miembros de este género.
	The method for detecting the presence of L. monocytogenes is based on the isolation and the differentiation of species of Listeria spp., principally by the fermentation of carbohydrates and the hemolytic activity of the members of this gender.

	B.13.2 Materiales y Equipo
	B.13.2 Materials and Equipment 

	B.13.2.1 Aceite de inmersión
	B.13.2.1 Immersion oil

	B.13.2.2 Asas bacteriológicas
	B.13.2.2 Bacteriological tongs

	B.13.2.3 Cajas Petri
	B.13.2.3 Petri dishes

	B.13.2.4 Cubreobjetos
	B.13.2.4 Object covers

	B.13.2.5 Matraces Erlenmeyer de 500 mL
	B.13.2.5 Erlenmeyer flasks of 500 mL

	B.13.2.6 Lámpara de luz blanca
	B.13.2.6 White light lamp

	B.13.2.7 Lápiz graso o marcador
	B.13.2.7 Grease pencil or marker

	B.13.2.8 Lupa de bajo aumento
	B.13.2.8 Low resolution loupe

	B.13.2.9 Pipetas volumétricas de 25, 10 y 1,0 mL
	B.13.2.9 25, 10 and 1.0 mL volumetric pipettes

	B.13.2.10 Portaobjetos escavado
	B.13.2.10 Carriers

	B.13.2.11 Portaasas
	B.13.2.11 Instrument carriers

	B.13.2.12 Tubos de 16 x 125 mm
	B.13.2.12 16 x 125 mm test tubes

	B.13.2.13 Tubos de 13 x 100 mm u otros con tapón de rosca
	B.13.2.13 13 x 100 mm test tubes or others with a screw on top

	B.13.2.14 Sistema de filtración con membranas con un tamaño de poro de 0,45 µm
	B.13.2.14 Filtration system with membranes with a pore size of 0.45 µm

	B.13.2.15 Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	B.13.2.15 Oven to sterilize it reaches a minimum temperature of 170 ° C.

	B.13.2.16 Autoclave con termómetro y manómetro, calibrada con termómetro de máximas y mínimas.
	B.13.2.16 Autoclave with thermometer and manometer calibrated with maximum and minimum thermometer.

	B.13.2.17 Baño de agua con control de temperatura y circulación mecánica, provista con termómetro calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 ± 0,5°C.
	B.13.2.17 Water bath with temperature control and mechanical movement, provided with calibrated thermometer with divisions of 0.1 ° C and keep the temperature at 45 ± 0.5 ° C.

	B.13.2.18 Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reóstato o bien un homogeneizador peristáltico (Stomacher).
	B.13.2.18 Blender with one or two speed controlled by a rheostat or a peristaltic homogenizer (Stomacher).


	B.13.2.18 Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristáltico.
	B.13.2.18 Vessels for blender with sterilized lids or sterile bags for peristaltic homogenizer.

	B.13.2.20 Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g.
	B.13.2.20 Granatary scale with sensitivity of 0.1 g 

	B.13.2.21 Incubadoras con termostato que evite variaciones mayores de ± 1,0ºC, provista con termómetro calibrado.
	B.13.2.21 Incubators with thermostat to avoid variations greater than ± 1.0 ° C, equipped with calibrated thermometer.

	B.13.2.22 Microscopio de contraste de fases con objetivo de inmersión en aceite (100 X) o microscopio de campo oscuro.
	B.13.2.22 Microscope with phase contrast with oil immersion objective (100X) or dark field microscope.

	B.13.3 Reactivos
	B.13.3 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico.
	Reagents mentioned below must be analytical grade.

	Cuando se indica agua, debe entenderse que se trata de agua destilada.
	When water is indicated, it must be understood as distilled water. 

	B.13.3.1 Acido acético 5 N
	B.13.3.1 Acetic acid 5 N

	B.13.3.2 Acido clorhídrico 1 M
	B.13.3.2 Hydrochloric acid 1 M

	B.13.3.3 Acido sulfanílico (cristales)
	B.13.3.3 Sulfanilic acid (crystals)

	B.13.3.4 Alfa-naftilamina
	B.13.3.4 Alpha-naphtilamine

	B.13.3.5 Alfa-naftol 5% en etanol absoluto
	B.13.3.5 Alpha-naphtol 5% in absolute ethanol

	B.13.3.6 Etanol absoluto
	B.13.3.6 Absolute ethanol

	B.13.3.7 Granalla de zinc
	B.13.3.7 Zinc residue

	B.13.3.8 Hidróxido de sodio 1 M
	B.13.3.8 Sodium hydroxide 1 M

	B.13.3.9 Lactamato de glicil-glicina (anhídrido de glicina)
	B.13.3.9 Glycol-glycine Lactamate (glycine anhydride)

	B.13.3.10 Regulador de fosfatos glicerinado con pH 9,0 ± 0,2
	B.13.3.10 Glycerinated regulator phosphate with pH 9.0 ± 0.2

	B.13.3.11 Sangre de carnero desfibrinada
	B.13.3.11 Defibrinated sheep blood

	B.13.3.12 Solución al 3% de peróxido de hidrógeno
	B.13.3.12 3% of hydrogen peroxide solution

	B.13.3.13 Solución salina fisiológica 0,85% estéril
	B.13.3.13 Sterile 0.85% physiological salin solution

	B.13.3.14 Sueros comerciales para tipificación de Listeria spp
	B.13.3.14 Commercial sea for typifcation of Listeria spp

	B.13.3.15 Sulfato de cadmio al 20%
	B.13.3.15 Cadmium sulfate 20%

	B.13.3.16 Zinc pulverizado
	B.13.3.16 Pulverized zinc

	B.13.3.17 Reactivos para Tinción de Gram
	B.13.3.17 Gram stain reagents

	B.13.3.17.1 Alcohol-acetona
	B.13.3.17.1 Alcohol-acetone

	Ingredientes

Cantidad

Etanol (95%) 

700,0 mL

Acetona 

300,0 mL

Mezclar ambos líquidos.


	Ingredients

Amount 

Ethanol (95%) 

700.0 mL

Acetone

300.0 mL

Mix both liquids.



	B.13.3.17.2 Cristal Violeta
	B.13.3.17.2 Violet crystal

	Solución A

Ingredientes

Cantidad

Cristal violeta

2,0 g

Etanol (95%)

20,0 mL

Disolver el cristal violeta en el etanol.


	Solution A

Ingredients

Amount 

Violet crystal

2.0 g

Ethanol (95%)

20.0 mL

Dissolve the violet crystal in the ethanol.



	Solución B

Ingredientes

Cantidad

Oxalato de amonio

0,8 g

Agua

80,0 mL

Disolver el oxalato de amonio en el agua.


	Solution B

Ingredients

Amount 

Ammonium oxalate

0.8 g

Water 

80.0 mL

Dissolve the ammonium oxalate in the water.



	Después de preparar las soluciones A y B, verter una en la otra y agitar hasta que se mezclen perfectamente.
	After preparing the solutions A and B, pour in the other and agitate until perfectly mixed. 

	B.13.3.17.3 Solución de Yodo
	B.13.3.17.3 Iodide solution

	Ingredientes

Cantidad

Yodo

1,0 g

Yoduro de potasio

2,0 g

Agua 

300,0 mL


	Ingredients

Amount
Iodide 
1.0 g
Potassium iodide
2.0 g

water
300.0 mL




	Triturar finamente el yodo y el yoduro de potasio en un mortero, de ser posible en una campana de extracción. Añadir una pequeña cantidad de agua para lavar el material, agregar el resto del agua y agitar.


	Finely shred iodine and potassium iodide in a mortar, if possible in a fume hood. Add a small amount of water to wash the material, add the remaining water and stir. 

	Nota: ¡Evitar el contacto de los reactivos con la piel!


	Note: Avoid contact of reagents with skin

	B.13.3.17.4 Solución de Safranina
	B.13.3.17.4 Safranin Solution

	Ingredientes

Cantidad

Safranina

0,25 g

Etanol (95%)

10,00 mL

Agua

100,00 mL


	Ingredients

Amount 
Safranin 
0.25 g
Ethanol (95%)

10.00 mL

water
100,.00 mL



	
	

	Disolver la safranina en el etanol, mezclar, agregar el agua y volver a agitar. Filtrar la solución con papel filtro.
	Dissolve the safranin in the ethanol, mix, add the water and then agitate. Filter the solution with paper filter. 

	B.13.3.18 Reactivos para la Determinación de Nitritos
	B.13.3.18 Reagents for the Determination of Nitrites

	B.13.3.18.1 Reactivo A
	B.13.3.18.1 Reagent A

	Ingredientes

Cantidad

Alfa-naftilamina 

0,5 g

Acido acético 5N 

100,0 mL


	Ingredients

Amount 
Alpha-naphtilamine 

0.5 g

Acetic acid 5N 

100.0 mL



	B.13.3.18.2 Reactivo B
	B.13.3.18.2 Reagent B

	Ingredientes

Cantidad

Acido sulfanílico 

1,0 g

Acido acético 5N 

125,0 mL


	Ingredients

Cantidad

Sulfanilic acid
1.0 g

Acetic acid 5N 

125,0 mL



	
	

	B.13.3.18.3 Reactivo C
	B.13.3.18.3 Reagent C

	Ingredientes

Cantidad

Acido acético 5N 

200,0 mL


	
Ingredients

Amount 
Acetic acid 5N 

200.0 mL



	B.13.3.18.4 Solución de Sulfato de cadmio al 20%
	B.13.3.18.4 Cadmium sulfate solution at 20%

	Colocar granallas de zinc en solución de sulfato de cadmio al 20% de 4 a 6 h. Disolver el precipitado de cadmio, adicionando ácido clorhídrico 1N.
	Place zinc residue in the cadmium sulfate solution at 20 % from 4 to 6 hours. Dissolve the precipitate of cadmium, adding1N hydrochloric acid. 

	B.13.4 Medios de Cultivo
	B.13.4 Culture media


	A continuación se presentan las fórmulas y los procedimientos para preparar los medios empleados en este análisis microbiológico. En caso de disponer de fórmulas comerciales deshidratadas se deben seguir las instrucciones del fabricante para su preparación.
	Then formulas and processes for preparing the microbiological methods used in this analysis are presented. In case of having dehydrated commercial formulations should follow the manufacturer's instructions for preparation.

	B.13.4.1 Caldo soya tripticaseína con 0,6 % de extracto de levadura (CSTEL)
	B.13.4.1 Trypticasein soy broth with 0.6% yeast extract (CSTEL)

	Ingredientes

Cantidad

Caldo soya tripticaseína

30,0 g

Extracto de levadura 

6,0 g

Agua 

1000,0 mL


	Ingredients

Amount 
Trypticasein soy broth
30.0 g

Yeast extract
6.0 g

water
1000.0 mL



	
	

	Agitar hasta disolver los ingredientes. Esterilizar a 121 ± 1ºC durante 15 min. El pH final de la solución debe ser 7,3 ± 0,2.
	Stir to dissolve the ingredients. Sterilize at 121 ± 1 ° C for 15 minutes. The final pH of the solution should be 7.3 ± 0.2.

	B.13.4.2 Caldo de Enriquecimiento (EB) pH 7,3
	B.13.4.2 Enrichment Broth (EB) pH 7.3

	Un litro de caldo soya tripticaseína con extracto de levadura (CSTEL) debe contener los siguientes suplementos:
	A liter of tryptocasein soy broth with yeast extract (CSTEL) must contain the following supplements :

	Suplementos

Cantidad

Clorhidrato de acriflavina 

15,0 mg

Acido nalidíxico (sal sódica) 

40,0 mg

Cicloheximida 

50,0 mg

Acido pirúvico (sal sódica)

solución al 10 % (p/v) *

11,1 mL


	Supplements
Amount 
Acriflavine Hydrochloride
15.0 mg

Nalidixic acid (sodium salt)

40.0 mg

Cycloheximide
50.0 mg

Pyruvic acid (sodium salt)

10% solution (w / v ) *
11.1 mL



	* Utilizar solamente cuando se sospeche que las células de Listeria estén dañadas. (Ver el punto B.13.6.1)
	* Use only when it is suspected that Listeria cells are damaged. (See point B.13.6.1 )

	Preparar los suplementos de acriflavina y nalidíxico a partir de una solución al 0,5 % (p/v) con agua. El suplemento de cicloheximida prepararlo como una solución al 1,0 % (p/v) en una solución al 40 % (v/v) de etanol en agua. Esterilizar por filtración los suplementos. Agregar en condiciones asépticas los suplementos al medio CSTEL previamente esterilizado, justo antes de su uso. Para la preparación de un litro del medio CSTEL se debe partir de las soluciones anteriores, agregando las siguientes cantidades: 3,0 mL de acriflavina, 8,0 mL de ácido nalidíxico y 5,0 mL de solución de cicloheximida.
	Prepare supplements acriflavine and nalidixic from a 0.5 % (w / v) with water. Cycloheximide supplement as a solution to prepare 1.0% (w / v) in a 40 % (v / v) ethanol in water. Filter sterilized supplements. Aseptically add supplements to the medium CSTEL previously sterilized just before use. To prepare one liter of medium should CSTEL from the above solutions by adding the following amounts: 3.0 mL of acriflavine, nalidixic acid 8.0 mL and 5.0 mL of cycloheximide.



	Precaución: ¡La cicloheximida es una sustancia química altamente tóxica, durante su manejo deben emplearse guantes, lentes de protección y lavarse las manos inmediatamente después de usarla!
	Caution: Cycloheximide is a highly toxic chemical during its handling gloves, eye protection should be used and wash hands immediately after use.



	B.13.4.3 Medio de Cloruro de litio feniletanol -moxolactam (LMP)
	B.13.4.3 Medium moxolactam lithium chloride phenylethanol ( LMP )

	Ingredientes

Cantidad

Agar fenil etanol

35,5 g

Glicina anhídra

10,0 g

Cloruro de litio

5,0 g

Solución de moxolactam al 1 % en amortiguador de fosfatos pH 6,0

2,0 mL

Agua 

1000,0 mL


	Ingredients

Amount 
Agar phenyl ethanol
35.5 g

anhydrous glycine
10.0 g

Lithium chloride
5.0 g

Moxolactam solution 1% in phosphate buffer pH 6.0

2.0 mL

water
1000.0 mL



	
	

	
	

	Ingredientes

Cantidad

Agar fenil etanol

35,5 g

Glicina anhídra

10,0 g

Cloruro de litio

5,0 g

Solución de moxolactam al 1 % en amortiguador de fosfatos pH 6,0

2,0 mL

Agua 

1000,0 mL


	Ingredients

Amount 
Phenol etanol agar
35.5 g
Anhydrous glycine
10.0 g

Lithium chloride
5.0 g

Moxolactam solution 1% in phosphate buffer pH 6.0
2.0 mL

water
1000.0 mL



	
	

	Esterilizar el medio (sin moxolactam) en autoclave a 121 ± 1ºC durante 15 min. Enfriar de 48 a 50ºC y agregar la solución de moxolactam previamente esterilizada por filtración. Distribuir volúmenes de 12 a 15 mL del medio en cajas de Petri estériles. Las placas delgadas facilitan la observación de las colonias.
	Sterilize the medium (without moxolactam) by autoclaving at 121 ± 1 ° C for 15 min. Cool from 48 to 50 ° C and add the solution previously sterile-filtered moxolactam. Distribute volumes of 12 to 15 mL of sterile medium in Petri boxes. The thin plates facilitate the observation of the colonies.

	B.13.4.4 Medio Oxford
	B.13.4.4 Oxford media

	B.13.4.4.1 Medio Base Oxford (OXA)
	B.13.4.4.1 Oxford Medium Base (OXA )

	Ingredientes

Cantidad

Base de agar Columbia

39,0 g

Esculina

1,0 g

Citrato férrico amónico

0,5 g

Cloruro de litio

15,0 g

Agua

1000,0 mL


	Ingredients
Amount 
Columbia agar base
39.0 g

Esculin 
1.0 g

Ammonium ferric citrate
0.5 g

Lithium chloride
15.0 g

Water 
1000.0 mL



	
	

	Agregar los ingredientes a un litro de agua y llevar a ebullición hasta disolución completa. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1ºC durante 15 min. Enfriar a 50ºC el medio base y en condiciones asépticas agregar los suplementos.
	Add the ingredients to one liter of water and boil until completely dissolved. Autoclave at 121 ± 1 ° C for 15 min. Cool to 50 the base medium and aseptically, add supplements.

	Un litro de medio Oxford debe contener los siguientes suplementos:
	A liter of Oxford should contain the following supplements:

	Suplementos

Cantidad

Cicloheximida

400 mg

Sulfato de colistina

20 mg

Acriflavina

5 mg

Cefotetán

2 mg

Fosfomicina

10 mg


	Supplements
Amount
Cyclohesamide
400 mg

Colistine sulfate
20 mg

Acriflavin 
5 mg

Cefotetan 
2 mg

phosformicine
10 mg



	
	

	Disolver la cicloheximida, el sulfato de colestina, acriflavina, cefotetán y la fosfomicina en 10 mL de una mezcla 1:1 de etanol: agua. Esterilizar por filtración antes de agregar al medio base. Mezclar y vaciar en cajas Petri estériles. Las placas del medio Oxford se pueden almacenar como máximo dos semanas.
	Dissolve cycloheximide cholestene sulfate, acriflavine, cefotetan and fosfomycin in 10 mL of a 1: 1 ethanol: water. Filter sterilized before adding to average basis. Mix and pour into sterile Petri dishes. Oxford medium plates may be stored up to two weeks.

	B.13.4.5 Agar Soya tripticaseína con 0,6% de extracto de levadura (ASTEL)
	B.13.4.5 Tryptocasein soy agar with 0.6% yeast extract (ASTEL)

	
	

	Ingredientes

Cantidad

Agar soya tripticaseína

40,0 g

Extracto de levadura

6,0 g

Agua

1000,0 mL


	Ingredients

Amount
Trytpocaseín soy agar
40.0 g

Yeast extract
6.0 g
Water
1000.0 ml


	Agitar y calentar a ebullición hasta disolver el agar. Esterilizar a 121 ± 1ºC durante 15 min. pH final 7,3 ± 0,2.
	Agitate and heat to boiling until dissolving the agar. Sterilize at 121 ± 1 ºC for 15 minutes. Final pH 7.3 ± 0.2.

	B.13.4.6 Agar Sangre de carnero
	B.13.4.6 Sheep blood agar

	Ingredientes

Cantidad

Base de agar sangre

95,0 mL

Sangre de carnero desfibrinada

5,0 mL


	Ingredients

Amount 
Blood based agar
95.0 mL

Defibrinated sheep blood
5.0 mL



	
	

	Preparar el agar base de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Enfriar a 45 ± 2ºC y agregar asépticamente la sangre de carnero, la cual previamente se debe encontrar a temperatura ambiente (20 - 25°C). Homogeneizar el medio y verter en las cajas Petri estériles de 12 a 15 mL para la prueba de CAMP y de 15 a 20 mL para la prueba de hemólisis.
	Prepare the agar base according to the manufacturer's instructions. Cool to 45 ± 2 ° C and aseptically add the sheep blood, which must be at room temperature beforehand (20-25 ° C). Homogenize the medium and pour into sterile Petri dishes for 12 to 15 mL CAMP test and 15 to 20 mL for the test of hemolysis.


	B.13.4.7 Caldo Nitratos
	B.13.4.7 Nitrate Broth 

	Ingredientes

Cantidad

Nitrato de potasio

1,0 g

Cloruro de sodio

0,5 g

Peptona

2,0 g

Agua

1000,0 mL


	Ingredients

Amount 
Potassium nitrate
1.0 g
Sodium chloride
0.5 g
Peptone
20 g
Water
1000.0 ml


	Agregar los ingredientes a un litro de agua, agitar hasta disolución completa. Verter en tubos de 13 x 100 mm con tapón de rosca. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C durante 15 min.
	Add the ingredients to one liter of water, stir until completely dissolved. Pour tube 13 x 100 mm screw cap. Autoclave at 121 ± 1 ° C for 15 min.

	B.13.4.8 Medios para la Prueba de Movilidad
	B.13.4.8 Media for the Mobility Test

	B.13.4.8.1 Medio de SIM
	B.13.4.8.1 SIM media

	Ingredientes

Cantidad

Peptona de caseína

20,0 g

Peptona de carne

6,1 g

Sulfato de fierro y amonio

0,2 g

Tiosulfato de sodio

0,2 g

Agar

3,5 g

Agua 
1000.0 ml

	Ingredients

Amount 
Casein peptone
20.0 g
Meat peptone 
6.1 g
Iron and ammonium sulfate
0.2 g
Sodium thiosulfate
0.2 g
Agar

3.5 g
water 
1000.0 ml


	Agitar y calentar a ebullición hasta disolver el agar. Envasar en porciones de 4 mL en tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1°C durante 15 min. pH final 7,3 ± 0,2.
	Stir and boil to dissolve the agar. Package in 4 mL portions of tubes 13 x 100 mm. Autoclave at 121 ± 1 ° C for 15 min. Final pH 7.3 ± 0.2.

	B.13.4.8.2 Medio MTM
	B.13.4.8.2 MTM media

	Ingredientes

Cantidad

Extracto de carne

3,0 g

Peptona

10,0 g

Cloruro de sodio (NaCl)

5,0 g

Agar

4,0 g

Agua 
1000.0 ml

	Ingredientes

Cantidad

Extracto de carne

3,0 g

Peptona

10,0 g

Cloruro de sodio (NaCl)

5,0 g

Agar

4,0 g

Agua 
1000.0 ml


	
	


	Agitar y calentar a ebullición hasta disolver el agar. Envasar en porciones de 4 mL en tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1ºC durante 15 min. pH final 7,4 ± 0,2.
	Stir and boil until dissolving the agar. Package in 4 mL portions of tubes 13 x 100 mm. Autoclave at 121 ± 1 ° C for 15 min. Final pH 7.4 ± 0.2.

	B.13.4.9 Caldo Púrpura para fermentación de carbohidratos
	B.13.4.9  Purple Broth for carbohydrate fermentation

	Ingredientes

Cantidad

Proteosa peptona No. 3

10,00 g

Cloruro de sodio

5,00 g

Extracto de carne

1,00 g

Púrpura de bromocresol

0,02 g

Agua

1000,00 mL


	Ingredients

Amount 
Proteose peptone No. 3

10.00 g

Sodium chloride
5.00 g

Meat extract
1.00 g

Purple Bromocresol 
0.02 g

water
1000.00 mL



	
	


	Calentar si es necesario para disolver los ingredientes. Esterilizar en autoclave durante 15 min. A 121 ± 1°C pH final 6,8 ± 0,2. Agregar la solución del carbohidrato, previamente esterilizada, por filtración en cantidad suficiente para obtener una concentración final de 0,5 %.
	Heat if needed to dissolve the ingredients . Autoclave for 15 min . A 121 ± 1 ° C Final pH 6.8 ± 0.2. Add carbohydrate solution , previously sterilized by filtration enough to obtain a final concentration of 0.5 % amount.

	Nota: Los sistemas bioquímicos comerciales validados pueden usarse como alternativa para las pruebas bioquímicas convencionales.
	Note: The validated commercial biochemical systems can be used as alternatives to conventional biochemical tests.

	B.13.5 Preparación de la Muestra
	B.13.5 Sample Preparation

	Para la preparación de la muestra seguir con lo establecido en el numeral 9 de este apéndice.
	For sample preparation follow the provisions of paragraph 9 of this appendix.

	B.13.6 Procedimiento
	B.13.6 Procedure

	Este método debe realizarlo un microbiólogo experimentado, en un ambiente controlado, aislado de áreas de producción de alimentos. Se debe tener especial cuidado en la disposición de aquellos materiales y equipo que hayan estado en contacto con alimentos sospechosos, antes de desecharlos o volver a utilizarlos. Esta técnica por ningún motivo debe aplicarla personal inmunocomprometido ya sea por enfermedad o por el uso de medicamentos, mujeres embarazadas o personas de edad avanzada.
	This method must be performed by an experienced microbiologist, in a controlled environment, isolated areas of food production. Should take special care in the disposal of those materials and equipment which have been in contact with suspected food before disposal or reuse. This technique for any reason should be given either staff immunocompromised by disease or medication use, pregnant women or elderly people. 

	B.13.6.1 Procedimiento de Enriquecimiento
	B.13.6.1 Enrichment Procedure 

	Tomar una muestra representativa del alimento, tanto de la superficie externa como del interior Colocar 25 mL o 25 g de la muestra en un recipiente conteniendo 225 mL de medio de enriquecimiento (EB), homogeneizar e incubar por 48 h a 30ºC. En el caso de muestras en donde se sospecha que tienen células de Listeria spp dañadas, se recomienda la incubación en un caldo de enriquecimiento que contenga piruvato  de sodio al 0,1 % (p/v) incubado a 30°C por 6 h sin suplementos. Después de las 6 h de incubación los suplementos deben agregarse y continuar la incubación a 30ºC hasta un total de 48 h.
	Take a representative sample of food, both the outer surface and inside. Place 25 mL or 25 g of the sample into a vessel containing 225 mL of enrichment medium (EB), homogenized and incubated for 48 h at 30 ° C. In the case where samples are suspected of containing  damaged Listeria spp cells, incubation is recommended in an enrichment broth containing sodium pyruvate 0.1% (w / v) incubated at 30 ° C for 6 h without supplements. After 6 h of incubation supplements should be added and continue incubation at 30 ° C for a total of 48 h.

	B.13.6.1.1 Aislamiento
	B.13.6.1.1 Isolation

	Después de 24 y 48 h de incubación en el medio EB, resembrar en los medios LMP y OXA. Incubar las placas del medio LMP a 30ºC por 24 a 48 h y las de medio OXA a 35ºC por el mismo periodo. Observar el crecimiento en las placas del medio LMP con luz blanca en un ángulo de 45º (iluminación de Henry), a simple vista o con la ayuda de una lupa. En este medio generalmente aparecen las colonias de color blanco o azul iridiscentes. En el medio OXA las colonias de Listeria son negras, con halo negro. Algunas colonias pueden aparecer con un tono café oscuro que se define mejor a los siete días de incubación. Seleccionar cinco o más colonias típicas del medio de OXA o LMP y pasar a placas de medio ASTEL. Este paso es importante debido a que las colonias aparentemente aisladas en los medios OXA y LMP pueden estar contaminadas con flora competitiva parcialmente inhibida, invisible a simple vista. Debido a que puede estar presente más de una especie de Listeria en la muestra, deben identificarse como mínimo cinco colonias.
	After 24 and 48 h of incubation in the middle EB, replant in the LMP and OXA media. Incubate plates at 30 ° C by means LMP 24-48 h and half OXA to 35 for the same period. Observe the growth in average LMP plates with white light at an angle of 45 ° (Henry illumination), to the naked eye or with the aid of a magnifying glass. In this medium, generally colonies are iridescent white or blue usually appear. In the middle OXA Listeria colonies are black, with black halo. Some colonies may appear dark brown tone that best defines seven days of incubation. Select five or more typical colonies medium OXA or LMP and medium plates pass ASTEL. This step is important because the colonies apparently isolated in LMP OXA and means may be partially inhibited contaminated with competitive flora sight unseen. Because it can be present more than one species of Listeria in the sample must be identified at least five colonies.

	B.13.6.2 Identificación
	B.13.6.2 Identification

	Se deben utilizar cepas de referencia positivas y negativas para cada una de las pruebas. Seleccionar colonias típicas y sembrar en medio ASTEL. Incubar a 35ºC por 24 h. Estos cultivos pueden mantenerse a 4ºC y utilizarse como inóculo para realizar las pruebas de identificación.
	Strains of reference should be used for positive and negative tests for each one of the tests. Select typical colonies and seed in ASTEL medium. Incubate at 35 for 24 h. These cultures can be kept at 4 ° C and used as inoculum for identification tests.



	B.13.6.2.1 Prueba de Movilidad en Fresco
	B.13.6.2.1 Fresh Mobility Test

	Hacer preparaciones en fresco (en gota suspendida o entre porta y cubreobjetos) utilizando solución salina al 0,85%. La suspensión debe ser densa y emulsificarse completamente, y observar con objetivo de inmersión en un microscopio de contraste de fase o microscopio de campo oscuro. Las células de Listeria spp  son bacilos cortos con movilidad rotatoria o como si brincaran. Los bacilos con movimientos rápidos no son Listeria spp.
	Make preparations cool (in hanging drop or between slide and cover slip) using 0.85% saline solution. The suspension should be dense and completely emulsified, and observe immersion objective of a phase contrast microscope or dark field microscope. Listeria spp cells are short rods with rotary motion or they will jump. The Bacilli with quick movements are not Listeria spp.



	B.13.6.2.2 Prueba de Catalasa
	B.13.6.2.2 Catalase test 

	Emulsificar un cultivo puro, con una gota de solución de peróxido al 3%. La formación inmediata de burbujas indica que la prueba es positiva. Las especies de Listeria son catalasa positivo. Precauciones, la emulsión debe realizarse con un asa de plástico o palillo de madera estéril evitando el contacto del metal con el reactivo. Si las colonias provienen de agar base con sangre. Cualquier contaminación de eritrocitos puede dar pruebas falsas positivas!
	Emulsify a pure culture, with a drop of peroxide solution 3%. The immediate formation of bubbles indicates that the test is positive. Listeria species are catalase positive. Caution, the emulsion must be made with a plastic handle or sterile wooden stick avoiding contact with the reactive metal. If the colonies derived from blood agar base. Any contamination of erythrocytes can give false positive tests.



	B.13.6.2.3 Tinción de Gram
	B.13.6.2.3 Gram stain 

	Hacer una tinción de Gram de cultivos de 16 a 24 h. Todas las especies de Listeria son bacilos cortos Grampositivo; sin embargo en cultivos viejos pueden presentarse como formas cocoides. ¡En extensiones delgadas se observan de color pálido y pueden confundirse con Bacteroides spp.
	Make a Gram stain cultures 16-24 h. All species of Listeria are Gram-positive short rods; However, in older cultures they may be presented as coccoid forms. In thin extensions they are seen as pale in color and may be confused with Bacteroides spp



	B.13.6.2.4 Prueba de Hemólisis
	B.13.6.2.4 Hemolysis Test 

	Dibujar una cuadrícula de 20 a 25 espacios en el fondo de la placa de agar sangre de carnero al 5%. Inocular por picadura un cuadro por cada cultivo. Incubar por 48 h a 35ºC. Al inocular, observar la reacción hemolítica en las placas. L. monocytogenes y L. seeligeri producen una zona ligeramente clara alrededor del punto de picadura. Confirmar las reacciones dudosas con la prueba de CAMP.
	Draw a grid of 20-25 spaces on the bottom plate sheep blood agar 5%. Inoculate pitting one table for each culture. Incubated for 48 h at 35 ° C. When inoculating, hemolytic reaction observed on plates. L. monocytogenes and L. seeligeri produce a slightly lighter area around the bite point. Check dubious reactions CAMP test .

	B.13.6.2.5 Prueba de Reducción de Nitratos
	B.13.6.2.5 Nitrate Reduction Test

	Inocular los tubos conteniendo caldo nitratos, incubar a 35ºC por 5 días. Para la lectura se debe agregar 0,2 mL del reactivo A y 0,2 mL del reactivo B, un color rojo indica una prueba positiva (presencia de nitritos). Si esta coloración no se observa, adicionar zinc en polvo. El desarrollo de color rojo después de una hora confirma una prueba negativa (presencia de nitratos). En forma alternativa adicionar al cultivo en caldo nitratos 0,2 mL del reactivo B y 0,2 mL del reactivo C. Un color naranja indica una prueba positiva (presencia de nitritos). Si esta coloración no se observa, adicionar 0,2 mL del reactivo de cadmio, el desarrollo de un color naranja confirma una prueba negativa (presencia de nitratos). Este procedimiento alternativo elimina el uso del alfa - naftilamina, que es carcinogénica.
	Inoculate broth tubes containing nitrates, incubate at 35 ° C for 5 days. For reading should add 0.2 mL of reagent A and 0.2 ml reagent B, a red color indicates a positive test (presence of nitrite). If this coloration is not observed, add zinc powder. The development of a red color after one hour confirms a negative test (presence of nitrates). Alternatively nitrate add to the culture broth 0.2 mL of Reagent B and 0.2 mL of the reagent C. An orange color indicates a positive test (presence of nitrite). If this coloration is not observed, add 0.2 mL of cadmium reagent, the development of an orange confirms a negative test (presence of nitrates). This alternative method eliminates the use of alpha - naphthylamine, which is carcinogenic.

	B.13.6.2.6 Prueba de Movilidad en Agar
	B.13.6.2.6 Mobility Test Agar

	Inocular el medio SIM o MTM, incubar por 7 días a temperatura ambiente (20-25ºC), observar diariamente. Las especies de Listeria son móviles, dando un crecimiento típico en forma de paraguas.
	Inoculate the SIM or MTM medium, incubate for 7 days at room temperature (20-25 ° C), and observe daily. Listeria species are mobile, giving a typical umbrella-shaped growth.

	B.13.6.2.7 Prueba de Utilización de Carbohidratos
	B.13.6.2.7 Test of Carbohydrates Use

	Inocular tubos de caldo púrpura para fermentación de carbohidratos al 0,5 %: dextrosa, esculina, maltosa, ramnosa, manitol y xilosa. Incubar 7 días a 35ºC. Una coloración amarilla indica una prueba positiva. Todas las especies de Listeria dan positivas las pruebas para dextrosa, esculina y maltosa. Consultar el cuadro 1 para reacciones con ramnosa, xilosa y manitol. Si la pigmentación prematura del aislamiento en el medio OXA no deja lugar a duda, el ensayo de esculina puede omitirse.
	Inoculate tubes of purple carbohydrate fermentation broth to 0.5%: dextrose, esculin, maltose, rhamnose, mannitol and xylose. Incubating 7 days at 35 ° C. A yellow color indicates a positive test. All species of Listeria give positive tests for dextrose, esculin and maltose. See Table 1 for reactions with rhamnose, xylose and mannitol. If premature pigmentation in the middle OXA isolation leaves no doubt esculin test may be omitted.

	B.13.6.2.8 Prueba de Cristie-Atkins -Munch-Peterson (CAMP)
	B.13.6.2.8 Cristie -Atkins -Munch -Peterson Test (CAMP )

	Para la prueba de CAMP se emplean las siguientes cepas de colección de S. aureus y R. equi:
	For the CAMP test, the following strains are employed from the collection of S. aureus and R. equi: 

	
	


	Staphylococcus aureus
	Rhodococcus equi

	ATCC 49444
	ATCC 6339

	NCTC 7428
	NCTC 1621

	ATCC 25923
	

	CIP 5710
	


	Las cepas empleadas en la prueba de CAMP pueden obtenerse de diversas colecciones nacionales e internacionales. En una placa de agar sangre de carnero sembrar una estría de la cepa de S. aureus y, paralelamente una de R. equi, separadas lo suficiente para que entre éstas se puedan estriar perpendicularmente las cepas sospechosas de Listeria, sin que lleguen a tocarse (aproximadamente 5 mm de separación). Después de 24 y 48 h de incubación a 35°C observar el sinergismo entre las hemolisinas de S. aureus, R. equi y Listeria que se manifiesta como una zona hemolítica más intensa.
	The strains used in the CAMP test may be available from national and international collections. On a plate of blood agar seed a strip of the strain of S. aureus and R. equi parallelly one of R equi, separated enough so that between them they can lay out perpendicular the suspicious strains of Listeria, without ever touching (about 5 mm apart). After 24 and 48 h incubation at 35 °C observe synergism between hemolysins of S. aureus, and Listeria R. equi manifested as a severe hemolytic zone.



	La hemólisis de L. monocytogenes y L. seeligeri se incrementa cerca de la estría de S. aureus, y la hemólisis de L. ivanovii se aumenta cerca de la estría de R. equi. Las especies restantes no son hemolíticas en esta prueba.
	Hemolysis of L. monocytogenes and L. seeligeri increases near the ridge of S. aureus and L. ivanovii hemolysis is enhanced near the R. equi streak. The remaining species are non-hemolytic in this test.

	Prueba de CAMP para Listeria monocytogenes:
	Listeria monocytogenes CAMP test:

	Diseño de la inoculación en placas de agar sangre de carnero. Las líneas horizontales representan las estrías de la inoculación de cinco cepas. Las líneas verticales representan las estrías de inoculación de S. aureus (S) y R. equi (R). Las líneas sombreadas indican el incremento de hemólisis en esas regiones.
	Design inoculation in blood agar plates ram. The horizontal lines represent the inoculation streaks five strains. The vertical lines represent the striations of inoculation S. aureus (S) and R. equi (R). The shaded lines indicate the increase of hemolysis in those regions.


Cuadro 1. Diferenciación de las Especies de Listeria

	Especies
	Hemolítico (beta) a
	Reducción nitratos
	Producción de ácidos de
	CAMP

	
	
	
	M
	R
	X
	S.a
	R.e

	L. monocytogenes
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	-

	L. ivanovii
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	+

	L. innocua
	-
	-
	-
	bV
	-
	-
	-

	L. welshimeri
	-
	-
	-
	bV
	+
	-
	-

	L. seeligeri
	+
	-
	-
	-
	+
	+1
	-

	L. grayic
	-
	bV
	+
	bV
	-
	-
	-


a 
Sangre de carnero desfibrinada

bV 
Variable

L. grayi incluye ahora las cepas de la especie L. murrayi reductoras de nitratos y ramnosa variable

M 
Manitol

R 
Ramnosa

X 
Xilosa

S.a 
Staphylococcus aureus

R.e 
Rhodococcus equi

1 
Puede haber reacciones débilmente positivas, particularmente a las 48 horas de incubación.

BOX 1. Diferentiation of the Listeria species

	Species 
	Hemolitic (beta) a
	Reduction of nitrates
	Production of acids
	CAMP

	
	
	
	M
	R
	X
	S.a
	R.e

	L. monocytogenes
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	-

	L. ivanovii
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	+

	L. innocua
	-
	-
	-
	bV
	-
	-
	-

	L. welshimeri
	-
	-
	-
	bV
	+
	-
	-

	L. seeligeri
	+
	-
	-
	-
	+
	+1
	-

	L. grayic
	-
	bV
	+
	bV
	-
	-
	-


a 
defibrinated sheep blood
bV 
Variable

L. grayi now includes strains of L. murrayi reducing Nitrate and rhamnose VariableM 
Mannitol

R 
Ramnose
X 
Xilose
S.a 
Staphylococcus aureus

R.e 
Rhodococcus equi

1 
It can weakly have postive reactions, particulary 48 hours of incubation.

	B.13.6.3 Serología
	B.13.6.3 Serology

	La determinación de los tipos serológicos de Listeria se aplica cuando las consideraciones epidemiológicas sean cruciales. Inocular en caldo de triptosa por 24 h a 35ºC. Transferir a dos tubos de agar inclinado de triptosa e incubar 24 h a 35ºC. Para realizar la prueba se pueden utilizar sueros comerciales, siguiendo las instrucciones del fabricante.
	The determination of serological types of Listeria applies when epidemiological considerations are crucial. Inoculated into tryptose broth at 35 for 24 h. Transfer two inclined tryptose and incubate 24 hours at 35 ° C. To test you can use commercial sera, following the manufacturer's instructions 


Cuadro 2. Serología de las especies de Listeria

	Especies
	Serotipo

	L. monocytogenes
	1/2A, 1/2B, 1/2C

3A, 3B, 3C

4A, 4AB, 4B

4C, 4D, 4E, "7"

	L. ivanovii
	5

	L. innocua

L .welshimeri
	4AB, 6A, 6B, Una

6A, 6B

	L.seeligeri
	1/2B, 4C, 4D, 6B, Una


Box 2. Serology of the Listeria species

	Species 
	Serotype

	L. monocytogenes
	1/2A, 1/2B, 1/2C

3A, 3B, 3C

4A, 4AB, 4B

4C, 4D, 4E, "7"

	L. ivanovii
	5

	L. innocua

L .welshimeri
	4AB, 6A, 6B, Una

6A, 6B

	L.seeligeri
	1/2B, 4C, 4D, 6B, Una


	B.13.7 Expresión de Resultados
	B.13.7 Expression of Results

	Comparar los resultados obtenidos con el cuadro 1 y determinar el género y especie de las cepas aisladas. La correspondencia de resultados con el cuadro anterior indica la presencia del género Listeria.
	Compare the results with Table 1 and determine the genus and species of isolates. The correspondence of results with the above table indicates the presence of Listeria.

	El único miembro del género Listeria de importancia para esta norma es Listeria monocytogenes.
	The only member of the genus Listeria relevant to this standard is Listeria monocytogenes.

	B.13.8 Informe de la Prueba
	B.13.8 Test Report

	Cuando los resultados sean positivos para L. monocytogenes informar la presencia en 25 g o 25 mL de muestra. Y si los resultados son negativos informar ausencia en 25 g o 25 mL de muestra.
	When the results are positive for L. monocytogenes report the presence of 25 g or 25 mL sample. And if the results are negative report absence in 25 g or 25 mL of sample.

	B.14 Determinación de Vibrio cholerae
	B.14 Determination of Vibrio cholerae

	B.14.1 Material y Equipo
	B.14.1 Material and Equipment

	B.14.1.1 Licuadora y vasos de licuadora estériles.
	B.14.1.1 Blender and sterile blender containers

	B.14.1.2 Frascos de vidrio de boca ancha tipo tarro de 500 mL de capacidad con tapa de rosca.
	B.14.1.2 Wide mouth glass flasks of 500 ml of capacity with a screw on top.

	B.14.1.3 Varilla de vidrio de 3mm de diámetro y 20cm de largo, con un doblez terminal en ángulo recto de 4cm.
	B.14.1.3 Glass rod 3mm in diameter and 20cm long, with a right-angle bend terminal 4cm.

	B.14.1.4 Balanza granataria de 2000 g de capacidad y 0,2 g de sensibilidad.
	B.14.1.4 Granatary scale 2000 g 0.2 g capacity and sensitivity.

	B.14.1.5 Balanza analítica de 120 g de capacidad y 5 mg de sensibilidad.
	B.14.1.5 Granatary scale of 120 grams of capacity and 5 mg of sensitivity.

	B.14.1.6 Incubadoras de 39-40ºC.
	B.14.1.6 Incubators of 39-40 ° C.

	B.14.1.7 Baño de agua de 42 ± 0,2ºC y 35-37ºC.
	B.14.1.7 Water bath 42 ± 0.2 ° C and 35-37 ° C

	B.14.1.8 Cucharas estériles u otros instrumentos apropiados para transferir muestras de alimentos.
	B.14.1.8 Sterile spoons or other appropriate instruments for transferring food samples

	B.14.1.9 Cajas Petri estériles de 15 x 100 mm de plástico.
	B.14.1.9 Sterile plastic Petri dishes of 15 x 100 mm.

	B.14.1.10 Pipetas estériles de 1 mL con graduación de 0,01mL, de 5 y 10 mL con graduación de 0,1mL.
	B.14.1.10 1 mL sterile pipettes with graduation 0.01mL , 5 and 10 mL with 0.1 mL graduation

	B.14.1.11 Asas bacteriológicas de 3 mm de diámetro de nicromel o platino.
	B.14.1.11 Bacteriological loops 3mm in diameter nicromel or platinum.

	B.14.1.12 Tubos de cultivo o de ensayo de 16 x 150 mm y 20 x 150 mm.
	B.14.1.12 Culture tubes or test tubes 16 x 20 x 150 mm and 150 mm 

	B.14.1.13 Tubos para bioquímicas o ensaye de 10 x 75 mm o 13 x 100 mm.
	B.14.1.13 Biochemical tubes or test tubes of 10 x 75 mm or 13 x 100 mm

	B.14.1.14 Tijeras y pinzas estériles.
	B.14.1.14 Sterile scissors and forceps

	B.14.115 Lámpara (para observar reacciones serológicas).
	B.14.115 Lamp (to observe serological reactions).


	B.14.1.16 Mecheros.
	B.14.1.16 Lighters

	B.14.1.17 Papel pH (rango 1-14) con un máximo de graduación de 0,4 unidades de pH por cambio de color.
	B.14.1.17 pH paper (range 1-14) with a maximum graduation of 0.4 pH units change color.

	B.14.1.18 Potenciómetro.
	B.14.1.18 Potentiometer 

	B.14.1.19 Bolsas de polietileno de 28 x 37 cm con tapa resellarle.
	B.14.1.19 Polyethylene bags 28 x 37 cm with resealable lid.

	B.14.1.20 Aparato de filtración y membranas de 0,45 micras.
	B.14.1.20 Filtration apparatus and 0.45 micron membranes.

	B.14.2 Medios de Cultivo
	B.14.2 Culture media

	B.14.2.1 Agua Peptonada Alcalina (APW)
	B.14.2.1 Alkaline Peptone Water (APW)

	
	

	FORMULA

Peptona
10 g
Cloruro de sodio
10 g
Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Peptone
10 g
Sodium chloride
10 g
Distilled water
1,000 mL


	
	

	Disolver los ingredientes. Ajustar el pH de tal forma que después de esterilizar éste sea de 8,5±0,2.Esterilizar en autoclave 10 minutos a 121ºC.
	Dissolve the ingredients. Adjust the pH in such a way that after sterilizing it is 8.5 ± 0.2. Sterilize in an autoclave 10 minutes at 121 ºC.

	B.14.2.2 Agar Tiosulfato, Citrato, Sales Biliares y Sacarosa (TCBS)
	B.14.2.2 Agar Thiosulfate, Citrate, Bile salts and Sacharose (TCBS)

	
	

	FORMULA

Extracto de levadura
5g
Proteosa peptona
10 g
Sacarosa
20 g
Tiosulfato de sodio.5H2O
10 g
Citrato de sodio.2H2O
10 g
Sales biliares

3 g

Bilis de buey

5 g

Cloruro de sodio

10 g

Citrato férrico

1 g

Azul de bromotimol

40 mg

Azul de timol

40 mg

Agar

15 g

Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Yeast extract
5g
Proteose peptone
10 g
Sacharose
20 g
Sodium thiosulfate 5H20
10 g
Sodium citrate.2H2O
10 g
Bile salts
3 g

Ox salts
5 g

Sodium chloride
10 g

Ferric citrate
1 g

Blue bromotimol

40 mg

Blue timol

40 mg

Agar

15 g

Distilled water
1,000 mL


	
	


	Preparar en un matraz por lo menos tres veces más grande que el volumen requerido de medio. Adicionar los ingredientes en agua destilada tibia y calentar con agitación constante hasta ebullición e inmediatamente retirar del calor. No esterilizar. Enfriar a 50ºC y colocar en cajas de Petri. Dejar secar las placas de 37-45ºC antes de usar.
	Prepare in a flask at least three times larger than the required volume of medium. Add the ingredients in warm distilled water and heat to boiling with constant stirring and immediately remove from heat. Do not sterilize. Cool to 50 ° C and place in Petri dishes. Allow the 37-45ºC plates dry before using.



	B.14.2.3 Agar modificado con Celobiosa, Polimixina B y Colistina (mCPC)
	B.14.2.3 Agar modified cellobiose, polymyxin B and colistin ( MCPC )



	Solución 1:
	Solution 1:

	FORMULA

Peptona
10 g
Extracto de carne
5 g
Cloruro de sodio
20 g
Solución Stock de colorante1 000
1 mL
Agar
15 g
Agua destilada 
900 mL

	FORMULA

Peptone
10 g
Meat extract
5 g
Sodium chloride
20 g
Stock solution of colorant 1,000
1 mL
Agar
15 g
Distilled water
900 mL


	Ajustar el pH a 7,6. Hierva hasta que se disuelva el agar. Esterilizar por autoclave 15 minutos a 121ºC. Enfríe de 48-55ºC.


	Adjust the pH to 7.6. Boil until the agar is dissolved. Sterilize by autoclave 15 minutes to 121 ºC. Cool to 48 – 55 ºC.

	Solución stock de colorantes 1 000 X:


	Solution of colorants 1,000 X:

	FORMULA

Azul de bromotimol
4 g
Rojo de cresol
4 g
Etanol al 95%
100 mL

	FORMULA

Blue bromothymol
4 g
Red cresol
4 g
Etanol at 95%
100 mL


	
	

	Para obtener un color firme del medio usar una solución colorante stock en lugar de estar pesando repetidamente los colores en polvo. Disuelva el colorante en etanol hasta obtener una solución al 4% (peso/volumen). Agregue 1 mL de esta solución a cada litro de agar mCPC, la cual tendrá al final 40 mg de azul de bromotimol y 40 mg de rojo cresol por litro.
	To obtain a strong color of the medium using a dye stock solution rather than repeatedly weighing the powder colors. Dissolve dye in ethanol to obtain a solution at 4% (w / v). Add 1 mL of this solution to each liter of agar MCPC, which will at the end 40 mg of bromothymol blue and cresol red 40 mg per liter.

	Solución 2:
	Solution 2:

	FORMULA

Celobiosa
10 g
Colistina
400 000 UI
Polimixina B
100 000 UI
Agua destilada
100 mL

	FORMULA

Celobiose
10 g
Colistine
400,000 UI
Polymixine B
100,000 UI
Distilled water
100 mL


	
	

	Disuelva la celobiosa por calentamiento en agua destilada. Enfríe y agregue los antibióticos. Esterilice por filtración, agregue la solución 2 a la solución 1 mezcle y distribuya en cajas Petri.
	Dissolve the Cellobiose by heating in distilled water. Cool and add antibiotics. Sterilize by filtration , add the solution 2 to solution 1 mix and distribute in Petri dishes 

	B.14.2.4 Agar T1N1 (Agar Triptona y Sal)


	B.14.2.4 T1N1 Agar (Tryptone agar and salt)

	FORMULA

Triptona o tripticasa
10 g
Cloruro de sodio
10 g
Agar

20 g

Agua destilada mL
1 000

	FORMULA

Tryptone or trypticase
10 g
Sodium chloride
10 g
Agar

20 g

Distilled water mL
1,000


	
	

	Suspenda los ingredientes y hierva hasta disolución del agar, si lo desea inclinado, distribuya en tubos. Esterilice en autoclave 15 minutos a 121ºC. Deje solidificar los tubos inclinados, para placas enfríe el medio de 45-50ºC y distribuya en cajas Petri estériles.


	Suspend the ingredients and boil until the dissolution of the agar, if desired inclined, distribute in tubes. Autoclave 15 minutes at 121. Let solidify inclined to cool the plates through 45-50 ° C and distribute into sterile Petri dishes 

	B.14.2.5 Agar Gelatina (GA)
	B.14.2.5 Gelatin agar (GA)

	
	

	FORMULA

Peptona
4 g
Extracto de levadura
1 g
Gelatina
15 g
Agar
15 g
Agua destilada
1000 mL

	FORMULA

Peptone
4 g
Yeast extract
1 g
Gelatin
15 g
Agar
15 g
Distillled water
1000 mL


	
	


	Suspenda los ingredientes y hierva hasta disolución de la gelatina y el agar, ajuste el pH a 7,2 ± 0.2. Esterilice en autoclave 15 minutos a 121ºC. Enfríe de 45-50ºC y distribuya en cajas Petri estériles.
	Suspend ingredients and boil until dissolved gelatin and agar, adjust the pH to 7.2 ± 0.2. Autoclave 15 minutes at 121. Cool to 45-50 ° C and distribute into sterile Petri dishes.

	B.14.2.6 Agar Gelatina con Sal (GS)
	B.14.2.6 Gelatin Agar Sal ( GS )

	Preparar agar gelatina (GA), pero adicionando 30 g de cloruro de sodio por cada litro. Suspenda los ingredientes y hierva hasta disolver la gelatina y el agar. Ajuste el pH de 7,2 ± 0,2. Esterilice en autoclave 15 minutos a 121ºC. Enfríe de 45-50ºC, coloque en cajas Petri. Si es necesario para inhibir la diseminación de Vibrio spp tal como V. alginolyticus, use de 25-30 g de agar por litro.
	Prepare gelatin agar (GA), but adding 30 g of sodium chloride per liter. Suspend ingredients and boil to dissolve the gelatin and agar. Adjust pH 7.2 ± 0.2. Autoclave 15 minutes at 121. Cool to 45-50 ° C, put in Petri dishes. If necessary to inhibit the spread of Vibrio spp such as V. alginolyticus, use of 25 to 30 g agar per liter.

	B.14.2.7 Caldo Glucosa de Hugh-Leifson
	B.14.2.7 Hugh- Leifson Glucose Broth

	
	

	FORMULA

Peptona
2 g
Extracto de levadura
0,5 g
Cloruro de sodio
20 g
Dextrosa
10 g
Púrpura de bromocresol
0,015 g
Agar

3 g

Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Peptone
2 g
Yeast  extract
0.5 g
Sodium chloride
20 g
Dextrose 
10 g
Purple bromocresol
0.15 g
Agar

3 g

Distilled water
1,000 mL


	
	

	Suspenda los ingredientes y hierva hasta disolver el agar. Ajuste el pH a 7,4 ± 0,2. Coloque en tubos y esterilice en autoclave 15 minutos a 121ºC.


	Suspend the ingredients and boil until dissolving the agar. Adjust the pH at 7.4 ± 0.2. Place in tubes and sterilize in an autoclave 15 minutes at 121 ºC.

	B.14.2.8 Medio Base de Descarboxilasa (Arginina, Lisina y Ornitina)
	B.14.2.8 Decarboxylase base medium (arginine, Lysine, and Ornithine

	FORMULA

BASE

Peptona
5 g
Extracto de levadura
3 g
Dextrosa (D-glucosa)
1 g
Púrpura de bromocresol
0.02 g
Agua destilada 
1 000 mL

	FORMULA

BASE

Peptone
5 g
Yeast extract
3 g
Dextrose (D-glucose)
1 g
Purple bromocresol
0.02 g
Distillled water
1,000 mL


	
	

	Para caldo de arginina, lisina y ornitina, adicione 5 g de L-aminoácido a 1 litro de base. Como control, use base sin suplemento (aminoácido). Para Vibrio spp halofílicos, adicionar 15 g de cloruro de sodio por litro. Ajuste el pH de tal manera que después de la esterilización sea de 6,5 ± 0,2. Distribuya en tubos y esterilice en autoclave 10 minutos a 121ºC.
	For broth arginine, lysine and ornithine, add 5 g of L -amino acid to 1 liter of base. As a control use base without supplement (amino acid). For halophilic Vibrio spp, add 15 g of sodium chloride per liter. Adjust the pH so that after sterilization is 6.5 ± 0.2. Distribute into tubes and autoclave 10 minutes at 121.


	B.14.2.9 Caldo Triptona y Caldos Triptona Sal T1N0,T1N1,T1N3, T1N6,T1N8 y T1N10


	B.14.2.9 Tryptone broth and Tryptone Salt broths T1N0,T1N1,T1N3, T1N6,T1N8 and T1N10



	FORMULA

Triptona o tripticasa
10 g

Cloruro de sodio
0,10,30,60,80 o 100 g
Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Tryptone or Trypticase
10 g

Sodium chloride
0,10,30,60,80 or 100 g
Distilled water
1,000 mL


	
	

	Disuelva los ingredientes en agua destilada, para T1N0 no agregue cloruro de sodio, para T1N1 use 10g de cloruro de sodio (1% w/v concentración de cloruro de sodio); así respectivamente. Para T1N3 usar 30g de NaCl por litro (3% w/v concentración de cloruro de sodio). Distribuya en tubos de tapón de rosca de 16 x 150 mm, tape los tubos. Esterilice en autoclave durante 15 minutos a 121ºC. Ajuste el pH a 7,2 ± 0,2.
	Dissolve the ingredients in distilled water to T1N0 do not add sodium chloride, for T1N1 use 10 g of sodium chloride (1% w / v concentration of sodium chloride); respectively. For T1N3 use 30g NaCl per liter (3% w / v concentration of sodium chloride). Distribute in tubes with screw cap 16 X 150 mm cover the tubes. Autoclave for 15 minutes at 121 ºC. Adjust the pH to 7.2 ± 0.2.

	B.14.2.10 Caldo Soya Tripticasa (TSB)
	B.14.2.10 Trypticase Soy Broth (TSB)

	FORMULA

Peptona de tripticasa (Triptona)
17 g
Peptona de fitona (Soytona)
3 g
Cloruro de sodio

5 g

Fosfato dipotásico

2,5 g

Dextrosa

2,5 g

Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Trypticase Peptone (Tryptone)
17 g
Phytone peptone (Soytone)
3 g
Sodium chloride
5 g

Dipotassium phosphate
2.5 g

Dextrose 
2.5 g

Distilled water
1,000 mL


	
	

	Suspenda los ingredientes en agua destilada y caliente hasta disolución. Distribuya 225 mLen matraces de 500 mL o tubos. Esterilice en autoclave durante 15 minutos a 121ºC. El pH final debe ser de 7,2 ± 0,2.
	Suspend the ingredients in distilled water and heat until dissolution. Distribute 225 mL in 500 ml flasks or test tubes. Sterilize in an autoclave for 15 minutes at 121 ºC. The final pH must be 7.2 ± 0.2. 

	B.14.2.11 Agar Soya Tripticasa (TSA)
	B.14.2.11 Trypticase Soy Agar (TSA)

	FORMULA

Peptona tripticasa (Triptona)
15 g
Peptona de fitona (Soytona)
5 g
Cloruro de sodio
5 g
Agar
15 g
Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Trypticase peptone (Tryptone)
15 g
Phytone peptone (Soytone)
5 g
Sodium chloride
5 g
Agar
15 g
Distilled water
1,000 mL


	
	

	Suspenda los ingredientes en agua destilada y hierva durante un minuto hasta disolución del agar. Para Vibrio spp halofílicos, agregar 15 g de cloruro de sodio. Distribuya dentro de tubos o matraces. Esterilice en autoclave durante 15 minutos a 121ºC. Deje solidificar los tubos inclinados o deje enfriar de 45-50ºC y distribuya en cajas Petri. El pH final debe ser de 7,3 ± 0,2.
	Suspend ingredients in distilled water and boil for one minute to dissolve the agar. For halophilics Vibrio spp, add 15 g of sodium chloride. Distribute into tubes or flasks. Autoclave for 15 minutes at 121 ºC. Let the tubes solidify incline or let cool to 45-50 °C and distribute in Petri dishes. The final pH should be 7.3 ± 0.2.

	B.14.2.12 Agar de Hierro Kligler (KIA)
	B.14.2.12 Kliger Iron Agar (KIA)

	FORMULA

Peptona polipeptona
20 g
Lactosa
20 g
Dextrosa
1 g
Cloruro de sodio
5 g
Citrato férrico amoniacal
0,5 g
Tiosulfato de sodio

0,5 g

Rojo de fenol

0,025 g

Agar

15,0 g

Agua destilada

1 000 mL

	FORMULA

Polypeptone peptone
20 g
Lactose
20 g
Dextrose
1 g
Sodium chloride
5 g
Ammonium ferric citrate
0.5g
Sodium thiosulfate
0.,5 g

Red phenol
0.025 g

Agar

15.0 g

Distilled water
1,000 mL


	
	

	Suspender los ingredientes y hervir hasta disolución del agar. Distribuir en tubos de tapón de rosca. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121ºC. Dejar solidificar los tubos inclinados. Ajustar el pH de 7,4 ± 0,2.
	Suspend ingredients and boil to dissolve the agar. Distribute in screw cap tubes. Autoclave for 15 minutes at 121 ºC. Allow the tubes to solidify inclined. Adjust the pH of 7.4 ± 0.2.

	B.14.2.13 Agar Arginina Glucosa Inclinado (AGS)
	B.14.2.13 Arginine Glucose Agar inclined (AGS)

	FORMULA

Peptona
5 g
Extracto de levadura
3 g
Triptona

10 g

Cloruro de sodio

20 g

Glucosa

1 g

L-Arginina(hidrocloruro)

5 g

Citrato férrico amónico

0,5 g

Tiosulfato de sodio

0,3 g

Púrpura de bromocresol

0,2 g

Agar

13,5 g

Agua destilada

1 000 mL

	FORMULA

Peptone
5 g
Yeast extract
3 g
Tryptone 
10 g

Sodium chloride
20 g

Glucose 
1 g

L-Arginine(hydrochloride)

5 g

Ammonium ferric citrate
0.5 g

Sodium thiosulfate
0.3 g

Purple bromocresol

0.2 g

Agar

13,5 g

Distilled water
1,000 mL


	
	

	Suspender los ingredientes en agua destilada, hervir hasta disolución del agar, y distribuir en cantidades de 5 mL a tubos de 13 x 100 mm. Ajustar el pH de 6,8 a 7,0. Esterilizar en autoclave de 10 a 12 minutos a 121ºC. Deje solidificar el medio inclinado.
	Suspend the ingredients in distilled water, boil to dissolve the agar, and distribute in 5 mL amounts to tubes 13 x 100 mm. Adjust pH of 6.8 to 7.0. Autoclave for 10-12 minutes at 121 ºC. Allow the medium to solidify inclined.

	B.14.2.14 Agar Triple Azúcar y Hierro (TSI)
	B.14.2.14 Triple Sugar and Iron Agar (TSI)

	FORMULA

Polipeptona
20 g
Cloruro de sodio
5 g
Lactosa
10 g
Sacarosa
10 g
Glucosa
1 g
Sulfato ferroso amónico
0,2 g
Tiosulfato de sodio
0,2 g
Rojo de fenol

0,025 g

Agar

13 g

Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Polypeptone
20 g
Sodium chloride
5 g
Lactose
10 g
Sacharose
10 g
Glucose 
1 g
Ammonium ferrous sulfate
0.2 g
Sodium thiosulfate
0.2 g
Red phenol
0.025 g

Agar

13 g

Distilled water 
1,000 mL


	
	

	Disolver los ingredientes en agua destilada. Mezclar bien y calentar a ebullición, agitando ocasionalmente hasta completa disolución. Enfriar a 60ºC y ajuste el pH de 7,3 ± 0,1.
	Dissove the ingredients in distilled water. Mix well and heat to boiling, agitating occasionally until complete dissolution. Cool to 60 ºC and adjust the pH of 7.3 ± 0.1. 

	B.14.2.15 Agar de Hierro y Lisina (LIA)
	B.14.2.15 Lysine Iron Agar (LIA)

	FORMULA

Peptona o gelisato
5,0 g
Extracto de levadura
3,0 g
Glucosa
1,0 g
L-Lisina
10,0 g
Citrato férrico amónico
0,5 g
Tiosulfato de sodio
0,04 g
Púrpura de bromocresol
0,02 g
Agar

15,0 g

Agua destilada

1 000 mL

	FORMULA

Peptone or gelisate
5.0 g
Yeast extract
3.0 g
Glucose
1.0 g
L-Lysine
10.0 g
Ammonium ferric citrate
0.5 g
Sodium thiosulfate
0.04 g
Purple bromocresol
0.02 g
Agar

15.0 g

Distilled water
1,000 mL


	Disolver los ingredientes en el agua destilada y mezclar bien; calentar hasta ebullición con agitación frecuente hasta conseguir la disolución completa. Esterilizar en autoclave 12 minutos a 121ºC. Enfriar de 50-60ºC y ajustar el pH de 6,7 ± 0,1. Distribuir en volúmenes de 3 mL en tubos de 13 x 100 mm. Los tubos se enfrían en posición inclinada, de tal modo que se obtengan columnas de medio de 3 cm y una parte inclinada de 2 cm.
	Dissolve ingredients in distilled water and mix well; heat to boiling with frequent stirring until complete dissolution. Autoclave 12 minutes at 121 ºC. Cool to 50-60 °C and adjust the pH to 6.7 ± 0.1. Distribute in 3 mL volumes in tubes 13 x 100 mm. The tubes are cooled in an inclined position, so that through columns of 3 cm and an inclined portion of 2 cm are obtained.

	B.14.2.16 Caldo Rojo de Metilo y Vogues Proskauer(RM-VP)


	B.14.2.16 Red methyl broth and Vogues Proskauer (RM-VP)

	FORMULA

Peptona
7 g
Glucosa
5 g
Fosfato dipotásico
5 g
Agua destilada
1 000 mL

	FORMULA

Peptone
7 g
Glucose
5 g
Dipotassium phosphate
5 g
Distilled water
1,000 mL


	
	

	Disolver los ingredientes en 800 mL de agua tibia. Para Vibrio spp halofílicos, agregar 15 g más de cloruro de sodio (para una concentración final del 2%). Filtrar, enfriar a 20ºC y diluir a 1 litro. Distribuya en tubos. Esterilizar en autoclaves durante 12 - 15 minutos a 121ºC. Ajustar el pH de 6,9 +/- 0,2.
	Dissolve the ingredients in 800 mL of warm water. Vibrio spp halophilic, add 15 g of sodium chloride (to a final concentration of 2%). Filter, cool to 20 °C and dilute to 1 liter. Distribute in tubes. Sterilize in autoclaves for 12 to 15 minutes at 121 ºC. Adjust the pH of 6.9 +/- 0.2.


	B.14.2.17 Medio para Prueba de Movilidad (semisólida)
	B.14.2.17 Medium for Mobility test (semisolid)

	FORMULA

Peptona
10 g
Extracto de carne
3 g
Cloruro de sodio
5 g
Agar
4 g
Agua destilada

1 000 mL

	FORMULA

Peptone
10 g
Meat extract
3 g
Sodium chloride
5 g
Agar
4 g
Distilled water
1,000 mL


	
	

	Calentar con agitación y hervir de 1 a 2 minutos hasta disolución del agar. Para Vibrio spp halofílicos agregar 15 g más de cloruro de sodio (para una concentración final del 2%). Distribuir en tubos con tapón de rosca. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121ºC. Ajustar el pH de 7,4 ± 0,2.
	Heat with agitation and boil for 1-2 minutes until the agar is dissolved.  For Vibrio spp halophilic add 15 g of sodium chloride (to a final concentration of 2%). Distribute in tubes with screw caps. Autoclave 15 minutes at 121 ºC. Adjust the pH from 7.4 ± 0.2.

	B.14.3 Soluciones y Reactivos
	B.14.3 Solutions and Reagents

	B.14.3.1 Prueba de rojo de metilo.
	B.14.3.1 Red methyl test

	Reactivo
	Reagent

	FORMULA

Rojo de metilo
0,1 g
Alcohol etílico
300 mL
Agua destilada
200 mL

	FORMULA

Red methyl
0.1 g
Ethyl alcohol
300 mL
Distilled wáter
200 mL


	
	

	Disolver el rojo de metilo en el alcohol y diluir con el agua destilada, para llevar a cabo la prueba, añadir 5 gotas de la solución a 5 mL del cultivo problema. Resultados: Un color rojo demuestra un pH menor a 4,5 y la prueba es Positiva. Un color amarillo se reporta como prueba Negativa.
	Dissolve the methyl red in alcohol and dilute with distilled water to carry out the test, add 5 drops of the solution to 5 mL of the culture problem. Results: A red color shows a pH lower than 4.5 and the test is positive. A yellow test is reported as negative.

	B.14.3.2 Prueba de Vogues-Proskauer.
	B.14.3.2 Vogues-Proskauer Test.

	Esta prueba es para comprobar la presencia del diacetilo.
	This test is for verifying the presence of the dyacetyl. 

	Reactivo
	Reagent

	FORMULA

Alfa naftol
5 g
Alcohol etílico absoluto
100 mL

	FORMULA

Alpha naphtol
5 g
Absolute ethyl alcohol
100 mL


	Añadir 0,6 mL de la solución de alfa naftol y 0,2 mL de una solución acuosa al 40% de KOH a 1 mL de cultivo. Resultados: El desarrollo de una coloración roja en 15 minutos constituye una reacción Positiva.
	Add 0.6 mL of the solution of alpha- naphthol and 0.2 mL of an aqueous 40% solution of KOH in 1 mL culture. Results: The development of a red color in 15 minutes is a positive reaction.

	B.14.3.3 Prueba de oxidasa.
	B.14.3.3 Oxydase test

	Reactivo
	Reagent

	
	

	FORMULA

N,N,N,N-Tetrametil-p-Fenilendiamino
0,5 g
Agua destilada
100 mL

	FORMULA

N,N,N,N-Tetramethyl-p-Fenilendiamine
0,5 g
Distilled water
100 mL


	
	

	Conservar en frasco oscuro a 5-10°C. El reactivo se conserva durante 14 días. Sembrar en un tubo de base de gelosa para sangre. Incubar 18 horas a 35ºC. Agregar 0,3 mL de reactivo. Resultado: La reacción positiva se observa por la producción de un color azul en un minuto.
	Store in a dark bottle at 5-10 ° C. The reagent is stored for 14 days. Seed in a gelose base tube for blood. Incubate 18 hours at 35 ° C. Add 0.3 mL of reagent. Result: A positive reaction is seen by the production of a blue color within one minute.

	B.14.3.4 Reacción de indol.
	B.14.3.4 Indol reaction

	Reactivo de Kovac
	Kovac reagent

	FORMULA

P-dimetilaminobenzaldehído
5.0 g
Alcohol amílico o alcohol isoamílico
750 mL
Acido clorhídrico concentrado

25 mL

	FORMULA

P-dimetylaminobenzaldehyde
5.0 g
Amyl Alcohol or isoamyl alcohol
750 mL
Concentrated hydrochloric acid
25 mL


	
	

	Disolver el p-dimetilaminobenzaldehído en el alcohol amílico y agregar el ácido clorhídrico lentamente, gota a gota y agitando. Debe conservarse en frasco ámbar con tapón esmerilado; el color del reactivo va del amarillo al café claro. Se debe conservar a 4ºC.
	Dissolve the p-dimethylaminobenzaldehyde in amyl alcohol and hydrochloric acid added slowly drop per drop and stirring. It must be preserved in an amber bottle with a glass stopper; reagent color is yellow to light brown. It should be stored at 4 ° C.

	B.14.4 Procedimiento
	B.14.4 Procedure

	Sembrar un tubo con 5 mL de caldo triptona. Incubar 48 horas a 35ºC. Agregar de 0,2 a 0,3 mL del reactivo. El desarrollo de un color intenso constituye una prueba Positiva para indol. La toma de muestra para análisis microbiológicos se deberá hacer en condiciones asépticas y en recipientes estériles.
	Seed a tube with 5 mL of tryptone broth. Incubate 48 hours at 35 ° C. Add 0.2 to 0.3 mL of reagent. The development of an intense color constitutes a positive test for indole. Taking the sample for microbiological analysis must be made under aseptic conditions and sterile containers.

	B.14.4.1 Preparación de la Muestra
	B.14.4.1 Preparation of the sample

	Para la preparación de la muestra seguir con lo establecido en el numeral 9 de este apéndice.
	For sample preparation follow the provisions of paragraph 9 of this appendix.

	Para helados o bases o mezclas para helados y para los quesos, se deben preparar las siguientes diluciones 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6. Tomar 25 gramos de helado o bases o mezclas para helados o queso previamente molido e introducirlos en un vaso estéril de licuadora de 500 mL de capacidad que contenga 225 mL de agua peptonada alcalina (APW) y homogeneizar por 2 minutos a la máxima velocidad. Esta es la dilución 1:10. De ésta preparar la dilución, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 y 1:1000000, en 9 o 90 mL de agua peptonada alcalina. Incubar las seis diluciones entre 35ºC - 37ºC.
	For bases for ice cream or ice cream mix and cheeses, prepare the following dilutions 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6. Take 25 grams of ice cream or ice cream bases or mixtures or previously milled cheese and place in a sterile blender glass of 500 mL capacity containing 225 mL of alkaline peptone water (APW) and mix for 2 minutes at maximum speed. This is the 1:10 dilution. In preparing this dilution 1: 100, 1: 1000, 1: 10000, 1: 100000 and 1: 1000000, in 90 mL of 9 or alkaline peptone water. Incubate the six dilutions between 35 - 37 ° C. 

	B.14.4.2 Resembrar
	B.14.4.2 Reseed

	Después de la incubación, y sin agitar, transferir el inóculo de la película (crecimiento superficial) con un asa de 3-5 mm de diámetro a una placa por lo menos, de cada uno de los medios de cultivo selectivos: Agar con tiosulfato, citrato, sales biliares y sacarosa (TCBS) o al agar modificado con celobiosa, polimixina B y colistina (mCPC), la polimixina inhibe al biotipo Clásico de V. cholerae. Incubar el agar TCBS durante 18 a 24 horas de 35-37ºC y el agar mCPC durante 18 a 24 horas de 39-40ºC.
	After incubation and without stirring, transfer the inoculum film (surface growth) with a handle 3-5 mm diameter to at least one plate of each selective media: Agar thiosulfate, citrate, bile salts and sacharose (TCBS) agar or modified cellobiose, polymyxin B and colistin (MCPC), the polymyxin inhibits the classical biotype of V. cholerae. Incubate the TCBS agar for 18 to 24 hours of 35-37 ° C and the MCPC agar for 18 to 24 hours of 39-40 ° C.

	B.14.5 Morfología Colonial.
	B.14.5 Colonial morphology

	Examinar las placas a fin de determinar si se presentan las características coloniales que a continuación se describen, seleccionar por lo menos 3 colonias sospechosas de cada placa y aplicarlas con estría cruzada para aislar en agar T1N1 o en agar soya tripticasa con sal (al 2% de concentración de NaCl) e incubar durante 12-18 horas a 35-37°C. Es necesario hacer un cultivo en un medio no selectivo a fin de garantizar la pureza de las colonias, antes de las pruebas bioquímicas, se puede inocular a los agares gelatina (GA) y gelatina sal (GS) en el segundo día. Los resultados serán confiables si las placas de aislamiento muestran colonias puras.
	Examine the plates for the purpose of determining if the colonial characteristics described below are present, select at least three suspect colonies from each plate and apply them to isolate cross groove T1N1 agar or trypticase soy agar with salt (2% NaCl concentration) and incubate for 12-18 hours at 35-37 ° C. It is necessary to make a culture in non-selective to ensure the purity of the colonies, before biochemical tests, you can inoculate agars gelatin (GA) and gelatin salt (GS) on the second day average. The results will be reliable if insulation boards show pure colonies.

	a.- Agar TCBS.
	a. TCBS agar.

	Las colonias de V. cholerae (El Tor y Clásico) son grandes, lisas, amarillas (positivas para la fermentación de la sacarosa) y ligeramente achatadas, con el centro opaco y los bordes translúcidos.
	The colonies of V. cholerae (El Tor and Classic) are large, smooth, yellow (positive for sucrose fermentation) and slightly flattened with the center opaque and translucent edges.

	Nota: Las especies de vibrio no producen colonias pequeñas de color crema en agar TCBS. Las colonias de V. mimicus, que están estrechamente relacionadas con la especie anterior, son verdes (sacarosa negativas). La mayoría de las demás especies de vibrio crecen en agar TCBS y producen colonias amarillas y verdes.
	Note: The vibrio species do not produce small cream-colored colonies on TCBS agar. V. mimicus colonies, which are closely related to the previous species, are green (negative sacharose). Most other species of Vibrio TCBS agar grow and produce yellow and green colonies.

	b.- Agar mCPC.
	b. mCPC agar.

	Las colonias de V. cholerae El Tor son púrpuras (negativas para la fermentación de la celobiosa). El V. vulnificus produce colonias amarillas achatadas, con el centro opaco y los bordes translúcidos. La mayoría de las demás especies de Vibrio spp. no crecen fácilmente en agar mCPC.
	Colonies of V. cholerae El Tor are purple (negative for fermentation of cellobiose). V. vulnificus produces flattened yellow colonies with opaque and translucent edges center. Most other species of Vibrio spp. They not easily grow on agar MCPC.

	B.14.6 Diferenciación.
	B.14.6 Differentiation

	Diferenciación de los vibrios sospechosos de los microorganismos que no son vibrios.
	Differentiation of the suspicious Vibrios of the microorganisms that are not vibrios.

	a.- TSI,KIA y agar inclinado de Arginina y Glucosa (AGS).
	a. TSI, KIA and inclined agar of Arginine and Glucose (AGS).

	Inocular las colonias individuales en medios de cultivo TSI (Agar de Triple Azúcar y Hierro), KIA (Agar de Hierro Kliger) y AGS, picar y estriar en el agar inclinado. Incubar los tubos inoculados, con el tapón no muy apretado, durante 18 a 24 horas de 35-37ºC. Se recomiendan estos medios porque las reacciones permiten efectuar una diferenciación presuntiva entre la mayoría de las especies de vibrio, Aeromonas, Plesiomonas shigella y otras bacterias.
	Inoculate individual colonies in TSI media (Agar and Triple Sugar Iron), KIA (Kliger Iron Agar) and AGS culture, chop and stretch on the incline. Incubate inoculated tubes, with not too tight caps, for 18 to 24 hours of 35-37 ° C. These media are recommended because the reactions allowed to make a presumptive differentiation between most species of Vibrio, Aeromonas, Shigella and other bacteria Plesiomonas.

	b.- Caldo triptona al 3% de NaCl (T1N3).
	b. Tryptone broth at 3% of NaCl (T1N3). 

	Inocular las colonias en los caldos T1N0 y T1N3 e incubar durante 18 a 24 horas de 35-37ºC. El V. cholerae y el V. mimicus crecerán en T1N0 y T1N3. Algunas especies de bacterias que no son vibrios y que presentan reacciones similares a las de V. cholerae en medios de TSI y LIA no crecen en T1N3. La mayoría de las especies de Vibrio spp, incluyen algunos V. cholerae No. 01, crecerán en T1N3 únicamente de la familia Vibrionaceae crece solamente en T1N3. Una alternativa consiste en usar agar gelatina (GA) y agar gelatina con 3% de NaCl (GS) para determinar la tolerancia de los cultivos puros a la sal. Dividir las placas en ocho sectores, inocular una línea recta en el centro de un sector de las placas, tanto de GA como de GS con cada cultivo puro. Incubar durante 18 a 24 horas de 35-37ºC. V. cholerae y el V. mimicus crecerán. El Vibrio spp haloflico crecerá en ambas placas, porque ellos no requieren de sal. Sólo en la placa con GS. Para leer la reacción de la gelatinasa sostener la placa sobre una superficie negra, observará un halo opaco alrededor de la colonia de los microorganismos gelatinasa positivos.
	Inoculate colonies in T1N0 and T1N3 broth and incubate for 18-24 hours 35-37 ° C. The V. cholerae and V. mimicus grow in T1N0 and T1N3. Some species of bacteria that are not vibrios and which have similar effects to those of V. cholerae in TSI and LIA media do not grow in T1N3. Most species of Vibrio spp, including V. cholerae some No. 01, they will grow in the Vibrionaceae T1N3 only family grows only in T1N3. An alternative is to use gelatin agar (GA) and agar gel with 3% NaCl (GS) to determine the tolerance of cultures pure salt. Dividing plates in eight sectors, inoculate a straight line in the center of a sector of the plates, both GA and GS with each pure culture. Incubate for 18-24 hours 35-37 ° C. V. cholerae and V. mimicus grow. The Vibrio spp haloflico grow on both plates because they do not require salt. Only on the plate with GS. To read the reaction of gelatinase hold the plate on a black surface, you will see an opaque halo around the colony of gelatinase positive microorganisms.

	c.- Caldo glucosa de Hugh-Leifson.
	c. Hugh-Leifson glucose broth.

	Inocular colonias individuales en tubos duplicados con caldo de glucosa de Hugh-Leifson. Recubrir un tubo con una capa de aceite mineral estéril o vapor líquido (50% de petrolato y 50% de parafina) unos dos centímetros de grueso. Incubar ambos tubos durante 18 a 24 horas de 35-37ºC. Las especies de Vibrio spp utilizan la glucosa tanto para la oxidación como para la fermentación. Las especies de pseudomonas, que comúnmente se aíslan del pescado y los mariscos con métodos de enriquecimiento que se usan para las especies de vibrio, utilizan la glucosa sólo para la oxidación.
	Inoculate individual colonies in duplicate glucose broth Hugh- Leifson tubes. A tube coated with a layer of mineral oil or liquid sterile steam (50% petrolatum and 50 % paraffin) about two centimeters thick. Incubate both tubes for 18 to 24 hours of 35-37 ° C. Vibrio spp species used for both glucose oxidation as for fermentation. Pseudomonas species, commonly isolated from fish and shellfish enrichment methods used for Vibrio species, use the glucose only for oxidation.

	d.- Prueba de Oxidasa.
	d. Oxydase test.

	Realizar la prueba de oxidasa con cultivos puros de agar soya tripticasa (2% de NaCl) u otro medio que no contenga carbohidratos fermentables. Un método fácil consiste en colocar un círculo de papel filtro en una caja de Petri y humedecerlo con algunas gotas de reactivo de oxidasa. Con un palito aplicador de madera, un mondadientes o una asa de platino estéril, sacar un poco de cultivo de la placa y tocar el papel humedecido, si hay microorganismos oxidasa positivos, el papel se tornará púrpura oscura o azul en pocos segundos. Las especies patógenas de Vibrio spp. son oxidasa positivas (excepto el V. metschnnikovii).  
	Perform the oxidase testing with pure cultures of tryptic soy agar (2% NaCl) or another medium that does not contain fermentable carbohydrates. An easy method is to place a circle of filter paper in a petri dish and moisten with a few drops of oxidase reagent. With a wooden applicator stick, a toothpick or platinum sterile loop, take a bit of culture touching the plate and the moistened paper, if there are positive oxidase microorganisms, the paper will turn dark purple or blue in a few seconds. The pathogenic species Vibrio spp. are positive oxidase (except V. metschnnikovii).  

	B.14.7 Identificación y Confirmación de V.chloreae 01, V.cholerae NO 01 y V. mimicus.   
	B.14.7 Identification and Confirmation of V. Chloreae 01, V. cholerae No. 1 and V mimicus.

	a.- Leer los resultados de las prueba bioquímicas de TSI, KIA, AGS, T1N0 y T1N3 o GA y GS, y caldo glucosa de Hugh-Leifson.
	a. Read the results of the biochemical test of TSI, KIA, AGS, T1N0 and T1N3 or GA and GS, and Hugh-Leifson glucose broth.

	b.- Hacer una tinción de Gram a un cultivo de 18 a 24 horas en caldo o agar.
	b. Make a Gram stain in an 18 to 24 hour culture in broth or agar. 

	Nota: Los cultivos puros que se someterán a las demás pruebas serológicas y bioquímicas para el V. cholerae son sacarosa positivos (amarillo) en agar TCBS y sacarosa negativos (verdes) en el caso de V. mimicus o son celobiosa negativos (verde-púrpura) en agar mCPC, crecen en caldo T1N0 o en placas con GA; presentan reacciones características en TSI, KIA y AGS. Son gelatina y oxidasa positivos, son bacilos curvos gram negativos y producen ácido a partir de la glucosa, tanto en la oxidación como en la fermentación, en el caldo de cultivo de Hugh-Leifson.
	Note: The pure cultures that are subject to other serologic and biochemical tests for V. cholerae are positive sucrose (yellow) and negative sucrose agar TCBS (green) in the case of V. mimicus or are cellobiose negative (green - purple) agar MCPC grow T1N0 broth or plates with GA ; IST have characteristic reactions, KIA and AGS. They are gelatin and oxidase positive, gram negative rods are curved and produce acid from glucose, in the oxidation as well as the fermentation, in the Hugh – Leifson broth culture.

	c.- Pruebas Bioquímicas.
	c. Biochemical tests.

	Las reacciones bioquímicas para identificación de V. cholerae y otras especies bacterianas afines figuran en el cuadro anexo. La fórmula para todos los medios bioquímicos deberá contener por lo menos un 2% de NaCl. En vez de medios convencionales se pueden usar tiras AP120E, con 2% de NaCl como diluyente. Para el V. cholerae se puede usar solución salina fisiológica (0,85% de NaCl) como diluyente.
	The biochemical reactions for the identification of V. cholerae and other related bacterial species are listed in the attached chart. The formula for all biochemical media must contain at least 2% NaCl. Instead of conventional media, AP120E strips may be used, with 2% NaCl diluent. For the V. cholerae a physiological salien solution (0.85 % NaCl) can be used as diluent saline.

	d.- Prueba Serológica de Aglutinación.
	d. Agglutination serological test.

	Usar antisuero de diagnóstico del grupo 01 y del subgrupo Inaba (factores AC) y Ogawa (Factores AB) para el antígeno del serotipo 01. Usar cultivos de 16 a 24 horas producidos en TSA. Incluir cultivos positivos y negativos, y los controles salinos para cada antisuero usado. Seguir las instrucciones del antisuero.
	Use diagnostic antiserum group 01 and Inaba subgroup (AC factors) and Ogawa (AB Factors) for the antigen of serotype 01. Use cultures produced 16 to 24 hours in TSA. Include positive and negative cultures, and saline controls for each antiserum used. Follow the instructions of the antiserum.

	Como es posible que los antígenos de los antisueros estén relacionados entre sí, hay que realizar pruebas bioquímicas para confirmar que el cultivo puro sea de V. cholerae 01 o No. 01.
	As it is possible that the antisera antigens are interrelated biochemical tests must be performed to confirm that the pure culture is of V. cholerae 01 or No. 01.

	Nota: Anticuerpos monoclonales están disponibles, pero el anti-B y anti-C reaccionan opuestamente con bacterias de otras especies. Uso de anticuerpos policlonales y/o monoclonales será para el antígeno del complejo 01
	Note: Monoclonal antibodies are available, but the anti- B and anti-C counter react with other species of bacteria. Use of polyclonal and / or monoclonal antibodies to the antigen will complex 01

	1.- Los cultivos que aglutinan con el antisuero del grupo 01, pero no en solución salina fisiológica simple, son de V. cholerae del grupo 01 si las reacciones bioquímicas confirman que el cultivo puro es de V. cholerae. Los cultivos que se aglutinan con este antisuero para grupos específicos pueden ser clasificados según el subtipo con anticuerpos Inaba y Ogawa.
	1. The cultures that agglutinate with the antisera group 01, but not in plain physiological saline are V. cholerae group 01 confirms if the biochemical reactions is that the pure culture is of V. cholerae. The cultures that come together with this antiserum specific groups can be classified by subtype antibody Inaba and Ogawa.

	- Los cultivos que aglutinan con el suero polivalente (grupo 01) y con los antisueros Inaba y Ogawa, tienen los 3 factores (A, B y C) y son del serotipo Hikojima.
	- The cultures that agglutinate with polyvalent serum (group 01) and the Inaba and Ogawa antisera have the 3 factors (A, B and C) and are Hikojima serotype.

	- Los cultivos que aglutinan con el antisuero polivalente, pero no aglutinan con antisueros Inaba y Ogawa, no se pueden tipificar con estos antisueros.
	- The cultures that bind to polyvalent antiserum, but do not coalesce with Inaba and Ogawa antisera, can not establish with these antisera.

	2.- Los cultivos de V. cholerae cuya identidad se haya confirmado con métodos bioquímicos y que no aglutinen con el antisuero del grupo 01 son V. cholerae 0:1. El suero para la clasificación de V. cholerae No 0:1 según el tipo se puede obtener de R.J. Siebeling.
	2. The cultures of V. cholerae cultures whose identity has been confirmed with biochemical methods and do not clump together with the antiserum group 01 are V. cholerae 0: 1. Serum for classifying V. cholerae No 0: 1 depending on the type can be obtained from R.J. Siebeling.

	3.- Los cultivos que se aglutinan en el antisuero del grupo 01 y en solución salina, no se pueden clasificar según el tipo. Sin embargo, si se usa un medio más rico, como en TSA o agar infusión cerebro corazón (BHI), se puede eliminar esta autoaglutinación.
	3. The cultures that are grouped in group 01 antiserum and in saline solution, can not be classified by type. However, if a rich medium is used, as in TSA or brain heart infusion agar (BHI), this autoagglutination can be eliminated.

	e. Características mínimas para la identificación de V. cholerae.
	e. Minimum characteristics for the identification of V. cholerae.

	Las características que permiten suponer la presencia de V. cholerae como mínimo son las siguientes:
	The characteristics that permit presuming the presence of V. Cholerae, as a minimum are the following: 

	1.- Morfología.
	1. Morphology

	Bacilo o bacilo encorvado, no esporogénico y gram negativo.
	Curved bacillus or bacillus, non-sporogenic and gram negative.

	2.- Aspecto en TSI.
	2. TSI aspect.

	Estría ácido, picadura ácido, gas negativo y H2S negativo.
	Simple acid, bitter acid , negative and negative H2S gas.

	3.- Prueba de Hugh-Leifson.
	3. Hugh-Leifson test.

	Fermentación de la glucosa y oxidación positiva.
	Fermentation of the glucose and positive oxidation.

	4.- Citocromo-oxidasa positivo.
	4. Cithochrome-oxidase positive.

	5.- Prueba de la dihidrolasa arginina: negativo.
	5. Dihydrolase arginine test: negative

	6.- Prueba de la lisinadescarboxilasa: positivo.
	6. Lisinadescarboxylase test: positive

	7.- Prueba de VP: Positivo El Tor, negativo Clásico y V. mimicus.
	7. VP test: Posivite El Tor, negative Classic and V. mimicus.

	8.- Crecimiento a 42ºC: positivo.
	8. Growth at 42%: positive.

	9.- Prueba de halofilia con NaCl.
	9. Halofil with NaCl test. 

	0%: positivo, 3%: positivo, 6%: usualmente negativo. Algunas cepas de V. cholerae NO 01 se desarrollan a 0% de NaCl.
	0%: positive, 3%: positive, 6%: usually negative. Some strains of V. cholerae NO 01 are developed at 0% of NaCl.

	10.- Fermentación de la sacarosa: positivo para V. cholerae (negativo para V. mimicus).
	10. Fermentation of sacharose: positive for V. cholerae (negative for V. mimicus). 

	11.- Prueba de ONPG: positivo.
	11. ONPG test: positive.

	12.- Fermentación de la arabinosa: negativo.
	12. Fermentation of the arabinose: negative.

	13.- 0/129 sensitiva: sensible para 10 y 150 µg 0/129
	13. 0/129 sensitive: sensitive for 10 and 150 µg 0/129 

	B.14.8 Reacciones
	B.14.8 Reactions


	REACCIONES DE ALGUNOS Vibrio spp. EN AGAR KIA, TSI Y AGS.

Microorganismos

KIA

TSI

AGS

Estría

Picadura

Estría

Picadura

Estría

Picadura

V.cholerae

K

A

A(K)*

A

K

a

V.mimicus

K

A

K(A)*
A

K

A

V.parahaemolyticus

K

A

K

A

K

A

V.alginolyticus
K

A

A

A

K

A

V.vulnificus

K o A

A

K(A)*

A

K

A

Aeromonas .hidrophyla

K o A

A

K o A

A

K

K

Plesiomonas shigelloides

K o A

A

K o A

A

N

N

* = Raramente

K = Alcalino

A = Acido

a = Ligeramente ácido

N = Neutro



	REACTIONS OF SOME Vibrio spp. IN KIA, TSI AND AGS AGAR.

Microorganisms
KIA

TSI

AGS

Flute 
Fine
Flute
Fine
Flute 
Fine 
V.cholerae

K

A

A(K)*

A

K

a

V.mimicus

K

A

K(A)*
A

K

A

V.parahaemolyticus

K

A

K

A

K

A

V.alginolyticus
K

A

A

A

K

A

V.vulnificus

K or A

A

K(A)*

A

K

A

Aeromonas .hidrophyla

K or A

A

K or A

A

K

K

Plesiomonas shigelloides

K or A

A

K or A

A

N

N

* = Rarely
K = Alkaline
A = Acid
a = Lightly acid
N = Neutral



	Ninguna de las especies enumeradas produce sulfuro de hidrógeno en medios KIA, TSI o AGS, ni una cantidad perceptible de gas a partir de glucosa en medios KIA, TSI o AGS. Algunas especies de Aeromonas spp. Pueden producir gas a partir de glucosa en estos medios.
	None of the species listed produce hydrogen sulfur in KIA, TSI or AGS media, nor a perceptive amount of gas from the glucose in KIA, TSI or AGS media. Some species of Aeromonas spp. They can produce gas from glucose in those media. 

	B.15 Determinación de Enterotoxina Estafilocóccica, por el método de Elisa.
	B.15 Determination of staphylococcal Enterotoxin by the Elisa method.  

	B.15.1 Principio del Método.
	B.15.1 Principle of the method

	Este método se basa en un inmunoensayo visual el cual proporciona una prueba rápida (4 h), sensible (1,0 ng o más por mL o g), y específica para la identificación de las enterotoxinas A-E estafilocóccicas. Sin embargo, con esta prueba no se identifican los serotipos de enterotoxina, en forma individual. La prueba de Elisa se realiza en configuración de “sandwich”.
	This method is based on a visual immunoassay which provides for a specific test (4 hours), sensitive (1.0 ng or more per mL or g) and specific for the identification of A-E staphylococcal enterotoxins. Nevertheless, with this test the enterotoxin serotypes are not identified individually. The Elisa test is performed in “sandwich" configuration.

	B.15.2 Materiales y Equipo
	B.15.2 Materials and Equipment

	B.15.2.1 Algodón absorbente.
	B.15.2.1 Absorbent cotton.

	B.15.2.2 Micultureipetas de 50-200 L.L y 5-20 
	B.15.2.2 Micultureippetes of 50-200 L.L and 5-20 

	B.15.2.3 Puntas de plástico para micultureipeta.
	B.15.2.3 Plastic points for micultureippete.

	B.15.2.4 Plástico para envolver o sellar recipientes de plástico.
	B.15.2.4 Plastic for wrapping or sealing plastic containers. 

	B.15.2.5 Papel pH (intervalo 0-14).
	B.15.2.5 pH paper (interval 0-14).

	B.15.2.6 Frascos de plástico de 500 mL.
	B.15.2.6 500 mL plastic flasks.

	B.15.2.7 Jeringas de plástico de 25 mL.
	B.15.2.7 25 mL plastic syringes.

	B.15.2.8 Tubos para centrífuga.
	B.15.2.8 Centrifuge tubes.

	B.15.2.9 Tubos de polipropileno de 12 x 75 mm.
	B.15.2.9 Polypropylene tubes of 12 x 75 mm.

	B.15.2.10 Polietilen glicol (PEG, peso molecular de 15,000-20,000).
	B.15.2.10 Glycol polyethylene (PEG, molecular weight of 15,000-20,000).

	B.15.2.11 Tubo de diálisis (12,000-14,000 peso molecular exclusión).
	B.15.2.11 Dialysis tube (12,000-14,000 molecular weight exclusion).

	B.15.2.12 Vasos de precipitados de 250 mL.
	B.15.2.12 Precipitate flasks of 250 mL.

	B.15.2.13 Filtros tipo jeringa (para filtrar los alimentos). Preparar jeringas de plástico desechables (0,25 mL) e insertar suficiente cantidad de algodón absorbente, para hacer un empaque de 0,5 cm. Pasar 5,0 mL de agua destilada, presionar con el émbolo para asegurarse de formar un paquete firme. Preparar inmediatamente antes de filtrar los extractos de alimento, para tratar con el aditivo provisto con el equipo.
	B.15.2.13 Syringe type filters (For filtering food). Prepare disposable plastic syringes (0.25 mL) and insert enough absorbent cotton to a package of 0.5 cm. Pass 5.0 mL of distilled water, pressed with the plunger to ensure a firm package form. Prepare immediately before filtering food extracts, to deal with the additive with the equipment.

	B.15.2.14 Placa de 48 o 96 pozos recubiertos con el grupo de antisueros *.
	B.15.2.14 48 or 96 plate coated with antisera * group of wells.*

	B.15.2.15 Soporte para sostener la placa *.
	B.15.2.15 Support for sustaining the plate *.

	B.15.2.16 Instructivo del método *.
	B.15.2.16 Instructions for the method *.

	B.15.2.17 Comparador de color *.
	B.15.2.17 Color comparer *.

	B.15.2.18 Hoja de resultados *.
	B.15.2.18 Results sheet *.

	B.15.2.19 Materiales suministrados por el fabricante.
	B.15.2.19 Materials supplied by the manufacturer.

	B.15.2.20 Equipo TECRATM.
	B.15.2.20 TECRATM Equipment.

	B.15.2.21 Incubadora a 35-37°C.
	B.15.2.21 Incubator at 35-37°C.

	B.15.2.22 Omnimixer, licuadora (o equivalente) para la preparación de los extractos de alimentos.
	B.15.2.22 Omnimixer, blender (or equivalent) for the preparation of food extracts.

	B.15.2.23 Centrífuga a 1000 -3000 x g.
	B.15.2.23 Centrífuge at 1000 -3000 x g.

	B.15.2.24 Agitador de miculturelacas (opcional).
	B.15.2.24 Multiculture agitator (optional).

	B.15.2.25 Lector de miculturelacas (opcional).
	B.15.2.25 Multiculture reader (optional).

	B.15.2.26 Balanza.
	B.15.2.26 Scale

	B.15.3 Reactivos.
	B.15.3 Reagents.

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua debe entenderse agua destilada.
	The reagents listed below must be analytical grade unless otherwise stated specification and distilled water should be understood.

	B.15.3.1 Solución amortiguadora Tris 0,25 M (30,28 g TRIS/L, pH 8,0).
	B.15.3.1 0.25M Tris buffered solution (30.28 g TRIS / L, pH 8.0) .

	B.15.3.2 Solución de hidróxido de sodio 1,0 N (NaOH).
	B.15.3.2 Sodium hydroxide solution 1.0 N (NaOH)

	B.15.3.3 Acido clorhídrico (HCl).
	B.15.3.3 Hydrochloric acid (HCl)

	B.15.3.4 Agua destilada o deionizada.
	B.15.3.4 Distilled or deionized water

	B.15.3.5 Hipoclorito de sodio.
	B.15.3.5 Sodium hypochlorite

	B.15.3.6 BHI con 0,7% de agar (m/v).
	B.15.3.6 BHI with 0.7 % agar (m / v)

	B.15.3.7 Solución de lavado. Contiene: 1,5 g de tris(hidroximetil) aminometano (Tris), 6g de NaCl, 2,0 g polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20), y 0,001 g de timerosal en 25,0 mL de H2O *
	B.15.3.7 Wash Solution. Contains 1.5 g of tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris), 6g of NaCl , 2.0 g polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20), and 0.001 g of thimerosal in 25.0 mL of H2O *

	B.15.3.8 Aditivo para la muestra. Es una solución que contiene: 2 g de Tween 20 y 0,001 g de timerosal en 6,0 mL de H2O *.
	B.15.3.8 Additive for the sample. It is a solution containing from 2 g of Tween 20 and thimerosal 0.001 g in 6.0 mL H2O *.

	B.15.3.9 Control positivo: Diluir 25 L de control positivo concentrado (toxina estafilocóccica tipo B, 0,1 g Na2B4O7, 0,1 g de NaCl y 0,001 g de timerosal en 4,0 mL de H2O), en 2,5 de sol. de lavado (B.15.4.2.1) *.
	B.15.3.9 Positive control: Dilute 25 L of concentrated positive control (staphylococcal toxin type B , 0.1 g Na2B4O7 , 0.1 g of NaCl and 0.001 g of thimerosal in 4.0 mL H2O) 2.5 sun. Washing (B.15.4.2.1). *

	B.15.3.10 Control negativo. Contiene: 0,0072 g de Tris, 0,1 g de NaCl, 0,001 g de timerosal y 0,01 g de Tween 20 en 6,0 mL de H2O *.
	B.15.3.10 Negative control. It contains: 0.0072 g of Tris, 0.1 g NaCl, 0.001 g and 0.01 g thimerosal Tween 20 in 6.0 mL of H2O. *

	B.15.3.11 Diluyente del Conjugado. Contiene: 0,2 g Na2B4O7, 0,1 g de NaCl, 0,1 g de gelatina, y 0,001 g de timerosal en 13,5 mL de H2O *.
	B.15.3.11 Conjugate Diluent. It contains 0.2 g Na2B4O7, 0.1 g NaCl, 0.1 g gelatin and 0.001 g thimerosal in 13.5 mL of H2O. *

	B.15.3.12 Conjugado liofilizado. Un frasco que contiene antisuero polivalente (A-E) liofilizado, conjugado; 0,003g de Na2B4O7, 0,002 g de CaCl2, y 0,0001 g de timerosal. Para su uso, agregar al frasco 13 mL del diluyente (B.15.3.11) *.
	B.15.3.12 Lyophilised conjugate. A flask containing polyvalent antiserum (AE) lyophilized conjugate; 0.003 g of Na2B4O7, 0.002 g CaCl2, and 0.0001 g of thimerosal. To use, add to the flask 13 mL of diluent (B.15.3.11).*



	B.15.3.13 Diluyente del Substrato. Cada 26 mL de H2O contienen 0,2 g de ácido acético y 0,01 g de H2O2*.
	B.15.3.13 Substrate Diluent. Each 26 mL of H2O containing 0.2 g of acetic acid and 0.01 g of H2O2 *.

	B.15.3.14 Substrato. Un frasco de liofilizado que contiene; 0,01 g de 2,2´-di-azino(sulfonato de 3-etil benzotiazolin), 0,01 g de EDTA, y 0,1 g de NaH2PO4. Para su uso, agregar al frasco 26 mL del diluyente (B.15.3.13) *.
	B.15.3.14 Substrate. A vial containing lyophilized ; 0.01 g of 2,2' - azino - di (3-ethyl sulfonate benzotiazolin ) , 0.01 g of EDTA and 0.1 g of NaH2PO4 . To use, add to the flask 26 mL of diluent (B.15.3.13). *

	B.15.3.15 Solución para detener la reacción (solución stop). Cada 6,0 mL contienen; 1,5 g de NaF en 6,0 mL de agua *.
	B.15.3.15 Solution to stop the reaction (stop solution). Each containing 6.0 mL ; NaF 1.5 g of water in 6.0 mL *

	* Reactivos suministrados por el fabricante
	*Reagents supplied by the manufacturer.

	B.15.4 Procedimiento.
	B.15.4 Procedure

	B.15.4.1 Preparación de las Muestras.
	B.15.4.1 Preparation of the samples

	B.15.4.1.1 Productos Fluidos y Productos Deshidratados.
	B.15.4.1.1 Fluid products and Dehydrated Products. 

	Pesar 25 g de leche deshidratada y agregar 125 mL de solución Tris 0,25 M pH 8.0 (B.15.3.1). Continuar como se indica para leche fluida. En muestras de 5,0 mL, verificar que el pH esté en un intervalo de 7,0-8,0. Agregar 50 L de aditivo (B.15.3.8) y mezclar.L de aditivo (B.15.3.8). Centrifugar la muestra 10 min a 1000-3000 x g. Decantar el extracto y pasar 5,0 mL aproximadamente, a través de una jeringa empacada con algodón absorbente humedecido previamente, y recibir en un tubo de polipropileno. Ajustar nuevamente el pH a 7,0-8,0 (usar papel pH). Agregar 50 L de aditivo (B.15.3.8). En el caso de extractos más claros, ajustar el pH a 4,0 con HCl concentrado. Para muestras de leche de 50 mL, verificar que el pH esté en un intervalo de 7,0-8,0. Agregar 50 
	Weigh 25 g of dehydrated milk and add 125 ml of 0.25 M Tris pH 8.0 (B.15.3.1). Continue as indicated for fluid milk. 5.0 mL samples, verify that the pH is in a range of 7.0-8.0. Add 50 * L additive (B.15.3.8). For clearer extracts, adjust the pH to 4.0 with concentrated HCl. Milk samples for 50 mL, verify that the pH is in a range of 7.0-8.0. Add 50 * L additive (B.15.3.8). Centrifuge the sample 10 min at 1000-3000 x g. Decant the extract and approximately 5.0 mL pass through a packed with absorbent cotton moistened, and receive in a polypropylene tube syringe. Readjust the pH to 7.0-8.0 (using pH paper). Add 50 * L additive (B.15.3.8) and mix.

	B.15.4.1.2 Ingredientes Deshidratados.
	B.15.4.1.2 Dehydrated ingredients.

	Agregar 125 mL de solución Tris 0,25 M pH 8,0 a 25 g de muestra, homogeneizar en licuadora (a velocidad alta), durante 3 min. Centrifugar la muestra 10 min a 1000-3000 x g y recoger el extracto (sobrenadante). Quitar el émbolo de la jeringa de plástico que contiene el empaque de algodón absorbente humedecido previamente y con cuidado, pasar el extracto a través del empaque y recibir el eluido. Tomar 5,0 mL de eluido y ajustar el pH a 7,0-8,0. Agregar 50 L de aditivo, y mezclar.
	Add 125 mL of 0.25 M Tris pH 8.0 to 25 g of sample, homogenized in blender (high speed) for 3 min. Centrifuge the sample 10 minutes at 1000-3000 x g and collect the extract (supernatant). Remove the plunger of the syringe containing plastic packaging absorbent cotton moistened and carefully pass the extract through the pack and receive the eluate. Take 5.0 mL of eluate and adjusting the pH to 7.0-8.0. Add 50 L * L additive, and mix.

	B.15.4.1.3 Quesos.
	B.15.4.1.3 Cheese.

	Agregar 50 mL de agua a 25 g de muestra y homogeneizar en licuadora durante 3 min a velocidad alta. Ajustar, con HCl concentrado, a pH 4 (usar papel pH). Centrifugar la muestra durante 10 min a 1000-3000 x g. Quitar el émbolo de la jeringa de plástico que contiene el empaque de algodón absorbente humedecido previamente, y pasar 5 mL del extracto a la jeringa. Insertar el émbolo y con cuidado pasar el extracto a través del empaque y recibir el eluido. Tomar 5 mL del eluido, y agregar solución de NaOH para ajustar a pH 7,0-8,0; agregar 50 L de aditivo, y mezclar.
	Add 50 mL water to 25 g of sample and homogenized in blender for 3 min at high speed. Adjusted with concentrated HCl to pH 4 (using pH paper). Centrifuge the sample for 10 min at 1000-3000 x g. Remove the plunger of the syringe containing plastic packaging moistened absorbent cotton, and spend 5 mL of the extract to the syringe. Insert the plunger and gently pass the extract through the pack and receive the eluate. Take 5 mL of the eluate, and add NaOH to adjust to pH 7.0-8.0; add 50 L * L additive, and mix.

	B.15.4.1.4 Otros Alimentos.
	B.15.4.1.4 Other foods.

	Agregar 50 mL de solución Tris 0,25 M pH 8,0 a 25 g de muestra, y homogeneizar en licuadora durante 3 min a velocidad alta. Centrifugar la muestra durante 10 min a 1000-3000 x g. Quitar el émbolo de la jeringa de plástico que contiene el empaque de algodón absorbente humedecido previamente, y pasar 5,0 mL de extracto a la jeringa, insertar el émbolo y con cuidado presionar el émbolo y recoger el eluido. Tomar 5 mL del eluido, ajustar a pH 7,0-8,0, si es necesario; agregar 50 L de aditivo, y mezclar.
	Add 50 mL of 0.25 M Tris pH 8.0 to 25 g of sample, and homogenized in a blender for 3 min at high speed. Centrifuge the sample for 10 min at 1000-3000 x g. Remove the plunger of the syringe containing plastic packaging of absorbent cotton, and 5.0 mL of sample passing into the syringe, insert the plunger and gently depressing the plunger and collect the eluate. Take 5 mL of the eluate, adjusted to pH 7.0-8.0, if necessary; add 50 * L of additive, and mix.

	Nota 1: Preparar los extractos de alimentos inmediatamente antes de realizar la prueba.
	Note 1: Prepare the food extracts immediately before making the test. 

	Precauciones Generales:
	General precautions: 

	En caso de alimentos crudos fermentados, procesados o enlatados, con evidentes defectos; o de cultivos fluidos obtenidos en el laboratorio, que pudieran dar como resultado el crecimiento de microorganismos productores de peroxidasa, es necesario, antes de hacer la determinación de toxina, verificar si los extractos de alimentos o preparados a partir del cultivo en el laboratorio, contienen peroxidasa, debido a que esta enzima podría interferir con la interpretación de los resultados.
	If raw foods fermented canned, processed or with obvious defects; or fluid culture obtained in the laboratory, which could result in the growth of microorganisms producing peroxidase, it is necessary, prior to determination of toxin, check food extracts or preparations from laboratory culture, containing peroxidase, because this enzyme could interfere with interpretation of results.



	Para determinar la presencia de peroxidasa, agregar 50 L del substrato (B.15.3.14.), en una placa de microtitulación sin tratar (no contiene anticuerpos para la enterotoxina estafilocóccica). Dejar en reposo 10 min. Si el color cambia a azul o azulverdoso, indica que la muestra contiene peroxidasa intrínseca; la cual debe inactivarse. Si la muestra permanece incolora (o con el color original), realizar el análisis de enterotoxina. Para inactivar la peroxidasa intrínseca, preparar una solución al 30% (m/v) de azida de sodio y agregar 1 mL de esta solución a 4 mL de muestra (la concentración final de la azida de sodio es de 6% (m/v). Mezclar y agregar un poco de aditivo (B.15.3.8), dejar en reposo 1-2 min a temperatura del laboratorio (20-25ºC). Repetir la prueba para determinar presencia de peroxidasa, como se describió anteriormente. Si la reacción es incolora o presenta el color original, continuar con la prueba.
	To determine the presence of peroxidase, add 50 * L of substrate (B.15.3.14.) In an untreated microtiter plate (not containing antibodies to staphylococcal enterotoxin). Let stand 10 min. If the color changes to blue or blue-green, indicates that the sample contains intrinsic peroxidase; which must be inactivated. If the sample remains colorless (or original color), the analysis of enterotoxin. To inactivate the intrinsic peroxidase, prepare a 30% solution (m / v) sodium azide and add 1 mL of this solution to 4 mL of sample (the final concentration of sodium azide is 6% (m / v). Mix and add some additive (B.15.3.8), let stand 1-2 minutes at laboratory temperature (20-25 ° C). Repeat the test to determine the presence of peroxidase, as described above. If the reaction is colorless or has the original color, continue the test.

	Nota 2: Para alimentos crudos (ejemplo: verduras), seguir las precauciones generales señaladas anteriormente.
	Note 2: For raw foods (example: vegetables), follow the general precautions previously stipulated. 

	B.15.4.2 Preparación de Reactivos.
	B.15.4.2 Preparation of reagents.

	B.15.4.2.1 Reconstitución de la Solución de Lavado.
	B.15.4.2.1 Reconstitution of the Washing Solution.

	Diluir, en un frasco de reactivos la solución concentrada (como lo indique el fabricante), con agua destilada o deionizada, para obtener 2 L. Utilizar esta "solución de lavado" para lavar los pozos y diluir el control positivo. Es recomendable el uso de pizeta. Almacenar a 4°C, cuando no se use.
	Dilute in a reagent bottle concentrated solution (as directed by the manufacturer) with distilled or deionized water to make 2 L. Using this "washing solution" to wash the wells and dilute the positive control. It is advisable to use squeeze bottle. Store at 4 ° C when not in use.



	B.15.4.2.2 Preparación del Conjugado.
	B.15.4.2.2 Conjugate Preparation.

	Agregar el diluyente del conjugado y rehidratar a temperatura del laboratorio. Mezclar suavemente. Esta preparación es el "Conjugado reconstituido".
	Add the conjugate diluent and rehydrate laboratory temperature. Mix gently. This preparation is the "reconstituted conjugate".

	B.15.4.2.3 Preparación del Substrato.
	B.15.4.2.3. Substrate Preparation 

	Disolver el substrato con el diluyente (B.15.3.13), asegurarse que el contenido se haya disuelto completamente. Dejar a la temperatura del laboratorio (20-25°C), antes de su uso.
	Dissolve the substrate with the diluent (B.15.3.13), ensure that the content is completely dissolved. Let laboratory temperature (20-25 ° C) before use.

	B. 15.4.2.4 Precauciones generales:
	B.15.4.2.4 General precautions:

	 Observar la fecha de caducidad del equipo adquirido. Es la última fecha en la cual el producto debe utilizarse. Preparar todos los reactivos con cuidado y anotar la fecha de reconstitución, en la etiqueta externa de la caja. Usar los reactivos dentro de los 65 días a la fecha anotada en la etiqueta. Refrigerar todos los componentes (2-8°C) cuando no estén en uso. NO CONGELAR.
	* Observe the expiration date of the equipment purchased. It is the last date on which the product should be used. Prepare all reagents with care and record the reconstitution date on the outer box label. Use reagents within 65 days of date noted on the label. All components cool (2-8 ° C) when not in use. DO NOT FREEZE.

	 El equipo de inmunoensayo visual está preparado para utilizarse como una unidad integral; por tanto, no se deben mezclar los componentes de diferentes lotes.
	*Immunoassay visual equipment is ready for use as an integral unit; for that reason, do not mix components from different lots.

	 Utilizar puntas nuevas para cada muestra de alimento. Evitar la contaminación cruzada al llenar los pozos. Si se usan propipetas de plástico para distribuir el conjugado y el substrato, se deben mantener siempre por separado. Asegurarse de no confundir las tapas de los reactivos.
	* Use new tips for each food sample. Avoid cross- contamination when filling wells. If propippetes plastic are used to distribute the conjugate and substrate should always be kept separate. Be sure not to confuse the tops of the reagents.



	 Usar controles positivos y negativos en cada prueba.
	* Use positive and negative controls in each test.

	 Preparar recipientes con solución al 2% de hipoclorito de sodio para desechar todas las muestras y materiales que contengan toxina.
	* Prepare containers with 2% solution of sodium hypochlorite to dispose of all specimens and materials containing toxin.

	 Mantener los pozos removibles que no se usen dentro del paquete y volver a sellar con cinta, después de cada uso.
	* Keep removable unused wells in the package and resealable tape after each use.

	B.15.4.3 Determinación de la Enterotoxina.
	B.15.4.3 Determination of the Enterotoxin.

	B.15.4.3.1 Preparación de los pozos.
	B.15.4.3.1 Preparation of the wells.

	Tomar del paquete el número necesario de pozos; uno para cada muestra, uno para control positivo y uno para control negativo. Si se requiere, pueden utilizarse pozos adicionales (control positivo y negativo en alimento).
	Take from the package the required number of wells; one for each sample, one for positive control and one for negative control. If required, additional holes can (positive and negative control in food) used.

	B.15.4.3.2 Prelavado.
	B.15.4.3.2 Prewash.

	Con la ayuda de una pizeta llenar cada pozo con solución de lavado y dejar en reposo durante 10 minutos a la temperatura de laboratorio (20-25ºC). Vaciar los pozos por inversión rápida del soporte (placa); eliminar completamente todo residuo de líquido, golpeando varias veces, firmemente hacia abajo la placa, sobre una toalla de papel absorbente.
	With the help of a squeeze bottle fill each well with wash solution and let stand for 10 minutes at the laboratory temperature (20-25 ° C). Empty the wells by rapid investment support (plate); completely eliminate residual liquid, knocking several times down firmly on the plate on a paper towel.

	B.15.4.3.3 Colocación de las Muestras.
	B.15.4.3.3 Placing Samples.

	Pasar alícuotas de 200 L de los controles y muestras (extractos de alimento o de cultivos) dentro de pozos individuales. Registrar la posición de cada muestra en la hoja de registro específica. Golpear suavemente la placa para asegurarse de la distribución homogénea y del contacto de las muestras con las paredes de los pozos; el uso de un agitador de miculturelacas durante 30 segundos, es opcional. Cubrir los pozos con una película plástica, estirable, autoadherible o sello especial de miculturelacas; para evitar la evaporación. Incubar 2 hrs. a 35-37°C.
	Pass 200 * L of aliquots of controls and samples (extracts of food or cultures) within individual wells. Record the position of each sample in specific Recording Sheet. Gently tap the plate to ensure even distribution and contact of the samples with the walls of the wells; using a stirrer for 30 seconds miculture lacquers is optional. Cover the wells with a plastic film, stretchable, self-adhesive or special seal miculturelacas; to prevent evaporation. Incubate 2 hours. at 35-37 ° C.

	B.15.4.3.4 Segundo Lavado.
	B.15.4.3.4 Second wash.

	Presionar firmemente los pozos en la placa e invertir rápidamente. Vaciar el contenido de los pozos en el recipiente de desecho (con hipoclorito de sodio al 2%). Eliminar el residuo de líquido golpeando enérgicamente, varias veces la placa invertida, sobre una toalla de papel absorbente; llenar completamente los pozos con solución de lavado, y repetir el lavado en la misma forma, de 2 a 3 veces más y finalmente vaciar los pozos.
	Press firmly the wells on the plate and invest quickly. Empty the contents of the wells in the waste container (sodium hypochlorite 2%). Remove the residue liquid hitting vigorously several times the inverted plate on a paper towel; completely filling the wells with washing solution, and repeated washing in the same manner, 2 to 3 times and finally emptying the wells.


	Nota 3: El lavado profundo de los pozos es un paso crítico y asegurará una clara interpretación de los resultados.
	Note 3: thorough washing of wells is a critical step to ensure a clear interpretation of the results.

	B.15.4.3.5 Adición de Conjugado.
	B.15.4.3.5 Conjugate addition.

	Agregar 200 L del conjugado reconstituido (enzima) a cada pozo. Volver a cubrir la placa e incubar 1 h a temperatura de laboratorio (20-25°C). Vaciar las placas y lavar profundamente, 5 veces, como se describió anteriormente (B.16.4.3.4).
	Add 200 L of the reconstituted * conjugate (enzyme) to each well. Re-cover the plate and incubate 1 h laboratory temperature (20-25 ° C). Empty plates and deep wash 5 times, as described above (B.16.4.3.4).

	B.15.4.3.6 Adición del Substrato.
	B.15.4.3.6 Addition of the substrate.

	Agregar, a cada pozo, 200 L de solución stop; golpear con suavidad, para mezclar los contenidos.L del substrato reconstituido. Dejar a temperatura del laboratorio (20-25°C) durante 30 min, como mínimo, hasta que el control positivo alcance la máxima absorbancia (mayor a 1,0) o al color más intenso que el número 4 del comparador de color. El desarrollo de color tiende a concentrarse alrededor de las orillas de los pozos. Para obtener resultados más precisos, golpee con suavidad los extremos de la placa, con el propósito de que el contenido de los pozos se mezcle bien antes de la lectura. Agregar a cada pozo 20 
	Add to each well 200 L of the reconstituted substrate *. Let laboratory temperature (20-25 ° C) for 30 min at least until the positive control reaches maximum absorbance (greater than 1.0) or deeper color than the number 4 color comparator. The color development tends to concentrate around the edges of the wells. For more accurate results, gently tap the ends of the plate, in order that the content of the wells is mixed well before reading. Add to each well 20 L stop solution; hit gently to mix the contents. 


	B.15.4.3.7 Determinar los Resultados visualmente o mediante un Lector de Microtitulación.
	B.15.4.3.7 Determine the results visually or using a Microtiter Reader.

	B.15.5 Interpretación de los Resultados:
	B.15.5 Interpretation of Results:

	B.15.5.1 Colocar la placa que sostiene los pozos sobre un fondo blanco. Comparar el color de cada pozo con el comparador de color. El control positivo de toxina (y el control positivo de alimento, si se usó) deben dar un color verde intenso, lo que indica que todos los reactivos han funcionado. Si el control negativo es significativamente más oscuro que el representado en comparador de color, significa que hubo, probablemente, un lavado inadecuado y la prueba debe repetirse.
	B.15.5.1 Place the plate holding wells on a white background. Compare the color of each well with the color comparator. The toxin positive control (and positive control of food, if used) should give a deep green color, indicating that all reagents have worked. If the negative control is significantly darker than the comparator represented in color, it means there were probably inadequate washing and the test should be repeated.

	B.15.5.2 La muestra se considera positiva, si cumple los siguientes criterios:
	B.15.5.2 The sample is considered positive, if it meets the following criteria:

	 El control negativo está dentro del intervalo de color negativo, representado en el comparador de color, y
	* The negative control is within the range of negative color, represented in color comparator, and

	 Las muestras presentan un color verde o azul más oscuro que el intervalo negativo representado en el comparador de color.
	* Samples present a green or blue color darker than the negative interval represented in color comparer.

	B.15.5.3 La prueba de enterotoxina se considera negativa, si se cumplen los siguientes criterios:
	B.15.5.3 Enterotoxin test is considered negative, if the following criteria are met:

	 El control negativo está dentro del intervalo de color negativo, representado en el comparador de color, y
	* The negative control is within the range of negative color, represented in color comparator, and

	 La muestra es incolora o tiene el color dentro del intervalo negativo, representado en el comparador de color.
	* The sample is discolored or has color within the negative range, represented in color comparer.

	B.15.6 Expresión de Resultados.
	B.15.6 Expression of Results.


	Prueba positiva o negativa para enterotoxina estafilocóccica


	Positive or negative test for staphyloccus enterotoxin


	Cuando se obtengan resultados positivos, éstos tendrán que ser confirmados por el método de doble difusión en gel en laminilla, establecido en el numeral 11 de este apéndice.
	When positive results are obtained, these will have to be confirmed by the method of double diffusion gel in foil, established in numberh 11 of this appendix.



	B.16. Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.
	B.16. Method for aerobic bacteria count in plate.



	B.16.1 Introducción
	B.16.1 Introduction

	Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un alimento, la técnica comúnmente utilizada es la cuenta en placa. En realidad esta técnica no pretende poner en evidencia todos los microorganismos presentes. La variedad de especies y tipos diferenciables por sus necesidades nutricionales, temperatura requerida para su crecimiento, oxígeno disponible, etc., hacen que el número de colonias contadas constituyan una estimación de la cifra realmente presente y la misma refleja si el manejo sanitario del producto ha sido el adecuado.
	When it is required to investigate the content of viable microorganisms in food, commonly used technique is onboard account. Actually this technique is not intended to highlight all the microorganisms present. The variety of species and types differentiated by their nutritional needs, temperature required for growth, available oxygen, etc., make the number of colonies counted constitute an estimate of the number actually present and the same health management reflects whether the product has It has been adequate.



	Por otra parte el recuento de termofílicos, psicrofílicos y psicotróficos es importante para predecir la estabilidad del producto bajo diferentes condiciones de almacenamiento.
	Moreover the thermophilic, psychrophilic and psychrotrophic count is important to predict product stability under different storage conditions.



	Para obtener resultados reproducibles y por lo tanto significativos, es de suma importancia seguir fielmente y controlar cuidadosamente las condiciones.
	For reproducible results and therefore significant, it is important to faithfully and carefully controlled conditions.

	Esta técnica puede aplicarse para la estimación de microorganismos viables en una amplia variedad de alimentos.
	This technique can be applied to estimate viable microorganisms in a wide variety of foods.

	B.16.2 Fundamento
	B.16.2 Foundation

	El fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el medio de elección después de un cierto tiempo y temperatura de incubación, presuponiendo que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo estudio. El método admite numerosas fuentes de variación, algunas de ellas controlables, pero sujetas a la influencia de varios factores.
	The basis of the technique is to count colonies that develop in the medium of choice after a certain time and temperature of incubation, assuming that each colony derived from a microorganism of the sample under study. The method supports many sources of variation, some controllable, but subject to the influence of several factors.



	B.16.3 Reactivos
	B.16.3 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan, deben ser grado analítico.
	Reagents listed below, must be analytical grade.



	Cuando se indique agua, debe entenderse agua destilada, con pH cercano a la neutralidad.
	When water is indicated, it should be understood distilled water, pH close to neutrality.



	B.16.4 Medio de Cultivo.
	B.16.4 Culture medium.

	B.16.4.1 Agar Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estándar).
	B.16.4.1 Agar Tryptone - Yeast Extract (agar for standard account)

	Fórmula

Ingredientes

Cantidades

Extracto de levadura
2,5 g
Triptona
5,0 g
Dextrosa
1,0 g

Agar
15,0 g
Agua
1,0 l

	Formula

Ingredients

Amounts
Yeast extract
2.5 g
Tryptone 
5.0 g
Dextrose 
1.0 g

Agar
15.0 g
Wáter 
1.0 l


	
	


	Preparación del Medio de Cultivo.
	Preparation of the culture medium.

	Suspender los componentes del medio deshidratado en un litro de agua. Hervir hasta total disolución.
	Suspend dehydrated medium components in one liter of water. Boil until completely dissolved.

	Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables de capacidad no mayor de 500 mL, cantidades de aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Esterilizar en autoclave a 121 ± 1,0ºC, durante 15 minutos. El pH final del medio debe ser 7,0 ± 0,2 a 25ºC.
	Distribute sterilized glass containers of a capacity greater than 500 mL, amounts of about half the volume. Autoclave at 121 ± 1.0 ° C for 15 minutes. The final pH of the medium should be 7.0 ± 0.2 at 25 ° C.



	Si el medio de cultivo es utilizado inmediatamente, enfriar a 45ºC ± 1,0 ºC en baño de agua y mantenerlo a esta temperatura hasta antes de su uso. El medio no debe de fundirse más de una vez.
	If the culture medium is used immediately, cool to 45 ° C ± 1.0 ° C in water bath and keep at this temperature until before use. The medium must not be melted more than once.

	En caso de medios deshidratados seguir las instrucciones del fabricante.
	If the media are dehydrated follow the manufacturer's instructions.

	El medio de cultivo anterior es el de uso más generalizado. Para algunos alimentos en particular se requerirá de un medio de cultivo especial que se debe indicar al describir la técnica para ese alimento.
	The above culture medium is the most widely used. For some foods in particular will require a special culture medium that should indicate to describe the technique for that food.

	B.16.5 Materiales
	B.16.5 Materials

	Todo el material que tenga contacto con las muestras o los microorganismos debe estar estéril.
	All materials that come into contact with samples or microorganisms must be sterile.

	Se requiere, los materiales mencionados numeral 9, Preparación y Dilución de Muestras de Alimentos para su Análisis Microbiológico.
	Is required, the materials mentioned numeral 9 Preparation and dilution of food samples for microbiological analysis.

	B.16.6 Aparatos e Instrumentos
	B.16.6 Apparatus and Instruments

	B.16.6.1 Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de ± 1,0ºC, provista con termómetro calibrado.
	B.16.6.1 Incubator with thermostat to avoid variations greater than ± 1.0 ° C, equipped with calibrated thermometer.



	B.16.6.2 Contador de colonias de campo obscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadrículada y lente amplificador.
	B.16.6.2 Colony Counter dark field, with adequate lighting, plate glass and lens grid amplifier.



	B.16.6.3 Registrador mecánico o electrónico.
	B.16.6.3 Mechanical or electronic recorder.

	B.16.6.4 Microscopio óptico.
	B.16.6.4 Optical microscope.

	B.16.6.5 Baño de agua con o sin circulación mecánica, provista con termómetro calibrado con divisiones de hasta 1,0 °C y que mantenga la temperatura a 45 ± 1,0 °C.
	B.16.6.5 bath water with or without mechanical movement, provided with thermometer calibrated divisions up to 1.0 ° C and keep the temperature at 45 ± 1.0 ° C.

	B.16.7 Preparación de la Muestra
	B.16.7 Sample Preparation

	Para la preparación de la muestra seguir numeral 9, Preparación y dilución de muestras de alimentos para su análisis microbiológico.
	For sample preparation follow paragraph 9, Preparation and dilution of food samples for microbiological analysis.

	B.16.8 Procedimiento
	B.16.8 Procedure

	B.16.8.1 Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculación; la adición de medio de cultivo y homogenización, se puedan realizar cómoda y libremente. Marcar las cajas en sus tapas con los datos pertinentes previamente a su inoculación y correr por duplicado.
	B.16.8.1 distribute sterile boxes on the desk so that inoculation; adding culture medium and homogenization can be performed comfortably and freely. Mark the boxes on their covers with previously relevant to inoculation data and run in duplicate.



	B.16.8.2 Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas según en B.5.1 Preparación y dilución de muestras de alimentos para su análisis microbiológico, en las cajas Petri, agregar de 12 a 15 mL del medio preparado, mezclarlo mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrás a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporación del inóculo en el medio; cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.
	B.16.8.2 After inoculating the dilutions of the samples prepared according to B.5.1 Preparation and dilution of food samples for microbiological analysis, Petri dishes, adding 12-15 mL medium prepared, mix with six movements from right to left, 6 in the direction of clockwise, 6 counterclockwise and 6 back and forth, on a flat, horizontal surface to achieve full incorporation of inoculum in the middle; take care that the media does not wet the cover of the boxes. Allow to set.

	B.16.8.3 Incluir una caja sin inóculo por cada lote de medio y diluyente preparado como testigo de esterilidad.
	B.16.8.3 Include a box without inoculum for each batch of medium and medium prepared to witness sterility.

	B.16.8.4 El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al diluyente hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder de 20 minutos.
	B.16.8.4 The time from the moment the sample is incorporated into the diluent until finally the culture medium is added to the boxes time should not exceed 20 minutes.

	B.16.8.5 Incubar las cajas en posición invertida (la tapa hacia abajo) por el tiempo y la temperatura que se requieran, según el tipo de alimento y microorganismo de que se trate, véase el cuadro 1.
	B.16.8.5 Incubate the plates upside down (top down) by the time and temperature as required, depending on the type of food and microorganism in question, see Table 1

	
	

	CUADRO 1

Grupo bacteriano

Temperatura 

Tiempo de incubación

Termofílicos aerobios

55 ± 2ºC 

48 ± 2 h

Mesofílicos aerobios

35 ± 2ºC 

48 ± 2 h

Psicrotróficos

20 ± 2ºC 

3 - 5 días

Psicrofílicos 

5 ± 2ºC 

7 - 10 días


	BOX 1

Bacterial group
temperature
Incubation time
aerobic thermophilic 
55 ± 2ºC 

48 ± 2 h

Aerobic mesophilics
35 ± 2ºC 

48 ± 2 h

psychrotrophic
20 ± 2ºC 

3 - 5 days
psychrophilic 

5 ± 2ºC 

7 - 10 days



	B.16.8.6 En la lectura seleccionar aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC, para disminuir el error en la cuenta.
	B.16.8.6 In the reading select those plates which appear between 25-250 UFC, to reduce the error in the account.


	B.16.8.7 Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas (excepto las de mohos y levaduras), incluyendo las colonias puntiformes. Hacer uso del microscopio para resolver los casos en los que no se pueden distinguir las colonias de las pequeñas partículas de alimento.
	B.16.8.7 Count all the colonies developed on selected plates (except molds and yeasts), including pinpoint colonies. Use the microscope to resolve cases in which they cannot distinguish colonies of small food particles.



	B.16.9 Expresión de Resultados
	B.16.9 Expression of results

	B.16.9.1 Cálculo del Método.
	B.16.9.1 Calculation Method.

	i) Después de la incubación, contar las placas que se encuentren en el intervalo de 25 a 250 colonias, usando el contador de colonias y el registrador. Las placas de al menos una de tres diluciones deben estar en el intervalo de 25 a 250. Cuando sólo una dilución está en el intervalo apropiado, véase el cuadro 2, ejemplo 1. Calcular la cuenta promedio por gramo o mililitro de dicha dilución y reportar.
	i) After incubation, the plates have that are in the range of 25 to 250 colonies, using colony counter and recorder. The plates of at least three dilutions must be in the range of 25 to 250. When only one dilution is in the appropriate range, see table 2, example 1. Calculate the average count per gram or milliliter of said dilution and report.

	ii) Cuando dos diluciones están en el intervalo apropiado, determinar la cuenta promedio dada por cada dilución antes de promediar la cuenta de las dos diluciones para obtener la cuenta en placa por gramo o mililitro, véase el cuadro 2, ejemplo 2.
	ii) When two dilutions are in the appropriate range, determine the average account given by each dilution before averaging the account of the two dilutions for plate count per gram or milliliter, see Table 2, Example 2.

	iii) Con el fin de uniformar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos donde las placas presenten situaciones no contempladas en los ejemplos anteriores, se presentan las siguientes guías:
	iii) In order to standardize the criteria for reporting accounts in trials where the plates present situations not covered by the above examples, the following guidelines are presented:



	iv) Placas con menos de 25 colonias.- Cuando las placas corridas para la menor dilución muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el número de colonias presentes en dicha dilución, promediar el número de colonias y multiplicar por el factor de dilución para obtener el valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en su informe esta situación agregando la leyenda "valor estimado", véase el cuadro 2, ejemplo 3.
	iv) Plates with fewer than 25 colonies. When the plates run with less dilution show counts with less than 25 colonies, count the number of colonies present in each dilution, the average number of colonies and multiply by the dilution factor to obtain the estimated value of plate count. Clarify this situation in his report adding the words "estimated value", see Table 2, Example 3.



	v) Placas con más de 250 colonias.- Cuando el número de colonias por placa exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones de la placa que sean representativas de la distribución de colonias. Contar por ejemplo, una cuarta parte o una mitad del área de la caja y multiplicar el valor obtenido por 4 o 2, respectivamente. Si solamente pueden contarse algunos cuadros, considerar que el fondo de una caja Petri de 100 mm de diámetro contiene 65 cuadros de la cuadrícula del contador. Aclarar en el informe esta situación agregando la leyenda "valor estimado", véase el cuadro 2, ejemplo 4.
	v) Plates with more than 250 colonies. - When the number of colonies per plate exceeds 250, count colonies on those portions of the plate to be representative of the distribution of colonies. Counting for example, one-quarter or one-half the area of ​​the box and multiply the value obtained by 4 or 2 respectively. If they can only be counted some pictures, consider that the bottom of a Petri dish 100 mm in diameter containing 65 boxes meter grid. Clarify the report this situation adding the words "estimated value", see Table 2, Example 4.

	vi) Colonias extendidas.- Las colonias extendidas pueden presentarse en las siguientes formas:
	vi) Extended Colonies.- Extended colonies may occur in the following ways:

	vii) Cadenas de colonias no separadas claramente entre sí, que parecen ser causadas por la desintegración de un cúmulo de bacterias.
	vii) Chains of colonies clearly separated from each other, they seem to be caused by the disintegration of an accumulation of bacteria.

	viii) Colonias que se desarrollan en película entre el agar y el fondo de la caja.
	viii) Colonies which grow on the agar and film between the bottom of the box.

	ix) Colonias que se desarrollan en película en la orilla de la caja sobre la superficie del agar.
	ix) Colonies developed in film at the edge of the box on the agar surface.

	x) Colonias de crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompañadas de inhibición del crecimiento, que en conjunto exceden el 50% de la caja o represión del crecimiento que por sí mismo excede el 25% de la superficie de la caja.
	x) Colonies extended growth and sometimes accompanied by growth inhibition that collectively exceed 50 % of the box or suppression of growth by itself exceeds 25% of the surface of the box.

	xi) Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias extendidas que no están incluidas en punto x) del numeral B.4.2.7.1, contar cualquiera de los tipos vii), viii) o ix) del numeral B.4.2.7.1, como provenientes de una sola fuente. En el caso de las colonias del tipo vii) del numeral B.4.2.7.1, si la caja contiene una sola cadena, contar como una sola colonia, si la caja contiene varias cadenas que parecen originarse de fuentes separadas, contar cada cadena como colonia individual. No contar cada colonia de la cadena individualmente. Las colonias del tipo vii) y ix) del numeral B.4.2.7.1, generalmente se observan como crecimiento diferenciable de otras colonias y se cuentan como tales. Los crecimientos tipo x) del numeral B.4.2.7.1, reportarlos como crecimiento extendido. En caso de que una dilución se encuentre dentro del rango y otra dilución presente colonias de crecimiento extendido, reportar la dilución en la que se pueden contar las colonias, véase el cuadro 2, ejemplo 5
	xi) Where there is a need in boxes containing extended colonies that are not included in point x) of paragraph B.4.2.7.1, have either type vii), viii) or ix) of paragraph B.4.2.7.1, as originating from a single source. In the case of the type colonies vii) of paragraph B.4.2.7.1, if the box contains a single string, count as a single colony, if the box contains several strings that appear to originate from separate sources, each chain as a colony count individually. Do not count each colony individually chain. Colonies of the type vii) and ix) of paragraph B.4.2.7.1, are generally seen as distinguishable growth of other colonies and counted as such. The type x) growths of paragraph B.4.2.7.1, report them as extended growth. If a dilution is within this range and further dilution of extended growth colonies, report the dilution at which colonies can be counted, see Table 2, Example 5



	xii) Placas sin colonias.- Cuando las placas de todas las diluciones no muestran colonias, reportar la cuenta en placa como menor que una vez el valor de la dilución más baja usada, véase el cuadro 2, ejemplo 6.
	xii) Plates without plates colonies. - When all dilutions show no colonies, report the account on board as less than once the value of the lowest dilution used, see Table 2, Example 6.

	xiii) Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo adecuado y otra con más de 250 colonias.- Cuando una placa tiene entre 25 y 250 colonias y su duplicado más de 250 colonias, contar ambas placas incluyendo la que está fuera del intervalo para determinar la cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo 7.
	xiii) Plates  run duplicate, one with growth within the proper range and one with over 250 colonies.- When a plate is between 25 and 250 colonies and duplicate more than 250 colonies, including having both plates is out of range to determine the plate count, see Table 2, Example 7.



	xiv) Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilución dentro del intervalo de 25 a 250 colonias.- Cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el número de colonias especificadas en el intervalo, contar el número de colonias de las cuatro placas para calcular la cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo 8.
	xiv) Plates run in duplicate, one plate of each dilution in the range of 25 to 250 colonies.- When a plate containing different dilutions in the colony number in the range specified, count the number of colonies of the four plates in order to count in plate, see Table 2, Example 8.

	xv) Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilución dentro del intervalo de 25 a 250 y sólo una de la otra dilución dentro del mismo. Contar las cuatro cajas incluyendo aquélla con menos de 25 o más de 250 colonias, para calcular la cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo 9.
	xv) Plates run in duplicate, two plates of a dilution in the range of 25 to 250 and from each other only within the same dilution. Counting four boxes including that less than 25 or more than 250 colonies account for calculating the plate, see Table 2, Example 9.



	xvi) Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar por la inversa de la dilución para obtener el número de UFC por mililitro o gramo de la muestra. Redondear la cifra obtenida en la cuenta de manera que sólo aparezcan dos dígitos significativos al inicio de esta cifra. Para redondear, elevar el segundo dígito al número inmediato superior cuando el tercer dígito de la derecha sea cinco o mayor (por ejemplo: 128 redondear a 130). Si el tercer dígito es cuatro o menos, reemplazar el tercer dígito con cero y el segundo dígito mantenerlo igual (Por ejemplo: 2417 a 2400):
	xvi) After counting the colonies on selected plates, multiplied by the inverse of the dilution for the number of CFU per milliliter or gram of sample. Rounding the resulting figure to the account so that only two significant at the beginning of this figure digits appear. To round, raising the second digit to the next higher number when the third digit on the right is five or higher (for example 128 to 130). If the third digit is four or less, replace the third digit to zero and keep it the same second digit (for example: 2417-2400):

	B.16.10 Informe de la Prueba
	B.16.10 Report of the Test

	Reportar como: Unidades formadoras de colonias, ___ UFC/g o mL, de bacterias aerobias en placa en agar triptona extracto de levadura o agar para cuenta estándar, incubadas ________ horas a _______ ºC.
	Report as: Colony forming units, UFC ___ / g mL, aerobic bacteria in plaque in tryptone yeast extract agar agar or standard count, incubated ºC _______ ________ hours.


	CUADRO 2

Cálculo de los valores de la cuenta en placa  (ensayos por duplicado)

Ejemplo

Colonias contadas

UFC/ g o mL

número

1:100

1:1,000

1:10,000

1

>250

178

16

180,000

>250

190

17

2

>250

220

25

250,000

3

18

2

0

1,600

14

0

0

4

>250

>250

512

5,000,000

>250

>250

495

5

>250

235

Crecimiento extendido

6

0

0

0

<100

7

>250

240

24

250,000

>250

268

19

8

>250

216

23

280,000

>250

262

42

9

>250

215

20

23,000

>250

235

26

>250

275

32

270,000

>250

225

26



	BOX 2

CALCULATION OF THE VALUES OF THE COUNT IN PLATE (tests in duplicate)
Example 
Counted colonies
UFC/ g or mL

number
1:100

1:1,000

1:10,000

1

>250

178

16

180,000

>250

190

17

2

>250

220

25

250,000

3

18

2

0

1,600

14

0

0

4

>250

>250

512

5,000,000

>250

>250

495

5

>250

235

Extended growth
6

0

0

0

<100

7

>250

240

24

250,000

>250

268

19

8

>250

216

23

280,000

>250

262

42

9

>250

215

20

23,000

>250

235

26

>250

275

32

270,000

>250

225

26




	B.17 Método para la Cuenta de Mohos y Levaduras en Alimento.
	B.17 Method for counting Yeast and Mold in Food.



	B.17.1 Fundamento
	B.17 Foundation

	El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra de prueba en un medio selectivo específico, acidificado a un pH 3,5 e incubado a una temperatura de 25 ± 1°C, dando como resultado el crecimiento de colonias características para este tipo de microorganismos.
	The method is based on inoculating a known amount of test sample in a specific selective medium, acidified to pH 3.5 and incubated at a temperature of 25 ± 1 ° C, resulting colony growth characteristics for this type of microorganisms.



	B.17.2 Reactivos y materiales
	B.17.2 Reagents and materials

	B.17.2.1 Reactivos
	B.17.2.1 Reagents

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser de grado analítico y cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada.
	Reagents mentioned below must be analytical grade and when water is indicate it must be understood as distilled water.

	i) Medios de cultivo.
	i) Culture media.

	Agar papa - dextrosa, comercialmente disponible en forma deshidratada.
	Agar potato - dextrose, commercially available in dry form.

	Preparación del medio de cultivo.
	Preparation of culture medium.

	Seguir instrucciones del fabricante y después de esterilizar, enfriar en baño de agua a 45 ± 1°C, acidificar a un pH de 3,5 ± 0,1 con ácido tartárico estéril al 10% (aproximadamente 1,4 mL de ácido tartárico por 100 mL de medio). Después de adicionar la solución, mezclar y medir el pH con potenciómetro. Dejar solidificar una porción del medio. Hacer esto en cada lote de medio preparado. A fin de preservar las propiedades gelificantes del medio, no calentar después de agregar el ácido tartárico.
	Follow manufacturer's instructions and after sterilization, cooling in water bath at 45 ± 1 ° C, acidified to pH 3.5 ± 0.1 with sterile 10% tartaric acid (about 1.4 mL of tartaric acid 100 mL of medium). After adding the solution, mix and measure the pH with a potentiometer. Allow to set a portion of the medium. Do this on each batch of medium prepared. To preserve the gelling properties of the medium, not heat after adding tartaric acid.

	B.17.2.1.1 Soluciones.
	B.17.2.1.1 Solutions.

	i) Solución reguladora de fosfatos (solución concentrada)
	i) Regulator solution of (concentrated solution)

	Fórmula

Ingredientes

Cantidades 

Fosfato de potasio monobásico

34,0 g

Agua 

1,0 l


	Formula

Ingredients

Amounts
Monobasic potassium phosphate
34.0 g

Water 
1.0 l




	Preparación:
	Preparation: 

	Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7,2 con hidróxido de sodio 1 N.
	Dissolve the phosphate in 500 mL of water and adjust the pH to 7.2 with 1 N sodium hydroxide

	Llevar a 1,0 l de agua.
	Fill to 1.0 l with water.

	Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Conservar en refrigeración (solución concentrada).
	Sterilize at 121 ° C for 15 minutes. Store in a refrigerator (concentrated solution).

	Tomar 1,25 mL de la solución concentrada y llevar a 1,0 l con agua (solución de trabajo).
	Take 1.25 mL of stock solution and fill to 1.0 l with water (working solution).

	Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL según se requiera.
	Distribute in portions of 99, 90, and 9 ml as required. 

	Esterilizar a 121 ± 1°C durante 15 minutos.
	Sterilize at 121 ± 1 ºC for 15 minutes.

	ii) Solución estéril de ácido tartárico al 10%
	ii) Sterile solution of tartaric acid at 10%

	
	

	Fórmula

Ingredientes

Cantidades 

Acido tartárico

10 g

Agua destilada 

100, mL 


	Formula

Ingredients

Amounts 

Tartaric acid
10 g

Distilled water
100 mL 




	Preparación:
	Preparation

	Disolver el ácido en el agua y esterilizar a 121 ± 1,0 °C por 15 minutos o por filtración a través de membrana de 0,45 (m.
	Dissolve the acid in water and sterilize at 121 ± 1.0 ° C for 15 minutes or by filtration through 0.45 membrane (m.

	B.17.2.2 Materiales.
	B.17.2.2 Materials.

	B.17.2.2.1 Pipetas bacteriológicas para distribuir 10 y 1 mL(o si es necesario de 1 mL y 2 mL), con tapón de algodón. Pueden utilizarse pipetas graduadas en volúmenes iguales a una décima de su volumen total.
	B.17.2.2.1 Bacteriological pipettes to distribute pipettes 10 and 1 mL (or if necessary of 1 mL and 2 mL), with cotton plug. Pipettes can be used in equal volumes to one tenth of its total volume.

	B.17.2.2.2 Cajas Petri.
	B.17.2.2.2 Petri dishes.

	B.17.2.2.3 Frascos de vidrio de 250 mL con tapón de rosca.
	B.17.2.2.3 Glass jars 250 ml with screw cap.

	B.17.2.2.4 Tubos de 16 x 150 mm con tapón de rosca.
	B.17.2.2.4 Tubes 16 x 150 mm with screw cap.

	B.17.2.2.5 Utensilios esterilizables para la obtención de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espátulas, etc.
	B.17.2.2.5 Sterilizable utensils for sampling: knives, tweezers, scissors, spoons, spatulas, etc.



	B.17.2.2.6 Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio, deben esterilizarse mediante:
	B.17.2.2.6 All materials and instruments that come into contact with the sample under study, must be sterilized by:

	Horno, durante 2 h de 170 a 175°C o por 1h a 180°C o autoclave, durante 15 minutos como mínimo a 121 ± 1,0°C.
	Oven, for 2 h at 170 to 175 ° C or 1 h at 180 ° C or autoclave for at least 15 minutes at 121 ± 1.0 ° C.

	B.17.2.3 Aparatos e Instrumentos
	B.17.2.3 Appliances and instruments

	B.17.2.3.1 Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	B.17.2.3.1 Oven to sterilize that reaches a minimum temperature of 170 ° C.

	B.17.2.3.2 Incubadora con termostato que pueda ser mantenido a 25 ± 1,0°C provista con termómetro calibrado.
	B.17.2.3.2 Incubator with thermostat that can be maintained at 25 ± 1.0 ° C provided with calibrated thermometer.

	B.17.2.3.3 Autoclave que alcance una temperatura mínima de 121 ± 1,0°C.
	B.17.2.3.3 Autoclave that reaches a minimum temperature of 121 ± 1.0 ° C.

	B.17.2.3.4 Baño de agua con control de temperatura y circulación mecánica, provista con termómetro calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 ± 1,0°C.
	B.17.2.3.4 Water bath temperature control and mechanical movement, provided with calibrated thermometer with divisions of 0.1 ° C and keep the temperature at 45 ± 1.0 ° C.

	B.17.2.3.5 Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador.
	B.17.2.3.5 Dark field colony counter with adequate lighting, plate glass grid and lens amplifier.



	B.17.2.3.6 Registrador mecánico o electrónico.
	B.17.2.3.6 Mechanical or electronic recorder.

	B.17.2.3.7 Microscopio óptico.
	B.17.2.3.7 Optical microscope.

	B.17.2.3.8 Potenciómetro con una escala mínima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.
	B.17.2.3.8 Potentiometer with a minimum scale of 0.1 units of pH at 25 ºC.

	B.17.3 Preparación de la Muestra
	B.17.3 Sample Preparation

	La preparación de la muestra debe ser de acuerdo a lo señalado en el numeral B.4.1 (Procedimiento para la preparación y dilución de muestras de alimentos para su análisis microbiológico) de este apéndice normativo
	The sample preparation must be according to what is stated in section B.4.1 (Procedure for the preparation and dilution of food samples for microbiological analysis) of this normative Appendix.

	B.17.3.1 Procedimiento
	B.17.3.1 Procedure

	B.17.3.1.1 Colocar por duplicado en cajas Petri 1 mL de la muestra líquida directa o de la dilución primaria, utilizando para tal propósito una pipeta estéril.
	B.17.3.1.1 Place in Petri dishes in duplicate 1 mL of the liquid sample directly or primary dilution, using for that purpose a sterile pipette.

	B.17.3.1.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilución.
	B.17.3.1.2 Repeat the procedure as many times as required seeding decimal dilutions, using a separate sterile pipette for each dilution.

	B.17.3.1.3 Verter de 15 a 20 mL de agar papa dextrosa acidificado, fundido y mantenido a 45 ± 1 °C en un baño de agua. El tiempo transcurrido entre la preparación de la dilución primaria y el momento en que es vertido el medio de cultivo, no debe exceder de 20 minutos.
	B.17.3.1.3 Pour 15 to 20 mL acidified potato dextrose agar, melted and held at 45 ± 1 ° C in a water bath. The time between the preparation of the primary dilution and when being poured culture medium, time should not exceed 20 minutes.



	B.17.3.1.4 Mezclar cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en el sentido contrario y seis de atrás para adelante, sobre una superficie lisa. Permitir que la mezcla se solidifique dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fría.
	B.17.3.1.4 Thoroughly mix the medium with six movements from right to left, six in the direction of clockwise, counterclockwise six six backwards on a smooth surface. Allowing the mixture to solidify leaving the Petri plates resting against a horizontal surface cold.

	B.17.31.5 Preparar una caja control con 15 mL de medio, para verificar la esterilidad.
	B.17.31.5 Control box Prepare a 15 mL medium, to verify sterility. 

	B.17.3.1.6 Invertir las cajas y colocarlas en la incubadora a 25 ± 1°C.
	B.17.3.1.6 Reverse boxes and place them in the incubator at 25 ± 1 ° C.

	B.17.3.1.7 Contar las colonias de cada placa después de 3, 4 y 5 días de incubación. Después de 5 días, seleccionar aquellas placas que contengan entre 10 y 150 colonias. Si alguna parte de la caja muestra crecimiento extendido de mohos o si es difícil contar colonias bien aisladas, considerar los conteos de 4 días de incubación y aun de 3 días. En este caso, informar el periodo de incubación de 3 o 4 días en los resultados del análisis.
	B.17.3.1.7 count colonies from each plate after 3, 4 and 5 days incubation. After 5 days, select those dishes containing between 10 and 150 colonies. If any part of the box shows spread of mold growth or if it is difficult to have well-isolated colonies, consider the count of four days of incubation and even three days. In this case, informing the incubation period of 3 or 4 days in test results.



	B.17.3.1.8 Si es necesario, cuando la morfología colonial no sea suficiente, examinar microscópicamente para distinguir las colonias de levaduras y mohos de las bacterias.
	B.17.3.1.8 If necessary, when the colonial morphology is not enough, examined microscopically to distinguish yeast and mold colonies of bacteria.



	B.17.4 Expresión de Resultados
	B.17.4 Expression of results

	Cálculo del Método
	Calculation Method

	Considerar las cuentas de placas con 10 a 150 colonias como las adecuadas para el informe.
	Consider the accounts of plates with 10-150 colonies as appropriate for the report.

	Multiplicar por el inverso de la dilución, tomando en consideración los criterios del numeral B.4.2 de este apéndice (Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa), para la expresión de resultados.
	Multiply by the inverse of the dilution, taking into consideration the criteria in paragraph B.4.2 of this appendix (Method for the account of aerobic bacteria in plaque), for the expression of results.

	B.17.5 Informe de la Prueba
	B.17.5 Test Report

	Informar:
	Report:

	Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o mL) de mohos en agar papa – dextrosa acidificado, incubadas a 25 ± 1°C durante 5 días.
	Colony forming units per gram or milliliter (UFC/ g or mL) of molds in agar potato - dextrose acidified incubated at 25 ± 1 ° C for 5 days.

	Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o mL) de levaduras en agar papadextrosa acidificado, incubadas a 25 ± 1°C durante 5 días.
	Colony forming units per gram or milliliter (UFC / g or mL) of papadextrose acidified agar, incubate at 25 ± 1 ° C for 5 days.

	B.18. Estimación de la Densidad Microbiana por la Técnica del Número Mas Probable de Bacterias Coliformes, Coliformes fecales y Escherichia coli, por la Técnica de Diluciones en Tubo Múltiple.
	B.18. Microbial Density estimation technique for the most probable number of coliform bacteria, fecal coliforms and Escherichia coli, the dilutions technique manifold.

	Este método es aplicable a cualquier grupo bacteriano de interés sanitario, especialmente en productos que se encuentran en bajas concentraciones de microorganismos (10 por gramo o mL). Ejemplo: Leche, agua, alimentos; que por su consistencia pueden interferir con la exactitud de la cuenta de Unidades Formadoras de Colonias (U.F.C.).
	This method is applicable to any group of bacteria of sanitary interest, especially in products that are in low concentrations of microorganisms (10 per gram or mL). Example: milk, water, food; consistency that can interfere with the accuracy of the account of colony forming units (UFC).

	B.18.1 Fundamento.
	B.18.1 Foundation 

	Se basa en la dilución de la muestra en tubos múltiples, de tal forma que todos los tubos de la menor dilución sean positivos y todos los tubos de la dilución más alta sean negativos. El resultado positivo se demuestra por la presencia de gas o crecimiento microbiano.
	It is based on the sample dilution multiple tube, so that all of the lowest dilution tubes are positive and all tubes of the highest dilution are negative. A positive result is demonstrated by the presence of gas or microbial growth.

	Para obtener el Número Más Probable (NMP) en los resultados se aplica la teoría de la probabilidad, lo cual tiene como condición lo siguiente:
	For the Most Probable Number (MPN) results in the theory of probability is applied, which is conditioned on the following:

	- Una distribución aleatoria de las bacterias que existen en la muestra.
	- A random distribution of the bacteria that exist in the sample.

	- Las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas.
	- The bacteria are ungrouped entities.



	- Los microorganismos presentes en la muestra crecerán en el medio, cuando son incubados y se mantengan en las condiciones adecuadas para su desarrollo.
	- The microorganisms present in the sample will grow in the medium when incubated and kept in appropriate conditions for their development.



	Si se espera una cuenta microbiana alta, la muestra deberá diluirse para dar cumplimiento a las condiciones. La forma más común de realizar esta prueba es mediante diluciones decimales y usando un inóculo en series de 3, 5 o 10 tubos en serie. A medida que el número de tubos inoculados para cada dilución aumentan se reducen los límites de confianza.
	If you expect a high microbial count, the sample should be diluted to comply with the conditions. The most common way to do this test is using decimal dilutions and inoculum using a series of 3, 5 or 10 tubes in series. As the number of tubes for each dilution inoculated increase confidence limits are reduced.

	B.18.2 Equipo, Materiales y Reactivos.
	B.18.2 Equipment, Materials and Reagents.

	No aplica.
	Not applicable.

	B.18.3 Procedimientos.
	B.18.3 Procedures.

	B.18.3.1 Uso de tablas de NMP con 95% de límite de confianza.
	B.18.3.1 Use of NMP tables with 95% of the limit of confidence.

	Las tablas 1-3 presentan la estimación estadística de los valores del NMP que corresponden al 95% de límite de confianza cuando se utilizan 3, 5 y 10 tubos. Otras combinaciones de resultados positivos y negativos no encontrados en estas tablas, tienen muy baja probabilidad de que se presenten. Si los resultados no están incluidos en las tablas, se deberá repetir la prueba a partir de la muestra original. Si no es posible, el NMP se puede obtener (para las combinaciones de 3 y 5 tubos) de las tablas 4 y 5; también se puede aplicar una ecuación (véase punto B.2) para obtener el NMP aproximado.
	Tables 1-3 present the statistical estimation of NMP values ​​corresponding 95% confidence limit when 3, 5 and 10 tubes are used. Other combinations of positive and negative results not found in these tables have very low probability that arise. If the results are not included in the tables, the test should be repeated from the original sample. If not possible, the NMP can be obtained (for combinations of 3 and 5 tubes) Tables 4 and 5; You can also apply an equation (see point B.2) for the approximate NMP.



	El intervalo del 95% de confianza se interpreta como sigue: si el analista supone que el número real de microorganismos cae dentro de los límites, entonces se asume que será correcto el 95% de las veces. El valor del NMP tabulado representa un intervalo y no un valor absoluto.
	The range of 95% confidence is interpreted as follows: if the analyst assumed that the actual number of microorganisms falls within the limits, then it is assumed to be correct 95% of the time. The NMP weighted value represents an interval and not an absolute value.

	Cuando se preparan más de 3 diluciones de una muestra, el NMP deberá determinarse a partir de tres diluciones consecutivas (usando tablas 1-3). Primero, para todas las diluciones que tengan todos los tubos positivos, seleccionar la dilución mayor. Después usar las 2 siguientes diluciones mayores (A y B en las tablas 6 y 7). Cuando en ninguna de las diluciones probadas hubiera crecimiento en todos los tubos, seleccionar (si es posible) las primeras tres diluciones consecutivas (volumen de muestra) para que la dilución media contenga resultados positivos (C de tablas 6 y 7).
	When prepared over three dilutions of a sample, the NMP should be determined from three consecutive dilutions (using tables 1-3). First, for all dilutions that have all positive tubes, select the highest dilution. After 2 following use higher dilutions (A and B in Tables 6 and 7). When any of the dilutions tested had growth in all tubes, select (if possible) the first three consecutive dilutions (sample volume) for dilution medium containing the positive results (Tables 6 and C 7).

	Con frecuencia es necesario el NMP desde el inicio con volúmenes diferentes de los enlistados en las tablas 1-5. Si el volumen de muestra es mayor que 0,01 g multiplicar el NMP enlistado en la tabla por 10. El resultado de una determinación de 5 tubos que dé 3 tubos positivos en 0,01 g; 2 tubos positivos en 0,001 g y 1 tubo positivo en 0,0001 g (3-2-1) leer en la tabla No. 2 como 17 y multiplicar por 10 para así obtener 170 como el NMP actual por gramo de muestra. De igual forma si la cantidad más grande utilizada para la tabla de referencia es 1 g en lugar de 0,1 g, dividir el NMP derivado de la tabla entre 10. Por ejemplo el resultado de la determinación del NMP en 3 tubos para Salmonella spp que dé 3 tubos positivos en 1 g; 1 tubo positivo en 0,1 g y ningún positivo en 0,01 g (3-1-0) leer en la tabla No. 1 como 43 y dividir entre 10, lo que da 4,3 como el NMP presuntivo por gramo de muestra.
	It is often necessary NMP from the start with different volumes listed in Tables 1-5. If the sample volume is greater than 0.01 g multiply the NMP listed in the table by 10. The result of a determination of 5 tubes of 3 positive tubes in 0.01 g; 2 positive tubes 0.001 g and 1 positive tube 0.0001 g (3-2-1) read in table No. 2 and 17 and multiply by 10 to obtain 170 as the current MPN per gram of sample. Likewise, if the largest amount used for the reference table is 1 g instead of 0.1 g, dividing the derivative of the table NMP by 10. For example the result of the determination of NMP in 3 tubes for Salmonella spp to give 3 positive tubes in 1 g; 1 positive tube in any positive 0.1g 0.01g (3-1-0) read in the table No. 1 and 43 and divide by 10, which gives 4.3 as the presumptive NMP per gram of sample .



	Un método alternativo para obtener el número más probable es usando la siguiente fórmula:
	An alternative method for obtaining the most likely number using the following formula:

	(NMP/g de la tabla - 100) X factor de dilución del tubo de enmedio = NMP/g
	(NMP / g Table - 100) X dilution factor = middle tube MPN / g

	Para calcular el NMP/100 g multiplicar por 100.
	To calculate the MPN / 100 g multiply by 100.

	B.18.3.2 Cálculo Aproximado del NMP y 95% de límite de confianza.
	B.18.3.2 Estimate of the NMP and 95% confidence limit.

	Debido a la inherente complejidad para calcular los límites de confianza del NMP lo más común es el uso de tablas. Generalmente estas tablas están limitadas al uso de 3, 5 y 10 tubos por dilución, incluso usando un método aceptado, pueden presentarse datos irregulares o accidentes de laboratorio que causan pérdida de 1 o más tubos de dilución. En este caso una serie de diluciones de por ejemplo: 5,4,4 puede dar una lectura de 5-2-0. Para estos casos se puede aplicar una fórmula sencilla, la cual no corresponde exactamente con los resultados obtenidos teóricamente; sin embargo, las desviaciones generalmente son pequeñas, esta fórmula no debe ser aplicada para fines de regulación. La fórmula no restringe el número de tubos o las diluciones y puede aplicarse para todo tipo de pruebas. El cálculo aproximado está dado por la siguiente ecuación: NMP/g = P/(N T)1/2
	Due to the inherent complexity to calculate confidence limits NMP most common is the use of tables. Generally these tables are limited to the use of 3, 5 and 10 tubes per dilution, even using an accepted method, there may be irregular data or laboratory accidents that cause loss of one or more dilution tubes. In this case serial dilutions of for example 5.4.4 can give a reading of 5-2-0. For these cases you can apply a simple formula, which does not correspond exactly with the results obtained theoretically; however, deviations are generally small, this formula should not be applied for regulatory purposes. The formula does not restrict the number of tubes or dilutions and can be applied to all kinds of tests. The estimate is given by the following equation: MPN / g = P / (NT) 1/2



	Donde: P es el número de tubos positivos, N es la cantidad total de muestra (g) en todos los tubos negativos y T es la cantidad total de muestra (g) en todos los tubos.
	Where: P is the number of positive tubes, N is the total amount of sample (g) in all negative tubes, and T is the total amount of sample (g) in all tubes.

	Por ejemplo, considerando que se tuvieran serie de diluciones al doble:
	For example, considering that there were a series of dilutions in duplicate: 


	MUESTRA (g)
	No. DE TUBOS
	No. DE TUBOS POSITIVOS

	8

4

2

1

0,5

0,25
	5

5

5

5

5

5
	5

4

2

0

1

0


	SAMPLE (g)
	No. OF TUBOS
	No. OF POSITIVE TUBES

	8

4

2

1

0.5

0.25
	5

5

5

5

5

5
	5

4

2

0

1

0


	El número de tubos positivos es: P = (5 + 4 + 2+ 1) = 12; N = (8x0) + (4x1) + (2x3) + (1x5) + (0,5x4) + (0,25x5) = 18,25; y T = 5 (8+4+2+1+0,5+0,25) = 78,75
	The number of positive tubes is: P = (5 + 4 + 2+ 1) = 12; N = (8x0) + (4x1) + (2x3) + (1x5) + (0.5x4) + (0.25x5) = 18.25; y T = 5 (8+4+2+1+0.5+0.25) = 78.75

	NPM/g = 12/(18,25 x 78,75)1/2 = 0,32/g o 32/100 g
	NPM/g = 12/(18.25 x 78.75)1/2 = 0.32/g o 32/100 g

	Los límites de confianza del 95% estimado, pueden obtenerse del antilogaritmo de base 10 con la siguiente ecuación:
	The limits of confidence of the estimated 95% can be obtained from the base logarythm 10 with the following equation: 

	log (NMP/g) 1,08 (log a)/n) 1/2
	log (NMP/g) 1.08 (log a)/n) 1/2

	Donde: a es el radio de dilución y n es el número de tubos por dilución. Esta expresión asume que el radio de dilución es diferente de 1:10 (por ejemplo 1:2). Para diluciones de 1:10, la cantidad por restar o sumar deberá ser de 1,14(n)½ para la mejor estimación. Si el número de tubos por dilución (ni) es desigual (por ejemplo: un accidente de laboratorio) para la dilución k reemplazar n por la expresión nH (media armónica) por el número de tubos por dilución (ni).
	Where: a is the radius of the dilution and n is the number of tubes per dilution. This expression assumes that the radius is different 1:10 dilution (eg 1: 2). For dilutions of 1:10, the amount should be subtracted or added 1.14 (n) ½ for the best estimate. If the number of tubes per dilution (ni) is uneven (for example, a laboratory accident) for dilution k nH replacing n by expression (harmonic mean) by the number of tubes per dilution (ni).

	La media armónica se define como:
	The harmonic media is defined as: 

	nH = k / (1/ ni )
	nH = k / (1/ ni )

	k es el número de diluciones. Por ejemplo: Suponiendo que el resultado de 3 diluciones en ni fuera 5-4-4.
	k is the number of dilutions. For example: Assuming that the result of 3 dilutions in or out 5-4-4.

	Por lo tanto nH = 3/ (1/5) + (1/4) + (1/4) ½ = 3/0,70 = 4,3i
	Therefore nH = 3 / (1/5) + (1/4) + (1/4) ½ = 3 / 0.70 = 4.3i

	Para el ejemplo anterior el NMP con n = 5 y un límite de confianza aproximado de 95% será el siguiente:
	For the above example the NMP with n = 5 and a limit of approximately 95% confidence is as follows:

	log 0,32 (1,08) (log 2)/5) ½
	log 0.32 (1,08) (log 2)/5) ½

	-0,495 0,265
	-0.495 0.265

	Entonces el límite inferior es el antilogaritmo (-0-76) = 0.17/g o 17/100 g y el límite inferior es el antilogaritmo (-0,23) = 0,59/g o 59/100 g. Cuando se compara con las tablas el NMP podría ser 0,31/g con límites de confianza de 0,16/g y 0,57/g.
	Then the lower limit is the antilog (-0 to 76) = 0.17 / g 17/100 g and the lower limit is the antilog (-0.23) = 0.59 / g 59/100 g. When compared with the tables might be 0.31 NMP / g with confidence limits of 0.16 / g 0.57 / g.



	Tabla No. 1 Selección del NMP con un límite de confianza de 95% para la prueba de fermentación utilizando 3 tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (mL) de muestra.
	Table No. 1 Selection of NMP with a limit of 95% confidence for the fermentation test using 3 tubes with portions of 0.1, 0.01 and 0.001 g (mL) sample

	
	


	No. de tubos positivos/# of positive tubes
	
	95% de límite de confianza / 95% of the limit of confidence

	0.

1
	0.01
	0.001
	NMP/g (mL)b
	Inferior/lower
	Superior/Upper

	0
	0
	0
	3
	-
	-

	0
	1
	0
	3+
	1
	17

	1
	0
	0
	4
	1
	21

	1
	0
	1
	7+
	2
	27

	1
	1
	0
	7
	2
	28

	1
	2
	0
	11+
	4
	35

	2
	0
	0
	9
	2
	38

	2
	0
	1
	14+
	5
	48

	2
	1
	0
	15
	5
	50

	2
	1
	1
	20+
	7
	60

	2
	2
	0
	21
	8
	62

	3
	0
	0
	23
	9
	130

	3
	0
	1
	39
	10
	180

	3
	1
	0
	43
	10
	210

	3
	1
	1
	75
	20
	280

	3
	2
	0
	93
	30
	380

	3
	2
	1
	150
	50
	500

	3
	2
	2
	210+
	80
	640

	3
	3
	0
	240
	90
	1400

	3
	3
	1
	460
	100
	2400

	3
	3
	2
	1100
	300
	4800

	3
	3
	3
	1100
	-
	-


	a Los resultados normales, obtenidos en un 95% de las pruebas no están seguidos por un símbolo más (+). Menos del 4% de los resultados de las pruebas obtenidos están marcados por un símbolo más (+). Combinaciones de tubos positivos no encontrados en esta tabla se presentan en menos del 1% de las pruebas y si se presentaran con mayor frecuencia indican un error de técnica o que el valor del número más probable se encuentra en el límite. El NMP de combinaciones que no aparecen en la tabla, se puede obtener por extrapolación a la combinación cercana más elevada.
	a Normal results obtained by 95% of the tests they are not followed by a plus sign (+). Less than 4% of the test results obtained are marked by a symbol (+). Combinations of positive tubes not found in this table occur in less than 1% of the tests and if they presented more frequently indicate a technical error or the value of the most probable number is on the limit. The NMP combinations not listed in the table can be obtained by extrapolation to the highest close combination.



	b Multiplicar todos los valores de NMP/g (mL) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (mL).
	b Multiply all values ​​b NMP / g (ml) 100 to express as NMP / 100 g (ml).

	Tabla No. 2 Selección del NMP con un límite de confianza de 95% para la prueba de fermentación utilizando 5 tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (mL) de muestraa.
	Table No. 2 Selection of NMP with a limit of 95% confidence for the fermentation test using 5 tubes with portions of 0.1, 0.01 and 0.001 g (ml) of samplea.


	No. de tubos positivos/# of positive tubes
	
	95% de límite de confianza/ 95% of the confidence level
	

	0.1
	0.01
	0.001
	NMP/g (mL)b
	Lower
	Upper 
	

	
	
	
	
	
	
	

	0
	0
	0
	2
	-
	-
	

	0
	0
	1
	2+
	1
	10
	

	0
	1
	0
	2
	1
	10
	

	1
	0
	0
	2
	1
	11
	

	1
	0
	1
	4+
	1
	15
	

	1
	1
	0
	4
	1
	15
	

	1
	2
	0
	6+
	2
	18
	

	2
	0
	0
	4
	1
	17
	

	2
	0
	1
	7+
	2
	20
	

	2
	1
	0
	7
	2
	21
	

	2
	1
	1
	9+
	3
	25
	

	2
	2
	0
	9
	3
	25
	

	3
	0
	0
	8
	3
	24
	

	3
	0
	1
	11
	4
	29
	

	3
	1
	0
	11
	4
	30
	

	3
	1
	1
	14+
	6
	35
	

	3
	2
	0
	14
	6
	35
	

	3
	2
	1
	17+
	7
	40
	

	3
	3
	0
	17+
	7
	41
	

	4
	0
	0
	13
	5
	38
	

	4
	0
	1
	17
	7
	45
	

	4
	1
	0
	17
	7
	46
	

	4
	1
	1
	21
	9
	55
	

	4
	2
	0
	22
	9
	56
	

	4
	2
	1
	26+
	12
	65
	

	4
	3
	0
	27
	12
	67
	

	4
	3
	1
	33+
	15
	77
	

	4
	4
	0
	34+
	16
	80
	

	5
	0
	0
	23
	9
	68
	

	5
	0
	1
	31
	13
	110
	

	5
	1
	0
	33
	14
	120
	

	5
	1
	1
	46
	20
	150
	

	5
	1
	2
	63+
	22
	180
	

	5
	2
	0
	49
	21
	170
	

	5
	2
	1
	70
	30
	210
	

	5
	2
	2
	94+
	40
	250
	

	5
	3
	0
	79
	30
	250
	

	5
	3
	1
	110
	40
	300
	

	5
	3
	2
	140
	60
	360
	

	5
	4
	0
	130
	50
	390
	

	5
	4
	1
	170
	70
	480
	

	5
	4
	2
	220
	100
	580
	

	5
	4
	3
	280+
	120
	690
	

	5
	4
	4
	350+
	160
	820
	

	5
	5
	0
	240
	100
	940
	

	5
	5
	1
	350
	100
	1300
	

	5
	5
	2
	540
	220
	2000
	

	5
	5
	3
	920
	300
	2900
	

	5
	5
	4
	1600
	600
	5300
	

	5
	5
	5
	1600
	-
	-
	

	a Los resultados normales, obtenidos en un 95% de las pruebas, no están seguidos por un símbolo más(+). Menos del 4% de los resultados de las pruebas obtenidos están marcados por un símbolo más (+). Combinaciones de tubos positivos no encontrados en esta tabla se presentan en menos del 1% de las pruebas y si se presentaran con mayor frecuencia indican un error de técnica o que el valor del número más probable se encuentra en el límite. El NMP de combinaciones que no aparecen en la tabla, se pueden obtener por extrapolación a la combinación cercana más elevada.
	a Normal results obtained by 95% of the tests they are not followed by a plus sign (+). Less than 4% of the test results obtained are marked by a symbol (+) . Combinations of positive tubes not found in this table occur in less than 1% of the tests and if they presented more frequently indicate a technical error or the value of the most probable number is on the limit. The NMP combinations not listed in the table can be obtained by extrapolation to the highest close combination.



	b Multiplicar todos los valores de NMP/g (mL) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (mL).
	b Multiply all values  of NMP / g (ml) 100 to express them as NMP / 100 g (ml).



	Tabla No. 3 Selección del NMP con un límite de confianza de 95% para la prueba de fermentación utilizando 10 tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (mL) de muestraa.
	Table No. 3 Selecting the NMP a confidence limit of 95 % for the fermentation test using 10 tubes with portions of 0.1, 0.01 and 0.001 g (ml) of samplea.


	No. de tubos positivos/ # of positive tubes
	
	95% de límite de confianza/95% of the confidence limit

	0.1
	0.01
	0.001
	NMP/g (mL)b
	Lower 
	Upper 

	0
	0
	0
	1
	-
	-

	0
	0
	1
	1+
	1
	5

	0
	1
	0
	1
	1
	5

	0
	2
	0
	2+
	1
	7

	1
	0
	0
	1
	1
	5

	1
	0
	1
	2+
	1
	7

	1
	1
	0
	2
	1
	7

	1
	2
	0
	3+
	1
	8

	2
	0
	0
	2
	1
	7

	2
	0
	1
	3+
	1
	9

	2
	1
	0
	3
	1
	9

	2
	1
	1
	4+
	1
	10

	2
	2
	0
	4
	2
	10

	2
	3
	0
	5+
	2
	12

	3
	0
	0
	3
	1
	9

	3
	0
	1
	4
	2
	11

	3
	1
	0
	4
	2
	11

	3
	1
	1
	5+
	2
	13

	3
	2
	0
	5
	2
	13

	3
	2
	1
	6+
	3
	14

	3
	3
	0
	6+
	3
	14

	4
	0
	0
	4
	2
	12

	4
	0
	1
	6
	2
	13

	4
	1
	0
	6
	2
	14

	4
	1
	1
	7
	3
	15

	4
	2
	0
	7
	3
	15

	4
	2
	1
	8
	4
	17

	4
	3
	0
	8
	4
	17

	4
	4
	0
	9+
	5
	19

	5
	0
	0
	6
	2
	15

	5
	0
	1
	7
	3
	16

	5
	1
	0
	7
	3
	17

	5
	1
	1
	9
	4
	18

	5
	2
	0
	9
	4
	18

	5
	2
	1
	10+
	5
	20

	5
	3
	0
	10
	5
	20

	5
	3
	1
	11+
	6
	22

	5
	4
	0
	11+
	6
	22

	6
	0
	0
	8
	3
	18

	6
	0
	1
	9
	4
	20

	6
	1
	0
	9
	4
	20

	6
	1
	1
	11
	5
	22

	6
	2
	0
	11
	5
	22

	6
	2
	1
	12
	6
	24

	6
	3
	0
	12
	6
	25

	6
	3
	1
	14+
	7
	27

	6
	4
	0
	14+
	7
	27

	6
	5
	0
	15+
	8
	29

	7
	0
	0
	10
	5
	22

	7
	0
	1
	12
	6
	24

	7
	0
	2
	13+
	7
	27

	7
	1
	0
	12
	6
	25

	7
	1
	1
	13
	7
	27

	7
	1
	2
	15+
	8
	30

	7
	2
	0
	13
	7
	27

	7
	2
	1
	15
	8
	30

	7
	2
	2
	17+
	9
	32

	7
	3
	0
	15
	8
	30

	7
	3
	1
	17
	9
	33

	7
	4
	0
	17
	9
	33

	7
	4
	1
	19+
	10
	36

	7
	5
	0
	19+
	10
	36

	8
	0
	0
	13
	6
	28

	8
	0
	1
	15
	7
	31

	8
	0
	2
	17+
	8
	34

	8
	1
	0
	15
	7
	31

	8
	1
	1
	17
	9
	34

	8
	1
	2
	19+
	10
	37

	8
	2
	0
	17
	9
	35

	8
	2
	1
	19
	10
	38

	8
	2
	2
	21+
	12
	42

	8
	3
	0
	19
	10
	39

	8
	3
	1
	21
	12
	42

	8
	3
	2
	24+
	13
	46

	8
	4
	0
	22
	12
	43

	8
	4
	1
	24
	13
	46

	8
	5
	0
	24
	13
	47

	8
	5
	1
	27+
	15
	51

	8
	6
	0
	27+
	15
	52

	9
	0
	0
	17
	8
	37

	9
	0
	1
	19
	10
	41

	9
	0
	2
	22+
	11
	46

	9
	1
	0
	19
	10
	42

	9
	1
	1
	22
	11
	47

	9
	1
	2
	25+
	13
	52

	9
	2
	0
	22
	12
	47

	9
	2
	1
	25
	13
	53

	9
	2
	2
	28+
	15
	58

	9
	3
	0
	25
	13
	54

	9
	3
	1
	29
	15
	60

	9
	3
	2
	32+
	18
	66

	9
	4
	0
	29
	16
	61

	9
	4
	1
	33
	18
	67

	9
	4
	2
	37+
	20
	74

	9
	5
	0
	33
	18
	69

	9
	5
	1
	37
	20
	76

	9
	5
	2
	42+
	23
	83

	9
	6
	0
	38
	21
	77

	9
	6
	1
	43+
	24
	85

	9
	7
	0
	44+
	24
	87

	10
	0
	0
	23
	12
	58

	10
	0
	1
	27
	14
	67

	10
	0
	2
	31+
	16
	77

	10
	1
	0
	27
	14
	69

	10
	1
	1
	32
	17
	79

	10
	1
	2
	38
	20
	92

	10
	2
	0
	33
	17
	83

	10
	2
	1
	39
	20
	96

	10
	2
	2
	50
	20
	110

	10
	2
	3
	50+
	30
	120

	10
	3
	0
	40
	20
	100

	10
	3
	1
	50
	20
	120

	10
	3
	2
	60+
	30
	130

	10
	3
	3
	70+
	30
	150

	10
	4
	0
	50
	30
	120

	10
	4
	1
	60
	30
	140

	10
	4
	2
	70
	30
	160

	10
	4
	3
	80+
	40
	170

	10
	5
	0
	60
	30
	150

	10
	5
	1
	70
	40
	170

	10
	5
	2
	90
	40
	190

	10
	5
	3
	100
	50
	210

	10
	6
	0
	80
	40
	180

	10
	6
	1
	90
	50
	200

	10
	6
	2
	110
	50
	230

	10
	6
	3
	120
	60
	250

	10
	6
	4
	140+
	70
	270

	10
	7
	0
	100
	50
	220

	10
	7
	1
	120
	60
	250

	10
	7
	2
	140
	70
	280

	10
	7
	3
	150
	80
	310

	10
	7
	4
	170+
	90
	adi

	10
	8
	0
	130
	60
	280

	10
	8
	1
	150
	80
	320

	10
	8
	2
	170
	90
	360

	10
	8
	3
	200
	100
	400

	10
	8
	4
	220
	120
	440

	10
	8
	5
	250+
	140
	480

	10
	9
	0
	170
	90
	380

	10
	9
	1
	200
	100
	430

	10
	9
	2
	230
	120
	490

	10
	9
	3
	260
	140
	560

	10
	9
	4
	300
	160
	640

	10
	9
	5
	350
	180
	720

	10
	9
	6
	400+
	210
	820

	10
	10
	0
	240
	120
	610

	10
	10
	1
	290
	150
	750

	10
	10
	2
	350
	170
	910

	10
	10
	3
	400
	200
	1100

	10
	10
	4
	500
	300
	1400

	10
	10
	5
	700
	300
	1700

	10
	10
	6
	900
	400
	2100

	10
	10
	7
	1120
	600
	2700

	10
	10
	8
	1160
	800
	3700

	10
	10
	9
	2300
	1100
	6000

	10
	10
	10
	2300
	-
	-


	a Los resultados normales, obtenidos en un 95% de las pruebas, no están seguidos por un símbolo más (+). Menos del 4% de los resultados de las pruebas obtenidos están marcados por un símbolo más(+). Combinaciones de tubos positivos no encontrados en esta tabla se presentan en menos del 1% de las pruebas y si se presentaran con mayor frecuencia indican un error de técnica o que el valor del número más probable se encuentra en el límite. El NMP de combinaciones que no aparecen en la tabla, se pueden obtener por extrapolación a la combinación cercana más elevada.
	a The normal results, obtained in 95 % of the tests are not followed by a plus sign (+). Less than 4% of the test results obtained are marked by a symbol (+). Combinations of positive tubes not found in this table occur in less than 1% of the tests and if they presented more frequently indicate a technical error or the value of the most probable number is on the limit. The NMP combinations not listed in the table can be obtained by extrapolation to the highest close combination

	b Multiplicar todos los valores de NMP/g (mL) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (mL).
	bMultiply all values ​​b NMP / g (ml) 100 to express as NMP / 100 g (ml) .

	Tabla No. 4 Número más probable (NMP) para 1g de muestra cuando se usan 3 tubos con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001g.
	Table # 4 Most probable number (MPN) for 1 gram of sample when 3 tubes with portions of 0.1, 0.01 and 0.001 grams are used. 


	Tubos Positivos/ Positive tubes
	Tubos Positivos/ Positive tubes
	Tubos Positivos/ Positive tubes
	Tubos Positivos/ Positive tubes

	0.1
	0.01
	0.001
	NMP
	0,1
	0,01
	0,001
	NMP
	0,1
	0,01
	0,001
	NMP
	0,1
	0,01
	0,001
	NMP

	0
	0
	0
	3
	1
	0
	0
	3,6
	2
	0
	0
	9,1
	3
	0
	0
	23

	0
	0
	1
	3
	1
	0
	1
	7,2
	2
	0
	1
	14
	3
	0
	1
	39

	0
	0
	2
	6
	1
	0
	2
	11
	2
	0
	2
	20
	3
	0
	2
	64

	0
	0
	3
	9
	1
	0
	3
	15
	2
	0
	3
	26
	3
	0
	3
	95

	0
	1
	0
	3
	1
	1
	0
	7,3
	2
	1
	0
	15
	3
	1
	0
	43

	0
	1
	1
	 6.1
	1
	1
	1
	11
	2
	1
	1
	20
	3
	1
	1
	75

	0
	1
	2
	 9.2
	1
	1
	2
	15
	2
	1
	2
	27
	3
	1
	2
	120

	0
	1
	3
	12
	1
	1
	3
	19
	2
	1
	3
	34
	3
	1
	3
	160

	0
	2
	0
	 6.2
	1
	2
	0
	11
	2
	2
	0
	21
	3
	2
	0
	93

	0
	2
	1
	 9.3
	1
	2
	1
	15
	2
	2
	1
	28
	3
	2
	1
	150

	0
	2
	2
	12
	1
	2
	2
	20
	2
	2
	2
	35
	3
	2
	2
	210

	0
	2
	3
	16
	1
	2
	3
	24
	2
	2
	3
	42
	3
	2
	3
	290

	0
	3
	0
	 9.4
	1
	3
	0
	16
	2
	3
	0
	29
	3
	3
	0
	240

	0
	3
	1
	13
	1
	3
	1
	20
	2
	3
	1
	36
	3
	3
	1
	460

	0
	3
	2
	16
	1
	3
	2
	24
	2
	3
	2
	44
	3
	3
	2
	1100

	0
	3
	3
	19
	1
	3
	3
	29
	2
	3
	3
	53
	3
	3
	3
	1100


	Tabla No. 5 Número más probable (NMP) para 100 mL de muestra cuando se usan 5 porciones en cada una de 3 diluciones con series geométricas. 
	Table # 5. Most probable number (MPN) for 100 ml of simple when 5 portions are used in each one of 3 dilutions with geometric series.


	No. de Tubos Positivos/ # of positive tubes
	No. de Tubos Positivos/ # of positive tubes
	No. de Tubos Positivos/ # of positive tubes
	No. de Tubos Positivos/ # of positive tubes
	No. de Tubos Positivos/ # of positive tubes
	No. de Tubos Positivos/ # of positive tubes

	10  1  0.1
	10  1  0.1
	10  1  0.1
	10  1  0.1
	10  1  0.1
	10  1  0.1

	mL
	mL
	mL
	N M P
	mL
	mL
	mL
	N M P
	mL
	mL
	mL
	N M P
	mL
	mL
	mL
	N M P
	mL
	mL
	mL
	N M P
	mL
	mL
	mL
	N  M  P

	0
	0
	0
	
	1
	0
	0
	2
	2
	0
	0
	4,5
	3
	0
	0
	7,8
	4
	0
	0
	13
	5
	0
	0
	23

	0
	0
	1
	1.8
	1
	0
	1
	4
	2
	0
	1
	6,8
	3
	0
	1
	11
	4
	0
	1
	17
	5
	0
	1
	31

	0
	0
	2
	3.6
	1
	0
	2
	6
	2
	0
	2
	9,1
	3
	0
	2
	13
	4
	0
	2
	21
	5
	0
	2
	43

	0
	0
	3
	5.4
	1
	0
	3
	8
	2
	0
	3
	12
	3
	0
	3
	16
	4
	0
	3
	25
	5
	0
	3
	58

	0
	0
	4
	7.2
	1
	0
	4
	10
	2
	0
	4
	14
	3
	0
	4
	20
	4
	0
	4
	30
	5
	0
	4
	76

	0
	0
	5
	9.0
	1
	0
	5
	12
	2
	0
	5
	16
	3
	0
	5
	23
	4
	0
	5
	36
	5
	0
	5
	95

	0
	1
	0
	1.8
	1
	1
	0
	4
	2
	1
	0
	6,8
	3
	1
	0
	11
	4
	1
	0
	17
	5
	1
	0
	33

	0
	1
	1
	3.6
	1
	1
	1
	6,1
	2
	1
	1
	9,2
	3
	1
	1
	14
	4
	1
	1
	21
	5
	1
	1
	46

	0
	1
	2
	5.5
	1
	1
	2
	8,1
	2
	1
	2
	12
	3
	1
	2
	17
	4
	1
	2
	26
	5
	1
	2
	64

	0
	1
	3
	7.3
	1
	1
	3
	10
	2
	1
	3
	14
	3
	1
	3
	20
	4
	1
	3
	31
	5
	1
	3
	84

	0
	1
	4
	9.1
	1
	1
	4
	12
	2
	1
	4
	17
	3
	1
	4
	23
	4
	1
	4
	35
	5
	1
	4
	110

	0
	1
	5
	11
	1
	1
	5
	14
	2
	1
	5
	19
	3
	1
	5
	27
	4
	1
	5
	42
	5
	1
	5
	130

	0
	2
	0
	3.7
	1
	2
	0
	6,1
	2
	2
	0
	9,3
	3
	2
	0
	14
	4
	2
	0
	22
	5
	2
	0
	49

	0
	2
	1
	5.5
	1
	2
	1
	8,2
	2
	2
	1
	12
	3
	2
	1
	17
	4
	2
	1
	26
	5
	2
	1
	70

	0
	2
	2
	7.4
	1
	2
	2
	10
	2
	2
	2
	14
	3
	2
	2
	20
	4
	2
	2
	32
	5
	2
	2
	95

	0
	2
	3
	9.2
	1
	2
	3
	12
	2
	2
	3
	17
	3
	2
	3
	24
	4
	2
	3
	38
	5
	2
	3
	120

	0
	2
	4
	11
	1
	2
	4
	15
	2
	2
	4
	19
	3
	2
	4
	27
	4
	2
	4
	44
	5
	2
	4
	150

	0
	2
	5
	13
	1
	2
	5
	17
	2
	2
	5
	22
	3
	2
	5
	31
	4
	2
	5
	50
	5
	2
	5
	180

	0
	3
	0
	5.6
	1
	3
	0
	8,3
	2
	3
	0
	12
	3
	3
	0
	17
	4
	3
	0
	27
	5
	3
	0
	79

	0
	3
	1
	7.4
	1
	3
	1
	10
	2
	3
	1
	14
	3
	3
	1
	21
	4
	3
	1
	33
	5
	3
	1
	110

	0
	3
	2
	9.3
	1
	3
	2
	13
	2
	3
	2
	17
	3
	3
	2
	24
	4
	3
	2
	39
	5
	3
	2
	140

	0
	3
	3
	11
	1
	3
	3
	15
	2
	3
	3
	20
	3
	3
	3
	28
	4
	3
	3
	45
	5
	3
	3
	180

	0
	3
	4
	13
	1
	3
	4
	17
	2
	3
	4
	22
	3
	3
	4
	31
	4
	3
	4
	52
	5
	3
	4
	210

	0
	3
	5
	15
	1
	3
	5
	19
	2
	3
	5
	25
	3
	3
	5
	35
	4
	3
	5
	59
	5
	3
	5
	250

	0
	4
	0
	7.5
	1
	4
	0
	11
	2
	4
	0
	15
	3
	4
	0
	21
	4
	4
	0
	34
	5
	4
	0
	130

	0
	4
	1
	9.4
	1
	4
	1
	13
	2
	4
	1
	17
	3
	4
	1
	24
	4
	4
	1
	40
	5
	4
	1
	170

	0
	4
	2
	11
	1
	4
	2
	15
	2
	4
	2
	20
	3
	4
	2
	28
	4
	4
	2
	47
	5
	4
	2
	220

	0
	4
	3
	13
	1
	4
	3
	17
	2
	4
	3
	23
	3
	4
	3
	32
	4
	4
	3
	54
	5
	4
	3
	280

	0
	4
	4
	15
	1
	4
	4
	19
	2
	4
	4
	25
	3
	4
	4
	36
	4
	4
	4
	62
	5
	4
	4
	350

	0
	4
	5
	17
	1
	4
	5
	22
	2
	4
	5
	28
	3
	4
	5
	40
	4
	4
	5
	69
	5
	4
	5
	430

	0
	5
	0
	9.4
	1
	5
	0
	13
	2
	5
	0
	17
	3
	5
	0
	25
	4
	5
	0
	41
	5
	5
	0
	240

	0
	5
	1
	11
	1
	5
	1
	15
	2
	5
	1
	20
	3
	5
	1
	29
	4
	5
	1
	48
	5
	5
	1
	350

	0
	5
	2
	13
	1
	5
	2
	17
	2
	5
	2
	23
	3
	5
	2
	32
	4
	5
	2
	56
	5
	5
	2
	540

	0
	5
	3
	15
	1
	5
	3
	19
	2
	5
	3
	26
	3
	5
	3
	37
	4
	5
	3
	64
	5
	5
	3
	920

	0
	5
	4
	17
	1
	5
	4
	22
	2
	5
	4
	29
	3
	5
	4
	41
	4
	5
	4
	72
	5
	5
	4
	1600

	0
	5
	5
	19
	1
	5
	5
	24
	2
	5
	5
	32
	3
	5
	5
	45
	4
	5
	5
	81
	
	
	
	


	Tabla No. 6 Ejemplos para determinar el NMP estimado en series de tres tubos con 1g (mL) de muestra por tubo.
	Table number 6. Examples for determining the estimated MPN in a series of three tubes with 1g (ml) of sample per tube. 


	
	Cantidad de muestra (g o mL)a  
Amount of simple (g or ml)a
	Valores positivos reportados/ postive values reported
	NMP estimado/g o mLb
Estimated MPN /g or mlb

	Ejemplo/ Example
	0.10
	.001
	0.001
	0.0001
	0.00001
	
	

	A
	3/3
	3/3
	2/3
	0/3
	0/3
	3-2-0
	930

	B
	3/3
	3/3
	3/3
	2/3
	0/3
	3-2-0
	9300

	C
	0/3
	0/3
	1/3
	0/3
	0/3
	0-1-0
	30

	D
	3/3
	3/3
	2/3
	1/3
	1/3
	3-2-2
	2100

	E
	3/3
	3/3
	3/3
	3/3
	3/3
	3-3-3
	110000

	
	
	
	
	
	
	
	


	a Numerador/denominador = número de tubos positivos/número de tubos inoculados.
	a numbered/denominator = number of positive tubes/ number of inoculated tubes.

	b Multiplicar todos los valores de NMP/g (mL) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (mL).
	b multiply all the values of the MPN/g (ml) per 100 to express them as MPN/100 g (ml).

	Tabla No. 7 Ejemplos para determinar el NMP estimado en series de 5 tubos con 1 g (mL) de muestra por tubo.
	Table Number 7 Examples to determine the MPN estimated in series of 5 tubes with 1 g (ml) of sample per tube.


	
	Cantidad de muestra (g o mL)a
	Valores positivos
	NMP estimado/g o mLb

	Ejemplo
	0,1,
	0,01
	0,001
	0,0001
	0,00001
	reportados
	

	A
	5/5
	5/5
	2/5
	0/5
	0/5
	5-2-0
	490

	B
	5/5
	5/5
	5/5
	2/5
	0/5
	5-2-0
	4900

	C
	0/5
	0/5
	1/5
	0/5
	0/5
	0-1-0
	20

	D
	5/5
	5/5
	3/5
	1/5
	1/5
	5-2-2
	1400

	E
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5-5-5
	160000


a Numerador/denominador = número de tubos positivos/número de tubos inoculados.

b Multiplicar todos los valores de NMP/g (mL) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (mL).
	
	Amount of sample (g or mL)a
	Positive values
	Estimated MPN /g or mLb

	Example
	0.1
	0.01
	0.001
	0.0001
	0.00001
	Reported 
	

	A
	5/5
	5/5
	2/5
	0/5
	0/5
	5-2-0
	490

	B
	5/5
	5/5
	5/5
	2/5
	0/5
	5-2-0
	4900

	C
	0/5
	0/5
	1/5
	0/5
	0/5
	0-1-0
	20

	D
	5/5
	5/5
	3/5
	1/5
	1/5
	5-2-2
	1400

	E
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5/5
	5-5-5
	160000


a Numberer/denominator = number of positive tubres/number of innoculated tubes.

b Multiply all the values of the MPN/g (ml) per 100 to express them as MPN/100 g (ml)
	B.18.3.3 Determinación de Bacterias Coliformes, Coliformes fecales y Escherichia coli por la Técnica de Diluciones en Tubo Múltiple.
	B.18.3.3 Determination of coliform bacteria, fecal coliforms and Escherichia coli by the technique of dilutions manifold.

	B.18.3.3.1 Fundamento
	B.18.3.3.1 Foundation

	Este método se basa en la propiedad de los microorganismos coliformes para producir gas a partir de glucosa y fermentación de lactosa dentro de las 48 horas de incubación a 35 0,5°C (coliformes) y 44,50,2°C (coliformes fecales y E. coli).
	This method is based on the property of coliform organisms to produce gas from glucose and lactose fermentation within 48 hours incubation at 35 ° C 0.5 (coliform) and 44,50,2 ° C (fecal coliforms and E. coli).



	B.18.3.3.2 Equipo y Materiales
	B.18.3.3.2 Equipment and Materials

	Además de los mencionados en el método Preparación y dilución de muestras de alimentos para análisis microbiológico, lo siguiente:
	In addition to those mentioned in Preparation method and dilution of food samples for microbiological analysis, the following:

	- Baño de agua con agitación continua cubierto y con termostato que evite variaciones mayores a 0,1°C.
	- Water bath with continuous covered agitation and with a thermostat that avoids greater variations at 0.1 ºC.

	- Termómetro calibrado y verificado 1/10
	- Thermometer calibrated and verified 1/10

	- Tubos de cultivo de 20x200 y de 16x160 mm con tapón de rosca
	- Culture tubes of 20 x 200 and from 16 x 160 mm with screw on top.

	- Campanas de fermentación (tubos de Durham)
	- Fermentation bells (Durham tubes)

	- Gradillas
	- Racks

	- Asas bacteriológicas de 3 mm de diámetro
	- Bacteriological handles of 3mm of diameter.

	- Lámpara de luz ultravioleta de longitud amplia 4 watts.
	- Ultraviolet light lamp of ample length 4 watts.

	- Lentes protectores.
	- Protective lenses.

	B.18.3.3.3 Medios de Cultivo
	B.18.3.3.3 Culture media

	Caldo Lauril
	Lauril broth

	Ingredientes:
	Ingredients:


	Bacto triptosa
	20,0 g

	Bacto lactosa
	5,0 g

	Fosfato potásico, dibásico
	2,75 g

	Fosfato potásico, monobásico
	2,75 g

	Cloruro de sodio
	5,0 g

	Lauril sulfato de sodio
	0,1 g

	Agua destilada
	1000,0 mL


	Bacto tryptose
	20.0 g

	Bacto lactose
	5.0 g

	Potassium phosphate, dibasic
	2.75 g

	Potassium phosphate, monobasic
	2.75 g

	Sodium chloride
	5.0 g

	Sodium lauryl sulfate
	0.1 g

	Distilled water
	1000.0 mL


	pH final: 6,8 0,2 a 25°C.
	Final pH: 6.8 0.2 at 25 ºC.

	Preparación:
	Preparation: 

	1. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada.
	1. Dissolve the ingredients in a liter of distilled water. 

	2. Ajustar el pH.
	2. Adjust the pH.

	3. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham.
	3. Distribute in test tubes with Durham bells.

	4. Adicionar 10 mL de medio para cada tubo.
	4. Add 10 ml of medium for each tube. 

	5. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121C.
	5. Sterilize in an autoclave for 15 minutes at 121 ºC.

	6. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75C para que no queden burbujas en las campanas de Durham.
	6. Before opening the autoclave, allow the temperature to lower at 75 ºC so that bubbles do not remain in the Durham bells.

	Preparación de Caldo Lauril Triptosa
	Preparation of Lauryl Trytose Broth.


	INOCULO/ INNOCULUM
(mL)
	CANTIDAD DE MEDIO POR TUBO (mL) / AMOUNT OF MEDIUM PER TUBE (ml)
	VOLUMEN DE MEDIO MAS INOCULO (mL)  VOLUME OF MEDIUM PLUS INNOCULATE (ml)
	CALDO LAURIL TRIPTOSA REQUERIDO g/L  LAURYL TRYPTOSE BROTH REQUIRED g/L

	1
	10 or more
	11 or more
	35.6

	10
	10
	20
	71.2

	10
	20
	30
	53.4

	20
	10
	30
	106.8

	100
	50
	150
	106.8

	100
	35
	135
	137.1

	100
	20
	120
	213.6


	Caldo EC (E. coli.)
	EC Broth (E. coli.)


	Ingredientes/ Ingredients
	

	Bacto triptosa/ Bacto tryptose
	20.0 g

	Bacto lactosa/ Bacto lactose
	5.0 g

	Bacto sales biliares No. 3 / bacto bile salts number 3
	1.5 g

	Fosfato dipotásico/ dipotasic phosphate
	4.0 g

	Fosfato monopotásico/ monopotassium phosphate
	1.5 g

	Cloruro de sodio/ sodium chloride
	5.0 g

	Agua destilada/ distilled water
	1000.0 mL


	pH final: 6,9 0,2 a 25°C.
	Final pH: 6.9 0.2 at 25 ºC.

	Preparación:
	Preparation: 

	1. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar ligeramente para que se disuelva por completo.
	1. Dissolve the ingredients in a liter of distilled water and heat lightly so that it dissolves completely. 

	2. Ajustar el pH.
	2. Adjust the pH.

	3. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham.
	3. Distribute in test tubes with Durham bells.

	4. Adicionar 10 mL de medio para cada tubo.
	4. Add 10 ml of medium for each tube. 

	5. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.
	5. Sterilize in an autoclave for 15 minutes at 121 ºC. 

	6. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75°C para evitar que queden burbujas en las campanas de Durham.
	6. Before opening the autoclave, allow the temperature to drop to 75 ºC to avoid bubbles in the Durham bells. 

	Agar McConkey
	McConkey Agar


	Ingredientes:/ Ingredients: 
	

	Proteasa peptona o polipeptona/ Protease peptone or polypeptone
	3.0 g

	Peptona o gelizante/ peptone or gelizant
	17.0 g

	Lactosa/ lactose
	10.0 g

	Sales biliares No. 3/ bile salts number 3
	1.5 g

	Cloruro de sodio/ sodium chloride
	5.0 g

	Rojo neutron/ neutral red
	0.03 g

	Cristal violeta/ violet crystal
	0.001 g

	Agar
	13.5 g

	Agua destilada/ distilled water
	1000.0 mL


	pH final: 7,1 0,2 a 25°C
	Final pH: 7.1 0.2 at 25 ºC.

	Preparación:
	Preparation: 

	1. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada.
	1. Dissolve the ingredients in a liter of distilled water.

	2. Calentar hasta ebullición para disolver por completo.
	2. Heat until boiling to dissolve completely.

	3. Ajustar el pH.
	3. Adjust the pH.

	4. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
	4. STerilize at 121 ºC for 15 minutes

	5. Enfriar a 50-60°C y vaciar en cajas Petri.
	5. Cool to 50 – 60 ºC and empty into Petri dishes.

	Agar Eosina Azul de Metileno de Levin (EMB-L)
	Eosine methylene blue – Levin Agar


	Ingredientes:/ Ingredients: 
	

	Peptona/ Peptone
	10.0 g

	Lactosa/ lactose
	10.0 g

	K2HPO4
	2.0 g

	Eosina Y / Eosine Y
	0.4 g

	Azul de metileno/ Methylene blue
	0.065 g

	Agua destilada/ distilled water
	1000 mL


	pH final: 7,1 0,2
	Final pH: 7.1 0.2

	1. Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un litro de agua.
	1. Dissolve the peptone, the phosphate and theagar in a liter of water.

	2. Calentar hasta ebullición para la disolución completa.
	2. Heat until boiling for the complete dissolution.

	3. Distribuir en porciones de 100 o 200 mL y esterilizar a no más de 121°C por 15 minutos.
	3. Distribute in portions of 100 or 200 ml and sterilize at no more than 121 ºC for 15 minutes.

	4. Fundir antes de su uso y adicionar a cada porción de 100 mL:
	4. Melt before using and adding each portion of 100 ml: 

	a) 5 mL de solución de lactosa al 20%
	a) 5 ml of solution of lactose at 20%

	b) 2 mL de solución acuosa de eosina al 2%
	b) 2 ml of aqueous solution of eosine at 2%

	c) 4,3 mL de solución acuosa de azul de metileno al 0,15%.
	c) 4.3 ml of aqueous solution of methylene blue at 0.15%

	Cuando se use el producto deshidratado, disolver todos los ingredientes de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
	When the dehydrated product is used, dissolve all the ingredients according to the instructions of the manufacturer.

	Caldo Triptona al 1% (triptofano)
	Tryptone Broth at 1% (tryptophan)


	Ingredientes:/ ingredients
	

	Triptona o tripticasa/ tryptone or trypticase
	10 g

	Agua destilada/ distilled water
	1000 mL


	pH final: 6,9 0,2
	Final pH: 6.9 0.2 

	1. Disolver los ingredientes
	1. Disolve the ingredients

	2. Distribuir en porciones de 5 mL en tubos de ensaye de 16 x 125 o 16 x 150 mm.
	2. Distribute in portions of 5 ml in test tubes of 16 x 125 or 16 x 150 mm.

	3. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
	3. Sterilize at 121 ºC for 15 minutes.

	Caldo MR-VP
	MR-VP BROTH

	Medio 1
	MEDIUM 1


	Ingredientes:/ ingredients
	 

	Peptona tamponada/ Buffered peptone
	7 g

	Glucosa/ glucose
	5 g

	K2HPO4
	5 g

	Agua destilada/ distilled water
	1000 mL


	pH final: 6,9 0,2
	Final pH: 6.9 0.2

	1. Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario.
	1. Dissolve the ingredients with slow heat if necessary

	2. Distribuir en volúmenes de 10 mL en tubos de ensaye de 16x150 mm.
	2. Distribute in volumes of 10 ml in test tubes of 16 x 150 mm. 

	3. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
	3. Sterilize at 121 ºC for 15 minutes.

	Caldo Citrato de Koser
	Koser Citrate Broth


	Ingredientes:/ ingredients
	

	NaNH4HPO4 •4H2O
	1.5 g

	KH2PO4 (monobásico) (monobasic)
	1.0 g

	MgSO4 •7H2O
	0.2 g

	Citrato de sodio •2H2O / sodium citrate •2H2O
	3.0 g

	Agua destilada/ distilled water
	1000 mL


	pH final: 6,7 0,2.
	Final pH: 6.7 0.2 

	1. Distribuir preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca.
	1. Distribute preferably in test tubes with screw top.

	2. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
	2. Sterilize at 121 ºC for 15 minutes.

	Esta formulación se recomienda en los Métodos de Análisis Oficial de AOAC y en los Métodos Estándares para el Análisis de Agua y Aguas de Desecho (APHA). Este difiere de la composición del medio deshidratado disponible comercialmente y es recomendable su uso.
	This formulation is recommended in the Methods of Official Analysis of AOAC and in the Standard Methods for the Analysis of Water and Wastewaters (APHA). This differs of the composition of the dehydrated media available commercially and its use is recommendable. 

	B.18.3.3.4 Reactivos
	B.18.3.3.4 Reagents

	Reactivo de Kovacs
	Kovacs Reagent


	Ingredientes:/ Ingredients: 
	

	p-imetilaminobenzaldehído/ p- dimethyl-aminobenzaldehyde
	5 g

	Alcohol amílico (normal)/ amyllic alcohol
	75 mL

	HCI concentrado/ concentrated HCI
	25 mL


	1. Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehído en alcohol amílico normal.
	1. Dissolve the p- dimethyl-aminobenzaldehyde in normal amyllic alcohol.

	2. Adicionar lentamente el HCl. Almacenar a 4°C.
	2. Add slowly the HCI. Store at 4 ºC.

	Para la prueba de indol
	For the indol test. 

	1. Adicionar 0,2-0,3 mL del reactivo a 5 mL del cultivo de bacteria en caldo triptona.
	1. Add 0.2 – 0.3 ml of the reagent at 5 ml of the bacteria culture in tryptone broth. 

	Se considera una prueba positiva cuando desarrolla un color rojo en la superficie del tubo.
	A positive test is considered when a red color develops on the surface of the tube. 

	Reactivo de Voges-Proskauer (VP)
	Voges-Proskauer Reagent (VP)

	Solución 1
	Solution 1


	Ingredientes:/ Ingredients
	

	alfa-naftol / alpha naphtol
	5 g

	Alcohol absoluto/ absolute alcohol
	100 g


	Solución 2
	Solution 2


	Ingredientes:/ Ingredients: 
	

	Hidróxido de potasio/ potassium hydroxide
	40 g

	Agua destilada / distilled water
	para llevar a 100 mL/ fill to 100 ml


	B.18.3.3.4.1 Prueba de Voges-Proskauer (VP).
	B.18.3.3.4.1 Voges-Proskauer (VP) Test.

	1. Transferir 1 mL del cultivo a probar con 48 horas de incubación a un tubo de ensaye.
	1. Transfer 1 ml of the culture to be tested with 48 hours of incubation in a test tube. 

	2. Adicionar 0,6 mL de la solución 1 y 0,2 mL de la solución 2.
	2. Add 0.6 ml of the solution 1 and 0.2 ml of the solution 2. 

	3. Agitar después de la adición de cada solución.
	3. Agitate after the addition of each solution.

	4. Para intensificar y acelerar la reacción adicionar unos cuantos cristales de creatina y mezclar.
	4. In order to intensify and accelerate the reaction add some creatine crystals and mix.

	5. Dejar a temperatura ambiente.
	5. Leave at temperature

	6. Leer resultados después de 4 horas de adicionar los reactivos.
	6. Read results after 4 hours after adding the reagents. 

	El desarrollo de una coloración rosa es una prueba positiva.
	The development of a pink coloration is a positive test. 

	B.18.3.3.4.2 Reactivos para la coloración de Gram
	B.18.3.3.4.2 Reagents for the coloration of the gram

	Cristal violeta
	Violet crystal


	Solución A/ solution A
	

	Cristal violeta (colorante 90%)/ Violet cristal (colorant 90%)
	2 g

	Etanol 95%/ Ethanol 95%
	20 mL


	Solución B
	Solution B


	Ingredientes: / ingredients
	

	Oxalato de amonio / ammonium oxalate
	0.8 g

	Agua destilada/ distilled water
	80 mL


	B.18.3.3.4.3 Indicador rojo de metilo (R44)
	B.18.3.3.4.3 Red methyl indicator (R44)

	1. Mezclar la solución A y B. Almacenar por 24 horas
	1. Mix the solution A and B. Store for 24 hours. 

	2. Filtrar a través de un papel filtro áspero.
	2. Filter through a coarse filter paper

	B.18.3.3.4.4 lodo de Gram
	B.18.3.3.4.4 Gram sludge


	Ingredientes:/ ingredients
	 

	Lodo/ sludge
	1g

	Ioduro de potasio (Kl) /Potassium iodide (KI)
	2 g

	Agua destilada/ distilled water
	300 mL


	1. Colocar el Kl en un mortero.
	1.  Place the KI in a mortar

	2. Adicionar el yodo.
	2. Add the iodide

	3. Triturar con el pistilo por 5-10 segundos.
	3. Grind with the pestle for 5 – 10 seconds. 

	4. Adicionar 1 mL de agua y triturar
	4. Add 1 ml of water and grind

	5. Adicionar 5 mL de agua y triturar
	5. Add 5 ml of water and grind

	6. Adicionar 10 mL de agua y triturar
	6. Add 10 ml of water and grind

	7. Vaciar esta solución en una botella de reactivo.
	7. Empty this solution in a bottle of reagent

	8. Enjuagar el mortero y el pistilo con la cantidad de agua necesaria para completar 300 mL.
	8 Rinse the mortar and the pestle with the amount of water necessary to complete 300 ml. 

	B.18.3.3.4.5 Colorante de contraste (solución concentrada) 
	B.18.3.3.4.5 Contrasting colorant (concentrated solution)


	Ingredientes:/ Ingredients: 
	

	Safranina O/ Safanin O
	2.5 g

	Etanol al 95%/ etanol at 95%
	100 mL


	Solución de trabajo: Adicionar 10 mL de la solución concentrada a 90 mL de agua destilada.
	Working Solution: Add 10 mL of the concentrated solution to 90 mL of distilled water.

	B.18.3.3.4.6 Procedimiento para la tinción de Gram:
	B.18.3.3.4.6 Procedure for Gram stain:



	1. Fijar con calor moderado los frotis de la muestra a teñir.
	1. Set the sample to dye with moderated heat.

	2. Adicionar la solución de cristal violeta al frotis.
	2. Add the solution of crystal violet to the stain.

	3. Dejar actuar por un minuto.
	3. Leave for a minute.

	4. Lavar con agua corriente y escurrir.
	4. Rinse with running water and drain.

	5. Aplicar la solución de yodo por un minuto.
	5. Apply the solution of iodine for one minute.

	6. Lavar con agua corriente y escurrir.
	6. Rinse with running water and drain.

	7. Decolorar con etanol al 95% hasta que la coloración azul deje de fluir (aproximadamente 30 segundos).
	7. Washout with 95% ethanol until the blue coloration stops flowing (approximately 30 seconds) .

	8. Inmediatamente después enjuagar con agua corriente
	8. Immediately after rinsing with running water

	9. Escurrir.
	9. Drain.

	10. Aplicar el colorante de contraste (safranina) por 30 segundos.
	10. Apply the contrast dye (safranin) for 30 seconds.

	11. Enjuagar, escurrir y secar al aire. Examinar al microscopio.
	11. Rinse, drain and air dry. Examine under a microscope.

	Medio EC-MUG
	EC -MUG medium

	Preparar el caldo EC y adicionar 50 mg de 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurónido (MUG) por litro antes de esterilizar (121°C por 15 minutos). El caldo EC-MUG está comercialmente disponible.
	Prepare the EC broth and add 50 mg of 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucuronide (MUG) per liter before autoclaving (121 ° C for 15 minutes). The EC-MUG broth is commercially available.

	B.18.3.3.4.7 Procedimiento
	B.18.3.3.4.7 Procedure

	B.18.3.3.4.8 Agua y hielo
	B.18.3.3.4.8 Water and ice 

	B.18.3.3.4.9 Prueba presuntiva
	B.18.3.3.4.9 Presumptive test

	B.18.3.3.3.4.10 Agitar la muestra y transferir volúmenes de 10 mL a cada uno de 5 tubos con 20 mL de caldo lauril sulfato triptosa de doble concentración, 5 tubos con 1 mL y 5 tubos con 0,1 mL de caldo lauril sulfato triptosa de concentración sencilla o las siguientes porciones: 10 tubos con 10 mL de muestra; 5 tubos con 20 mL de muestra o una porción de 100 mL; consultar la tabla del inciso 2 en la preparación del “caldo lauril triptosa” para la concentración de caldo lauril triptosa requerido. Los tubos deben contener una campana de fermentación (Durham).
	B.18.3.3.3.4.10 Shake the sample and transfer 10 mL volumes each of 5 tubes with 20 mL of tryptose broth double concentration lauryl sulfate, 5 tubes with 1 mL and five 0.1 mL tubes with lauryl broth sulfate tryptose simple concentration or the following portions: 10 tubes with 10 mL of sample; 5 tubes with 20 mL of sample or portion 100 mL; See table of paragraph 2 in the preparation of "lauryl tryptose broth" for the concentration of lauryl tryptose broth required. The tubes must contain a bell fermentation (Durham).

	B.18.3.3.4.11 Incubar los tubos a 35 0,5°C. Examinar los tubos a las 24 horas y observar si hay formación de gas; si la formación de gas no se observa, incubar 24 horas más.
	B.18.3.3.4.11 Incubate the tubes at 35 ° C 0.5. Examine tubes after 24 hours and see if there is gas formation; if gas formation is not observed, incubate 24 hours.



	B.18.3.3.4.12 Prueba confirmativa
	B.18.3.3.4.12 Confirmatory test

	B.18.3.3.4.13 De cada tubo que muestre formación de gas, tomar una asada y sembrar en un número igual de tubos con medio de confirmación, para la determinación de bacterias coliformes referirse al método de Determinación de bacterias coliformes. Técnica del Número más probable, para la determinación de bacterias coliformes fecales, sembrar en caldo EC. Inocular a dos tubos con caldo EC una cepa de E. coli como control positivo y una de Enterobacter aerogenes como control negativo e incubar con las muestras.
	B.18.3.3.4.13 From each tube showing gas formation, have a roasted and sow in the same number of tubes with confirmation means for determining coliform refer to the method Determination of coliform bacteria. Most Probable Number technique for the determination of fecal coliform bacteria, plant broth EC. Inoculate two EC broth tubes a strain of E. coli as positive control and a negative control as Enterobacter aerogenes and incubated with the samples.

	B.18.3.3.4.14 Para la determinación de coliformes fecales incubar los tubos a 44,5 0,2°C en baño de agua con agitación durante 24 horas, observar si hay formación de gas; si la formación de gas no se observa, continuar la incubación 24 horas más, hacer la lectura. Utilizar estos resultados para calcular el número más probable (NMP) de coliformes fecales.
	B.18.3.3.4.14 For determination of fecal coliform incubate the tubes at 44.5 0.2 ºC in a water bath with stirring for 24 hours, observing the formation of gas there; if gas formation is not observed, continue incubation 24 hours more, do reading. Use these results to calculate the most probable number (MPN) of fecal coliforms.



	B.18.3.3.5 Prueba confirmativa para Escherichia coli (por identificación bioquímica)
	B.18.3.3.5 Confirmatory test for Escherichia coli (biochemical identification)

	B.18.3.3.5.1 Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos y sembrar por estría cruzada en agar EMB-L para su aislamiento.
	B.18.3.3.5.1 Take a sample from each of the positive tubes and seed by crossed stripe L-EMB agar for isolation.

	B.18.3.3.5.2 Incubar las placas invertidas a 35°C por 18-24 horas.
	B.18.3.3.5.2 Incubate plates inverted at 35 ° C for 18-24 hours.

	B.18.3.3.5.3 Seleccionar dos colonias de cada placa con la siguiente morfología colonial: Colonias con centro negro, planas con o sin brillo metálico y sembrarlas en agar cuenta estándar para realizar las pruebas de morfología microscópica y pruebas bioquímicas. Incubar las placas a 35°C por 18-24 horas.
	B.18.3.3.5.3 Select two colonies of each plate with the following colonial morphology: colonies with black, flat center with or without metallic sheen and planting standard agar account for testing of microscopic morphology and biochemical tests. Incubate plates at 35 ° C for 18-24 hours.



	B.18.3.3.5.4 Si no hay colonias con morfología típica, probar una o más colonias lo más parecido E. coli de cada placa.
	B.18.3.3.5.4 If no colonies with typical morphology, try one or more colonies as close in appearance to E. coli of each plate.

	B.18.3.3.5.5 Hacer un frotis y teñirlo por Gram. Observar al microscopio la presencia de bacilos cortos o cocobacilos Gram-negativos.
	B.18.3.3.5.5 Make a smear and dye by Gram. Observe under the microscope the presence of short rods or Gram - negative coccobacilli.

	B.18.3.3.6 Pruebas Bioquímicas Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer, Citrato (IMViC).
	B.18.3.3.6 Biochemical tests Indole, Methyl Red, Voges Proskauer, citrate (IMViC).

	a. Producción de indol
	a. Indole production

	Inocular un tubo en caldo triptona e incubarlo a 35°C por 24 2 horas. Adicionar 0,2-0,3 mL de reactivo de Kovacs. La presencia de una coloración en la superficie del tubo se considera una prueba positiva.
	Inoculate a tube in tryptone broth and incubate at 35 ° C for 24 2 hours. Add 0.2-0.3 mL of Kovacs reagent. The presence of color in the tube surface is considered a positive test.

	b. Voges-Proskauer (VP)
	b. Voges - Proskauer (VP)

	Inocular un tubo con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 2 horas. Transferir 1 mL a un tubo de 13X100 mm. Adicionar 0,6 mL de solución de alfa naftol y 0,2 mL de hidróxido de potasio al 40% y agitar. Se considera una prueba positiva cuando se desarrolla un color rosa.
	Inoculate a tube with MR- VP broth and incubate at 35 ° C for 48 2 hours. Transfer 1 ml to a 13x100 mm tube. Add 0.6 mL of alpha naphthol and 0.2 mL of potassium hydroxide 40% and shake. A positive test is considered when a pink color develops.

	c. Rojo de metilo
	c. Methyl red

	Inocular un tubo adicional con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 2 horas. Adicionar 5 gotas de solución de rojo de metilo. Se considera una prueba positiva cuando se desarrolla un color rojo. Un color amarillo es una prueba negativa.
	Inoculate an additional tube MR-VP broth and incubate at 35 ° C for 48 2 hours. Add 5 drops of methyl red solution. A positive test is considered when a red color develops. A yellow color is a negative test.



	d. Citrato
	d. Citrate

	Inocular un tubo con caldo citrato de Koser un inóculo ligero para evitar turbiedad en el tubo. Incubar a 35°C por 96 horas. El desarrollo del cultivo que se observa con la turbiedad del medio, se considera una prueba positiva.
	Inoculate a tube with Koser citrate broth a light inoculum to prevent a slight turbidity in the tube. Incubate at 35 ° C for 96 hours. Culture development is observed with the turbidity of the medium, it is considered a positive test.

	e. Interpretación de resultados
	e. Interpretation of results

	Todos los cultivos que: 1. Fermenten la lactosa con producción de gas dentro de las 48 horas a 35°C; 2. Sean bacilos o cocobacilos Gram negativos no esporulados y 3. Se obtenga las siguientes combinaciones para el IMVIC:
	All cultures that: 1. ferment lactose with gas production within 48 hours at 35 ° C; 2. Are Gram negative bacilli or coccobacilli nonsporulating and 3. the following combinations to obtain IMViC:



	Biotipo 1--, o Biotipo 2---, son consideradas como E. coli. Calcular el NMP de E. coli basada en la proporción de los tubos positivos de caldo EC.
	Biotype 1--, or Biotype 2 ---, are considered as E. coli. Calculate the MPN of E. coli based on the proportion of positive tubes of EC broth.

	B.18.3.3.7 Prueba Confirmativa para Escherichia coli (por el método de EC-MUG)
	B.18.3.3.7 Confirmatory test for Escherichia coli (by the method of EC-MUG)

	Fundamento.
	Foundation.

	Alrededor del 94% de las cepas de E. coli incluso las cepas no productoras de gas producen la enzima beta-glucuronidasa (GUD), la cual rompe el sustrato específico 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurónido (MUG) en 4-metilumbelliferona (MU), que al ser expuesto a una fuente de luz ultravioleta (UV) de onda larga (365 nm) produce una fluorescencia azul, fácil de observar. Cuando el MUG es incorporado al caldo EC se puede identificar E. coli.
	About 94% of E. coli strains including gas-producing strains produced the enzyme beta-glucuronidase (GUD), which breaks the specific substrate 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucuronide (MUG) in 4-methylumbelliferone (MU), which when exposed to a source of ultraviolet (UV) long wave (365 nm) produces a blue fluorescence, easy to observe. When the MUG is incorporated into the EC broth you can identify E. coli.

	B.18.3.3.8 Seguir lo indicado para Prueba Presuntiva
	B.18.3.3.8 Follow that indicated for the presumptive evidence

	B.18.3.3.9 Prueba Confirmativa
	B.18.3.3.9 Confirmatory test



	De cada tubo que muestre formación de gas, tomar una asada y sembrar en un número igual de tubos con medio de confirmación EC-MUG. Inocular dos tubos con caldo EC-MUG una cepa de E. coli como control positivo y K. pneumoniae como control negativo. Incubar a estos tubos con uno adicional de caldo EC-MUG sin inocular a 44,5 0,5°C en baño de agua con los tubos de las muestras durante 24 horas, observar si hay formación de gas; si la formación de gas no se observa continuar la incubación 24 horas más. Irradiar los tubos con una fuente de luz UV, observar fluorescencia y hacer la lectura. Utilizar estos resultados para calcular el número más probable (NMP) de E. coli.
	Each tube showing gas formation, take a roast and plant an equal number of tubes through EC-MUG confirmation. Broth tubes inoculate two EC-MUG a strain of E. coli and K. pneumoniae positive control and as negative control. Incubate these tubes with one additional EC-MUG broth uninoculated 0.5 to 44.5 ° C in a water bath with the sample tubes for 24 hours, observing the formation of gas there; if no gas formation is observed continue incubation 24 more hours. Irradiating the tubes with a UV light source, observe and make reading fluorescence. Use these results to calculate the most probable number (MPN) of E. coli.



	B.18.3.3.10 Alimentos
	B.18.3.3.10 Foods

	B.18.3.3.10.1 Prueba Presuntiva.
	B.18.3.3.10.1 Presumptive evidence.

	B.18.3.3.10.2 Preparar la muestra como se indica en el método Preparación y dilución de muestras de alimentos para análisis microbiológico; y de acuerdo con el tipo de producto, utilizar las diluciones apropiadas, según se indica en el procedimiento de la densidad microbiana por la técnica del número más probable.
	B.18.3.3.10.2 Prepare the sample as described in Preparation method and dilution of food samples for microbiological analysis; and according to the type of product, using appropriate dilutions, as indicated in the procedure of microbial density for most probable number technique.

	Utilizar como medio de enriquecimiento caldo lauril triptosa y continuar como anteriormente
	Use as enrichment medium lauryl tryptose broth and continue as above

	B.18.3.3.10.3 Prueba Confirmativa. Continuar como anteriormente
	B.18.3.3.10.3 Confirmatory test. Continue as above

	B.18.3.3.10.4 Prueba Confirmatoria.
	B.18.3.3.10.4 confirmatory test.

	Confirmar la presencia de Escherichia coli en por lo menos el 10% de las pruebas con resultados positivos a coliformes fecales por cultivo en placas de agar McConkey a partir de los tubos que demostraron la presencia de gas en la prueba confirmativa. Incubar las placas a 35 0,5°C durante 24 2 horas, observar las colonias típicas fermentadoras de color rojo rodeadas de un halo opaco de precipitación de sales biliares. Seleccionar 1 o más colonias aisladas y pasar a tubos de fermentación con caldo lauril triptosa, continuar como se indica anteriormente. Hacer tinción de Gram para observación de la morfología de las colonias.
	Confirm the presence of Escherichia coli in at least 10% of positive tests for fecal coliform agar plating McConkey from the tubes that showed the presence of gas in the confirmatory test. Incubate plates at 35 ° C for 24 0.5 2 hours, fermenting observe the typical red colonies surrounded by an opaque precipitation halo bile salts. Select one or more isolated colonies and spend fermentation tubes lauryl tryptose broth, continue as above. Gram stain to make observation of colony morphology.



	B.18.3.3.11 Interpretación de Resultados.
	B.18.3.3.11 Interpretation of Results.

	La formación de gas en el tubo de fermentación secundario dentro de las 48 3 horas y la demostración de bacilos Gram (-) no esporulados confirma un resultado positivo de la prueba demostrándose la presencia del grupo coliforme.
	The formation of gas in the tube of secondary fermentation within 3 hours and 48 show Gram (-) nonsporulating confirms a positive test result demonstrating the presence of coliform group.



	B.18.3.3.12 Cálculos
	B.18.3.3.12 Calculations 

	Calcular la densidad microbiana en número más probable conforme al procedimiento señalado anteriormente, para estimar la población de bacterias coliformes y bacterias coliformes fecales de acuerdo con las diluciones empleadas y expresar en NMP/g o mL para alimentos y NMP/100 mL para agua. En el caso de usar volúmenes de 20 mL de muestras de agua en 5 tubos o 10 mL de muestras de agua en 10 tubos, utilizar las siguientes tablas:
	Calculate the microbial density in the most probable number along the lines indicated above, to estimate the population of coliforms and fecal coliform bacteria according to the dilutions used and expressed in NMP / g food and NMP mL / 100 mL water. In the case of using 20 mL volumes of water samples in 5 or 10 mL tubes of water samples in tubes 10, use the following tables:


	TABLA 1. Indice del NMP con 95% de límite de confianza para varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 5 tubos con 20 mL de muestra de agua o hielo.
	TABLE 1. Index of the MPN with 95% of the limit of confidence for various combinations of positive and negative results when 5 tubes are used with 20 ml of simple of water or ice.


	No. de Tubos/ # of tubes
	
	95% de Límite de Confianza (aproximado)/  95% of limit of confidence (approximate)

	Positivos/ positives
	NMP/100 mL- MPN/100 
	Inferior/ lower
	Superior/ upper

	0
	1.1
	0
	3.0

	1
	1.1
	0.05
	6.3

	2
	2.6
	0.3
	9.6

	3
	4.6
	0.8
	14.7

	4
	8.0
	1.7
	26.4

	5
	8.0
	4.0
	Infinito


	TABLA 2. Indice del NMP con 95% de límite de confianza para varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 10 tubos con 10 mL de muestra de agua o hielo.
	TABLE 2. Index of the MPN with 95% of the limit of confidence for several combinations of positive and negative results wen 10 tubes with 10 ml of sample of water or ice are used.


	No. de Tubos  Positivos/ # of positive tubes
	NMP/100 mL – MPN/100
	95% de Límite de Confianza (aproximado) / 95% of Limit of Confidence (approximate)

	
	
	Inferior/ lower
	Superior/ Upper

	0
	1.1
	0.0
	3.0

	1
	1.1
	0.03
	5.9

	2
	2.2
	0.26
	8.1

	3
	3.6
	0.69
	10.6

	4
	5.1
	1.3
	13.4

	5
	6.9
	2.1
	16.8

	6
	9.2
	3.1
	21.1

	7
	12.0
	4.3
	27.1

	8
	16.1
	5.9
	36.8

	9
	23.0
	8.1
	59.5

	10
	23.0
	13.5
	Infinito/ infinite


	B.19 Determinación de Humedad en leche, fórmula láctea y producto lácteo combinado, sometidos a deshidratación.
	B.19 Determination of Moisture in milk, lacteal formula, and combined lacteal product, submitted to dehydration.

	B.19.1 Principio del Método.
	B.19.1 Principle of the method

	Este método se basa en la pérdida de peso debido a la evaporación del agua bajo condiciones establecidas.
	This method is based on the loss of weight due to the evaporation of water under established conditions. 

	B.19.2 Equipo.
	B.19.2 Equipment.

	B.19.2.1 Balanza analítica con sensibilidad de 0, 1 mg.
	B.19.2.1 Analytical scale with sensitivity of 0.1 mg

	B.19.2.2 Estufa eléctrica con regulador de temperatura a 100 – 102º C.
	B.19.2.2 Electric stove with temperature regulator at 100 - 102 ° C.

	B.19.3 Materiales.
	B.19.3 Materials.

	B.19.3.1 Desecador de vidrio con sílica gel con indicador de humedad u otro desecante activo.
	B.19.3.1 Glass desiccator with silica gel with humidity indicator or other active desiccant.

	B.19.3.2 Cápsulas de vidrio, acero inoxidable, níquel o aluminio de 50 a 90 mm de diámetro y de 12 a 25 mm de altura provistos de tapa que cierre herméticamente.
	B.19.3.2 Glass capsules, stainless steel, nickel or aluminum of 50 to 90 mm in diameter and 12 to 25 mm in height provided with tightly fitting lid.

	B.19.3.3 Pinzas metálicas especiales para las cápsulas.
	B.19.3.3 special metal tongs for the capsules.

	B.19.4 Procedimiento.
	B.19.4 Procedure.

	B.19.4.1 Preparación de la Muestra.
	B.19.4.1 Sample Preparation.

	B.19.4.1.1 Cuando se tome la muestra operar tan rápido como sea posible. Evitar la absorción de humedad del medio ambiente durante la preparación de la muestra. Mezclar el producto transfiriéndolo a un frasco seco y bien tapado con capacidad aproximada al doble del tamaño de la muestra. Mezclar cuidadosamente agitando e invirtiendo repetidamente.
	B.19.4.1.1 When the sample is taken operate as fast as possible. Prevent the absorption of moisture from the environment during sample preparation. Mix the product by transferring it to a dry, well covered with approximate capacity twice the size of the sample bottle. Mix gently shaking and inverting repeatedly.

	B.19.4.1.2 Sólo para muestras que presentan grumos o terrones, tamizar la muestra a través de una malla número 20 y si es necesario frotar el material a través de la malla y golpear vigorosamente.
	B.19.4.1.2 Only samples having clumps or lumps, sieving the sample through a 20 mesh screen and if necessary rub the material through the net and beat vigorously.

	B.19.4.2 Preparación de las Cápsulas.
	B.19.4.2 Preparation of capsules.

	Secar las cápsulas destapadas en una estufa controlada a 100-102ºC por una hora. Taparlas e introducirlas en un desecador y dejarlas enfriar a temperatura ambiente. Pesarlas con una precisión de 0,1 mg.
	Dry the capsules uncovered in a controlled oven for an hour 100-102. Cover them and place them in a desiccator and let cool to room temperature. Weigh to the nearest 0.1 mg.

	B.19.4.3 Secado de las Muestras.
	B.19.4.3. Drying of the samples.

	En las cápsulas previamente secadas y pesadas, pesar con exactitud y distribuir homogéneamente de 1 a 3 g de muestra. Secar en estufa (100-102ºC) durante 4 horas consecutivas, dejando las cápsulas descubiertas, pero manteniendo las tapas correspondientes identificadas cerca de ellas. Al término del periodo, cubrir las cápsulas con sus respectivas tapas e introducirlas en el desecador. Enfriar a temperatura ambiente y pesar.
	In the previously dried and weighed capsules, weigh accurately and evenly distribute 1 to 3 g of sample. Dry in the oven (100-102 ° C) for 4 hours, leaving the capsules uncovered, but maintaining the corresponding tapas identified near them. At the end of the period, covered the capsules with the caps and place them in the dryer. Cool to room temperature and weigh.

	B.19.5 Cálculos.
	B.19.5 Calculations.


[image: image8.png]%% de Humedad

x1m




	En donde:
	Where: 

	mo = masa en gramos de la cápsula y la tapa.
	m = mass in grams of the capsule and the top

	m1 = masa en gramos de la cápsula y tapa con la muestra antes de secar.
	m1 = mass in grams of the capsule and top with the sample before drying.

	m2 = masa en gramos de la cápsula y la tapa con la muestra después de secar.
	m2 = mass in grams of the capsule and the top with the sample after drying. 

	B.19.6 Expresión de Resultados.
	B.19.6 Expression of Results


	% Humedad


	% Moisture


	B.20. Determinación de Clostridium botulinum y sus Toxinas en Alimentos y Muestras Clínicas
	B.20. Determination of Clostridium botulinum and its toxins in foods and clinical samples.

	B.20.1 Fundamento
	B.20.1 Foundation

	Demostrar la presencia de toxina botulínica por inyección a ratones con extractos de alimentos o muestras clínicas y observar el efecto letal. Comprobar con el antisuero específico la neutralización de la toxina. La determinación de C botulinum se basa en el cultivo de muestras de alimentos y clínicas en condiciones de anaerobiosis en medios específicos y la subsecuente demostración de la toxina.
	Demonstrate the presence of botulinum toxin injection to mice with extracts of food or clinical samples and observing the lethal effect. Check with the specific antiserum toxin neutralization. C. botulinum determination is based on the cultivation of food and clinical samples under anaerobic conditions in specific media and subsequent demonstration of the toxin.



	20.2 Toma y manejo de muestras
	20.2 Sampling and sample handling

	B.20.2. Alimentos
	B.20.2 Foods

	Las muestras pueden tomarse de sobrantes de los alimentos sospechosos o de recipientes cerrados. Cuando están involucrados alimentos comerciales, es importante observar la etiqueta, número de lote del fabricante, o cualquier dato relevante que pueda identificar el origen de la muestra.
	Samples can be taken from the suspected leftover food or closed containers. When commercial foods are involved, it is important to note the label, the manufacturer's batch number, and any relevant information which might identify the source of the sample.

	B.20.2.2 Clínicas
	B.20.2.2 Clinics 

	Las muestras clínicas para el análisis incluyen: materia fecal, aproximadamente 10 g, contenido gástrico (ajustar aproximadamente a pH 6 con hidróxido de sodio 0,1) y suero (colectado de 20 mL de sangre ANTES DE ADMINISTRAR LA ANTITOXINA). Cuando se sospecha de botulismo infantil es importante analizar las heces. Si fuera necesario, las manchas o partes sólidas de los pañales.
	The clinical samples for analysis include: fecal matter, about 10 g, gastric contents (adjusted to approximately pH 6 with sodium hydroxide 0.1) and serum (20 mL collected blood BEFORE THE ADMINISTRATION OF ANTITOXIN). When infant botulism is suspected it is important to analyze the stool. If necessary, stains or solid parts of diapers.

	B.20.3 Envío de muestras
	B.20.3 Sending of samples

	B.20.3.1 Para un envío seguro, el interior de los empaques deben contener:
	B.20.3.1 For a safe shipment, the interior of the packages must contain: 

	(i) Un primer recipiente impermeable al agua.
	(i) a first water -impermeable container

	(ii) Un segundo recipiente impermeable al agua.
	(ii) a second water-impermeable container.

	(iii) Material absorbente (por ejemplo unicel) entre los dos contenedores, suficiente para absorber el contenido entero del primer recipiente.
	(iii) absorbent material (eg Styrofoam) between the two containers, sufficient to absorb the entire contents of the first container.

	B.20.3.2 De preferencia enviar el material en refrigeración en paquetes que contengan recipientes con gel congelado. Para una máxima preservación de la toxina el recipiente secundario debe empacarse en una caja de unicel con recipientes de gel congelado. Sin embargo, si se sospecha retraso en el envío, el material debe congelarse y empacarse con hielo seco.
	B.20.3.2 Preferably send the material under refrigeration in packages containing receptacles with frozen gel. For a maximum preservation of the toxin the secondary container should be packed in a styrofoam box with frozen gel containers. However, if a delay is suspected in shipping, the material must be frozen and packed in dry ice.



	B.20.4 Materiales, Equipo y Reactivos
	B.20.4 Materials, Equipment and Reagents

	B.20.4.1 Flujo laminar
	B.20.4.1 Laminar flow 

	B.20.4.2 Propipeta o bulbo
	B.20.4.2 Propipette or bulb

	B.20.4.3 Lentes de seguridad
	B.20.4.3 Safety glasses

	B.20.4.4 Guantes de cirujano
	B.20.4.4 Surgical gloves

	B.20.4.5 Tubos de centrífuga de 40 mL de capacidad
	B.20.4.5 40 mL capacity centrifugal tubes 

	B.20.4.6 Centrífuga refrigerada con capacidad de 15 000 x g
	B.20.4.6 Refrigerated centrifuge with a capacity of 15 000 x g

	B.20.4.7 Jeringas desechables de 19 x 15.
	B.20.4.7 19 x 15 disposable siringes.

	B.20.4.8 Filtros desechables de 0,45( m.
	B.20.4.8 Disposable filters of 0.45( m.

	B.20.4.9 Vortex
	B.20.4.9 Vortex

	B.20.4.10 Licuadora
	B.20.4.10 Blender

	B.20.4.11 Potenciómetro
	B.20.4.11 Potentiometer

	B.20.4.12 Incubadora 30º, 35ºC
	B.20.4.12 Incubator 30º, 35ºC

	B.20.4.13 Balanza
	B.20.4.13 Scale

	B.20.4.14 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
	B.20.4.14 Test tubes 13 x 100 mm

	B.20.4.15 Jeringas para tuberculina
	B.20.4.15 Tuberculin syringes

	B.20.4.16 Equipo para tinción de Gram
	B.20.4.16 Equipment for gram stain

	B.20.4.17 Ratones de preferencia hembras de 20 a 30 g cepa CFI o NIH
	B.20.4.17 Rats preferably female 20 a 30 g strain CFI or NIH

	B.20.4.18 Antisuero trivalente ABE
	B.20.4.18 ABE trivalent antisera

	B.20.4.19 Antisuero monovalente A,B,E y F
	B.20.4.19 Monovalent antisera A,B,E y F

	B.20.4.20 Tripsina al 1% p/v
	B.20.4.20 Trypsine at 1% p/v

	B.20.4.21 Tripsina al 1,4%
	B.20.4.21 Trypsine at 1.4%

	B.20.4.22 Solución reguladora de fosfatos con gelatina
	B.20.4.22 Regulator solution of phosphate with gelatin

	B.20.4.23 Solución de tetraciclina al 0,2%
	B.20.4.23 Tetracycine solution at 0.2%

	B.20.4.24 0,1 N NaOH o NaHCO3 saturado para limpiar posibles derrames.
	B.20.4.24 0.1 N NaOH or NaHCO3 saturated for cleaning possible spills

	B.20.4.25 Tripsina al 1% p/v
	B.20.4.25 Trypsine at 1% p/v

	B.20.4.26 Tripsina al 1,4%
	B.20.4.26 Trypsine at 1.4%

	B.20.4.27 Medio carne cocida (CMM)
	B.20.4.27 Cooked meat medium (CMM)

	B.20.4.28 Caldo tripticasa peptona glucosa extracto de levadura (TPGY).
	B.20.4.28 Trypticase peptone glucose yeast extract broth (TPGY).

	B.20.4.29 Caldo tripticasa peptona glucosa extracto de levadura (TPGYT) con tripsina
	B.20.4.29 Trypticase Peptone Glucose Yeast extract with Trypsine broth. (TPGYT)

	B.20.4.30 Agar aislamiento Clostridium botulinum (CBI)
	B.20.4.30 Isolation agar Clostridium botulinum (CBI)

	B.20.4.31 Agar hígado de ternera yema de huevo
	B.20.4.31 Beef liver egg yolk agar

	B.20.4.32 Agar esporulación de Eklund
	B.20.4.32 Eklund sporulation agar 

	B.20.4.33 Baño de agua (75-100ºC)
	B.20.4.33 Water bath (75-100ºC)

	B.20.4.34 Etanol al 50% o absoluto
	B.20.4.34 Ethanol at 50% or absolute

	B.20.4.35 Jarras y sistema de anaerobiosis
	B.20.4.35 Jars and anaerobic system

	B.20.5 Preparación de Medios de Cultivo
	B.20.5 Preparation of Culture Media

	B.20.5.1 Medio de la Carne cocida (CMM).
	B.20.5.1 Cooke Meat Media (CMM).

	FORMULA
	FORMULA

	Corazón de res 454 g
	Beef heart 454 g

	Proteosa peptona 20 g
	Proteose peptone 20 g

	Bactodextrosa 2 g
	Bactodextrose 2 g

	Cloruro de sodio 5 g
	Sodium chloride 5 g

	Extracto de corazón de res 1000 mL
	Beef heart extract 1000 mL

	Picar el corazón de res, sumergir en agua y calentar hasta ebullición durante 1 h. Enfriar, ajustar el pH a 7,0, y hervir 10 minutos. Filtrar a través de muselina y presionar para drenar el exceso de líquido de la carne. Guardar la carne cocida. Agregar los ingredientes al filtrado y ajustar a pH 7,0, agregar agua hasta hacer 1000 mL. Filtrar a través de papel filtro poroso. Se puede conservar el caldo y la carne en congelación por separado. Agregar el corazón cocido y picado a tubos de ensaye de 18 x 150 mm o 20 x 150 mm a una altura de 1,2 a 2,5 cm del tubo y adicionar de 10 a 12 mL del caldo. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121ºC. Si este medio se almacena por más de 12 h después de su preparación, debe calentarse a ebullición por 10 minutos y enfriar antes de su uso.
	Chop the beef heart, immerse in water and heat to boiling for 1 h. Cool, adjust pH to 7.0, and boil 10 minutes. Strain through muslin and press to drain excess fluid from the meat. Save the cooked meat. Add the ingredients to the filtrate and adjusted to pH 7.0, add water to make 1000 mL. Filter through porous filter paper. You can keep the meat broth and frozen separately. Add the heart and minced cooked test tubes 18 x 150 mm or 20 x 150 mm at a height of 1.2 to 2.5 cm of the tube and add 10 to 12 ml broth. Autoclave 15 minutes at 121. If this medium is stored for more than 12 h after preparation , it must be heated to boiling for 10 minutes and cool before use

	B.20.5.2 Caldo Tripticasa Peptona Glucosa Extracto de Levadura (TPGY).
	B.20.5.2 Trypticase Peptone Glucose Yeast extract Broth. (TPGY).

	FORMULA
	FORMULA

	Tripticasa 50 g
	Trypticase 50 g

	Peptona 5 g
	Peptone 5 g

	Glucosa 4 g
	Glucose 4 g 

	Extracto de levadura 20 g
	Yeast extract 20 g 

	Tioglicolato de sodio 1 g
	Sodium thioglycolate 1 g 

	Agua destilada 1000 mL
	Distilled water 1000 ml

	Disolver los ingredientes en agua caliente, enfriar y ajustar a pH 7,2. Distribuir en volúmenes de 21 mL en tubos de 20 x 150 mm con tapón de rosca. Esterilizar a 121±1ºC/15 min, enfriar a la temperatura ambiente y almacenar a 4ºC hasta 6 semanas. Si se almacena más de 12 h, tratarlos con calor como se indica en B.19.9.1.
	Dissolve ingredients in hot water, cooled and adjusted to pH 7.2. Distribute 21 mL volumes in tubes 20 x 150 mm screw cap. Sterilize at 121 ± 1 ° C / 15 min, cool to room temperature and stored at 4 until 6 weeks. If stored more than 12 hours, treated with heat as shown in B.19.9.1.

	B.20.5.3 Caldo Tripticasa Peptona Glucosa Extracto de Levadura adicionado con Tripsina (TPGYT).
	B.20.5.3 Trypticase Peptone Glucose Yeast extract with Trypsine (TPGYT). 

	FORMULA
	FORMULA

	Tripticasa 50 g
	Trypticase 50 g

	Peptona 5 g
	Peptone 5 g

	Glucosa 4 g
	Glucose 4 g

	Extracto de levadura 20 g
	Yeast extracxt 20 g

	Tioglicolato de sodio 1 g
	Sodium thioglycolate 1 g

	Agua destilada 1000 mL
	Distillled water 1000 mL

	Disolver los ingredientes en agua caliente, enfriar y ajustar a pH 7,2. Distribuir en volúmenes de 21 mL en tubos de 20 x 150 mm con tapón de rosca. Esterilizar a 121±1ºC/15 min, enfriar a la temperatura ambiente, y almacenar a 4ºC hasta 6 semanas. Si se almacena más de 12 h tratarlo con calor como se indica en B.20.9.1. Agregar 1,5 mL de solución de tripsina al 1,4% por cada tubo con 21 mL del medio TPGY. Mezclar muy suavemente. Este medio no se puede almacenar.
	Dissolve ingredients in hot water, cool and adjust to pH 7.2. Distribute 21 mL volumes in tubes 20 x 150 mm screw cap. Sterilize at 121 ± 1 ° C / 15 min, cool to room temperature and stored at 4 until 6 weeks. If stored more than 12 hours to thermal treatment as shown in B.20.9.1. Add 1.5 mL of 1.4% trypsin to each tube 21 ml of the medium TPGY. Mix very gently. This medium can not be stored. 

	B.20.5.4 Agar Hígado de Ternera Yema de huevo.
	B.20.5.4 

	a) Agar Hígado de ternera.
	a) Beef liver agar

	FORMULA
	FORMULA

	Infusión de hígado 50 g
	Liver infusion 50 g

	Infusión de ternera 500 g
	Beef infusion 500 g

	Proteosa peptona 20 g
	Proteose peptone 20 g

	Neopeptona 1,3 g
	Neopeptone 1.3 g

	Triptona 1,3 g
	Triptone 1.3 g

	Dextrosa 5,0 g
	Dextrose 5.0 g

	Almidón soluble 10,0 g
	Soluble starch 10.0 g

	Caseína isoeléctrica 2,0 g
	Isoelectrical casein 2.0 g

	Cloruro de sodio 5,0 g
	Sodium chloride 5.0 g

	Nitrato de sodio 2,0 g
	Sodium nitrate 2.0 g

	Gelatina 20,0 g
	Gelatin 20.0 g

	Agar 15,0 g
	Agar 15.0 g

	Agua destilada 1000 mL
	Distilled water 1000 mL

	Calentar con agitación constante hasta dilución completa. Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121ºC, pH final 7,3 ( 0,2. Agregar por cada 500 mL del medio base fundido 40 mL de la suspensión salina de yema de huevo. Mezclar y vaciar a cajas de Petri estériles de 15 x 100 mm (aproximadamente 15 – 20 mL). Secar las placas a temperatura del laboratorio por 2 días o a 35ºC por 24 horas. Verificar esterilidad de las placas. Almacenar en refrigeración.
	Heat with constant stirring until complete dilution. Autoclave for 15 minutes at 121 °C, final pH 7.3 0.2. Add per 500 mL of base medium molten salt 40 mL of egg yolk suspension. Mix and pour into sterile Petri dishes of 15 x 100 mm (about 15-20 mL). Dry the plates at laboratory temperature for 2 days or 35 ° C for 24 hours. Verify sterility of the plates. Store refrigerated.

	b) Emulsión al 50% de Yema de huevo.
	b) Emulsion at 50% of egg yolk

	Lavar los huevos con un cepillo suave y dejar escurrir. Sumergirlos por 1 hora en solución de cloruro mercúrico al 0,1%, escurrir. Sumergir en una solución de etanol al 70% y dejar durante 30 minutos, escurrir. Abrir los huevos en condiciones asépticas y descartar las claras. Colocar las yemas en un recipiente estéril y mezclar con igual volumen de solución salina fisiológica (0,85%) estéril. Guardar en refrigeración hasta su uso.
	Wash the eggs with a soft brush and allow to drain. 1 hour dip in solution of mercuric chloride 0.1%, drain. Immersed in a solution of 70% ethanol and leave for 30 minutes, drain. Open eggs aseptically and discard the clear. Place the yolks in a sterile container and mix with equal volume of sterile physiological saline (0.85 %). Keep refrigerated until use.



	B.20.5.5 Agar para Asilamiento de C. botulinum (CBI).
	B.20.5.5 C. botulinum isolation agar (CBI).



	El agar CBI es una modificación del medio agar McClung Toabe para el aislamiento selectivo y diferencial de C. botulinum, el cual puede aislarse de los cultivos toxigénicos de CMM, provenientes de muestras de heces, líquido gástrico o alimentos. El medio de agar CBI contiene: Cicloserina 250 (g/ mL, sulfametoxazol 76 (g/ mL y trimetroprim 4 (g/ mL en la base del medio agar McClung Toabe yema de huevo.
	The CBI agar is a modification of McClung Toabe agar for selective and differential isolation of C. botulinum, which can be isolated from crops toxigenic CMM, from stool specimens, gastric fluid or food. CBI agar medium containing: Cycloserine 250 ug / ml, sulfamethoxazole 76 ug / ml trimethoprim and 4 ug / ml in agar base Toabe McClung yolk. 

	Agar McClung Toabe
	McClung Toabe Agar

	FORMULA
	FORMULA

	Proteosa peptona 40 g
	Proteose peptone 40 g

	Bacto dextrosa 2 g
	Bacto dextrose 2 g

	Fosfato de sodio dibásico 5 g
	Dibasic sodium phosphate 5 g

	Fosfato de potasio monobásico 1 g
	Monobasic potassium phosphate 1 g

	Cloruro de sodio 2 g
	Sodium chloride 2 g

	Sufato de magnesio 0,1 g
	Magnesium sulfate 0,1 g

	Agar 25 g
	Agar 25 g

	Agua destilada 1000 mL
	Distilled water 1000 mL

	pH final 7,6 +0,2 a 25ºC
	Final pH 7,6 +0,2 at 25ºC

	Extracto de levadura 5 g
	Yeast extract 5 g

	Suspensión de yema de huevo 100 mL
	Suspensión of egg yolk 100 mL

	SOLUCION DE ANTIBIOTICOS
	SOLUTION OF ANTIBIOTICS

	Cicloserina 250 mg o 25 mL de una solución al 1,0%
	Cycloserine 250 mg or 25 mL of a solution at 1,0%

	Sufametoxasol 76 mg o 4 mL de una solución al 1,9%
	Sufametoxasol 76 mg or 4 mL of a solution at 1,9%

	Disolver el sulfametoxazol en solución 2 N de NaOH.
	Dissolve the sulphametoxazol in solution 2 N of NaOH.

	Lactato de Trimetroprim 4 mg o 4 mL de una solución al 0,1% por cada 100 mL de medio base
	Trimetroprim lactate 4 mg or 4 mL of a solution at 0,1% for each 100 mL of base medium

	Esterilizar por filtración.
	Sterilize by filtration.

	Preparación:
	Preparation:

	Agregar el extracto de levadura y los ingredientes del agar McClug Toabe a un matraz de 2 L con 900 mL de agua destilada, mezclar y calentar hasta disolución. Ajustar a pH 7,5. Esterilizar 15 minutos a 121ºC en autoclave. Enfriar a 55ºC en baño de agua y en condiciones asépticas agregar 100 mL de la suspensión al 50% de yema de huevo. Agregar los volúmenes necesarios para conservar la concentración de antibióticos por litro de medio base. Mezclar y distribuir en cajas de Petri estériles de 15 x 100 mm aproximadamente 15-20 mL por placa. Dejar solidificar y colocar en bolsas de plástico. Guardar en refrigeración hasta su uso. Estas placas pueden almacenarse hasta 1 mes aproximadamente.
	Add yeast extract and ingredients of the Toabe McClug agar a 2L flask with 900 mL of distilled water, mix and heat until dissolved. Adjusted to pH 7.5. Sterilize 15 minutes at 121 ° C in autoclave. Cool to 55 ° C in water bath and aseptically add 100 mL of 50% slurry of egg yolk. Add the volumes needed to keep the concentration of antibiotic per liter of the base medium. Mixing and dispensing sterile Petri dishes of 15 x 100 mm approximately 15-20 mL per plate. Allow to set and place in plastic bags. Keep refrigerated until use. These plates may be stored up to about 1 month.

	B.20.5.6 Agar para Esporulación de Eklund.
	B.20.5.6 Eklund sporulation agar.

	FORMULA
	FORMULA

	Tripticasa 4 g
	Trypticase 4 g

	Peptona 1 g
	Peptone 1 g

	Glucosa 0,1 g
	Glucose 0,1 g

	Extracto de levadura 1 g
	Yeast extract 1 g

	Agar 4 g
	Agar 4 g

	Agua destilada 200 mL
	Distilled water 200 mL

	Disolver los ingredientes en agua caliente, excepto el agar, ajustar a pH 7,8, agregar el agar. Esterilizar a 121±1ºC/15 min. y enfriar a 50ºC. Agregar 2 mL de solución al 10% de clorhidrato de cisteína, esterilizada por filtración; 12 mL de emulsión de yema de huevo y 2 mL de sangre citratada de bovino o borrego. Preparar las placas. Este medio es particularmente adecuado para la esporulación de C. botulinum del grupo II.
	Dissolve ingredients in hot water, except the agar, pH adjusted to 7.8, the agar added. Sterilize at 121 ± 1 ° C / 15 minutes and cool to 50C. Add 2 mL of 10% solution of cysteine ​​hydrochloride, filter sterilized; 12 mL of egg yolk emulsion and 2 mL of citrated bovine blood or sheep. Preparing the plates. This medium is particularly suitable for sporulation of C. botulinum Group II.



	B.20.6 Diluyentes y Reactivos
	B.20.6 Diluents and reagents

	B.20.6.1 Solución Amortiguadora de Fosfatos con Gelatina
	B.20.6.1 Phosphate Buffer Solution Gelatin

	FORMULA
	FORMULA

	Gelatina 2 g
	Gelatin 2 g

	Na2HPO4 4 g
	Na2HPO4 4 g

	Agua destilada 1000 mL
	Distilled water 1000 mL

	Ajustar a pH 6,2 con solución de ácido clorhídrico 4N. Distribuir en frascos con tapón de rosca, esterilizar por vapor, enfriar a la temperatura ambiente y almacenar a 4ºC.
	Adjust to pH 6.2 with 4N hydrochloric acid solution. Distribute in bottles with screw cap, steam-sterilized, cooled to room temperature and stored at 4 ° C.

	B.20.6.2 Solución de Tetraciclina al 0,2%.
	B.20.6.2 Tetracycline solution 0.2%

	Disolver 50 mg en 25 mL del diluyente fosfato de gelatina, mantener a 4ºC hasta 4 días. Si se requiere almacenar por más tiempo, congelar en pequeñas porciones. Evitar la recongelación.
	Dissolve 50 mg in 25 mL of gelatin phosphate diluent, keep at 4 until 4 days. If required longer storage, freeze in small portions. Avoid refreezing.

	B.20.6.3 Solución de Tripsina (1:250).
	B.20.6.3 Trypsine solution (1:250).

	a) Solución al 1%
	a) Solution at 1%

	Disolver 200 mg en 20 mL de agua destilada. No almacenar.
	Dissolve 200 mg in 20 mL of distilled water. Do not store.

	b) Solución al 1,4%.
	b) Solution at 1.4%.

	Disolver 280 mg en 20 mL del diluyente fosfato de gelatina, filtrar a través de membrana de 0,45 ( m. Usar vacío para obtener efecto parcial de deareación del filtrado.
	Dissolve 280 mg in 20 mL of phosphate diluent gelatin, filter through 0.45 m. Use vacuum to obtain partial filtering effect deaeration.

	B.20.6.4 Antisueros
	B.20.6.4 Antisera

	A, B, E; A, B; A, B, E, C*, D*, F.
	A, B, E; A, B; A, B, E, C*, D*, F.

	Investigación de sospecha de botulismo en animales.
	Investigation of suspicion of botulism in animals.

	B.20.7 Procedimiento
	B.20.7 Procedure

	B.20.7.1 Examen Microscópico de los Alimentos Sospechosos
	B.20.7.1 Microscopic examination of the Suspicious Foods

	Este examen no es esencial para la detección de C. botulinum, pero facilita la selección de los alimentos sospechosos para el análisis. Preparar frotis directos y hacer tinción de Gram. Si el alimento contiene exceso de grasa, sumergir los portaobjetos fijados al calor por 1-2 minutos en xilol antes de teñir.
	This test is not essential for the detection of C. botulinum, but facilitates the selection of the suspected food for analysis. Prepare direct smears and Gram stain. If the food contains too much fat, immerse heat fixed slides in xylene for 1-2 minutes before dyeing.

	B.20.7.2 Preparación del Material para el Análisis de las Toxinas.
	B.20.7.2 Preparation of the Material for the Analysis of the Toxins.

	B.20.7.2.1 Alimentos Líquidos:
	B.20.7.2.1 Liquid foods:

	Centrifugar aproximadamente 20 mL a 15000 x g durante 20 minutos. Decantar cuidadosamente el sobrenadante o extraer con una jeringa desechable de 19 x 25 mm. Cubrir el tubo y conservar a 4ºC para hacer el cultivo del sedimento posteriormente. Repetir la centrifugación, si el sobrenadante aún no está claro. Esterilizar el sobrenadante por filtración a través de la membrana de 0,45 (m adaptada a una jeringa desechable. Ocasionalmente puede requerirse una prefiltración durante el proceso de filtración. El propósito de la esterilización es prevenir una infección y a su vez una muerte inespecífica de los ratones inoculados.
	Centrifuge approximately 20 mL at 15000 x g for 20 minutes. Carefully decant the supernatant or extract with a disposable syringe of 19 x 25 mm. Cover the tube and keep at 4 ° C to sediment culture later. Repeat centrifugation if the supernatant is not yet clear. Sterilize the supernatant by filtration through 0.45 (m membrane adapted to a disposable syringe. Occasionally it may require pre-filtration during the filtration process. The purpose of sterilization is to prevent infection and also a nonspecific death of inoculated mice. 


	B.20.7.2.2 Alimentos Semilíquidos:
	B.20.7.2.2 Semiliquid foods:

	Colocar 10-15 g en tubos de centrífuga de 40 mL, agregar igual volumen de solución reguladora de fosfatos con gelatina y homogenizar en vortex.
	Place 10-15g in centrifuge tubes 40 mL, add equal volume of phosphate buffer with gelatin and homogenize in vortex.

	Centrifugar y proceder como en B.20.7.2.1.
	Centrifuge and proceed as in B.20.7.2.1.

	B.20.7.2.3 Alimentos Sólidos:
	B.20.7.2.3 Solid Foods:

	Colocar 10-20 g en un vaso de licuadora o mortero. Agregar suficiente solución reguladora de fosfatos con gelatina para obtener cuando menos 10 mL de sobrenadante después de la centrifugación. La dilución del alimento deberá estar entre 1:1 a 1:3. Licuar a velocidad alta por 1-2 minutos. Los vasos de licuadora deberán cerrarse herméticamente para prevenir la formación de aerosoles. Centrifugar y proceder como en B.20.7.2.1, B.20.7.2.2 y B.20.7.2.3.
	Place 10 to 20 g in a glass blender or mortar. Add sufficient phosphate buffer with gelatin for at least 10 mL of supernatant after centrifugation. Food dilution should be between 1:1 to 1:3. Blend at high speed for 1-2 minutes. Blender vessels should be sealed to prevent the formation of aerosols. Centrifuge and proceed as in B.20.7.2.1, B.20.7.2.2 and B.20.7.2.3.

	B.20.7.2.4 Alimentos Enlatados:
	B.20.7.2.4 Canned Foods: 

	Lavar y secar la superficie de la lata. Cubrir la tapa con etanol al 96%, dejar por 2 minutos; decantar y flamear el alcohol residual. Colocar la lata en una bolsa de plástico para prevenir la dispersión de aerosoles  y abrir con un abrelatas estéril. Proceder como en B.20.7.2.1, B.20.7.2.2 y B.20.7.2.3.
	Wash and dry the surface of the can. Cover the top with 96% ethanol, leave for 2 minutes; decant and flaming residual alcohol. Place the can in a plastic bag to prevent the spread of aerosols and opened with a sterile opener. Proceed as B.20.7.2.1, B.20.7.2.2 and B.20.7.2.3.

	B.20.7.2.5 Suero
	B.20.7.2.5 Serum 

	Idealmente debe obtenerse 10 mL de suero. El suero usado sirve sólo antes del tratamiento con el antisuero. Si está turbio, centrifugar a 15,000 x g durante 20 minutos, decantar el sobrenadante.
	Ideally 10 mL serum should be obtained. The serum used serves only before treatment with the antiserum. If it is cloudy, centrifuge at 15,000 x g for 20 minutes, decanting the supernatant.

	B.20.7.2.6 Heces
	B.20.7.2.6 Feces.

	Colocar 10 g en un tubo de centrífuga de 40 mL de capacidad, agregar suficiente cantidad de solución reguladora de fosfatos con gelatina para obtener al menos 10 mL de sobrenadante después de la centrifugación. Mezclar en vortex durante 2-3 minutos. Conservar la mezcla a 4ºC por 2 h. Homogeneizar en vortex. Centrifugar y proceder como en B.20.7.2.7. La muestras líquidas, enemas y el contenido intestinal se pueden centrifugar directamente con poco o sin la adición de la solución reguladora de fosfatos con gelatina.
	Place 10 g in a centrifuge tube of 40 ml capacity, add sufficient amount of phosphate buffer with gelatin for at least 10 mL of supernatant after centrifugation. Mix in vortex for 2-3 minutes. Keep the mixture at 4 ° C for 2 h. Homogenized in vortex. Centrifuge and proceed as in B.20.7.2.7.La liquid samples, enemas and intestinal contents can be centrifuged directly with little or without the addition of phosphate buffer with gelatin.

	Ocasionalmente, los sobrenadantes de muestras clínicas no se pueden filtrar, en estos casos, agregar 1 mL de una solución al 0,2% de tetraciclina por cada 9 mL del sobrenadante.
	Occasionally, supernatants from clinical samples can not be filtered, in these cases, add 1 mL of a 0.2% solution of tetracycline per 9 mL of supernatant.



	B.20.7.2.8 Contenido Gástrico
	B.20.7.2.8 Gastric Contents

	Medir el pH y ajustar, si es necesario, a 5,5-6,5 con una solución 1N de NaOH. Evitar que el valor de pH sea mayor a 7,0. Centrifugar y proceder como en B.20.7.2.1.
	Measure the pH and adjust, if necessary, to 5.5-6.5 with 1N NaOH solution. Prevent the pH is greater than 7.0. Centrifuge and proceed as in B.20.7.2.1.

	B.20.7.2.9 Otras Muestras Clínicas.
	B.20.7.2.9 Other Clinical Samples.

	Tratar las muestras semilíquidas y sólidas como en B.20.7.2.2 y B.20.7.2.3
	Treat and semi-solid samples as in B.20.7.2.2 and B.20.7.2.3

	B.20.8 Análisis de las toxinas
	B.20.8 Analysis of toxins

	B.20.8.1 Procedimiento General (se aplica cuando no se sospecha de alguna toxina en particular).
	B.20.8.1 Procedure General (applies when there is suspicion of a toxin in particular).

	B.20.8.1.1 Si se dispone de suficiente material, distribuir el filtrado en volúmenes de 1,2 mL dentro de 6 tubos de ensaye de 13 x 100 mm, marcados del 1-6. A los tubos marcados 2-5, agregar 0,12 mL de los siguientes antisueros: monovalente A, B o E y trivalente ABE. Mezclar en vortex y dejar reposar a temperatura ambiente por 45 minutos.
	B.20.8.1.1 If you have enough material to distribute the filter in 1.2 mL volumes within 6 test tubes 13 x 100 mm, marked 1-6. A labeled tubes 2-5, add 0.12 mL of the following antisera: monovalent A, B or E and ABE trivalent. Mix in vortex and let stand at room temperature for 45 minutes.



	B.20.8.1.2 Al tubo 6, agregar 0,12 mL de una solución de tripsina al 1%. Incubar a 35ºC por 60 minutos. El tubo 1 no se adiciona. Ver tabla No. 2.
	B.20.8.1.2 To tube 6, add 0.12 mL of a solution of 1% trypsin. Incubate at 35 ° C for 60 minutes. The tube 1 is not added. See table # 2.

	B.20.8.1.3 Si el volumen de material es insuficiente para completar la prueba, se puede omitir el tubo  No. 6.
	B.20.8.1.3 If the volume of material is insufficient to complete the test, you can omit the tube No. 6.



	B.20.8.1.4 Inyectar dos ratones (20-30 g) intraperitonealmente por tubo, con los volúmenes siguientes: 0,5 mL del tubo 1,0 y 0,55 mL de los tubos 2-6. Observar a los ratones por 72 h. Los síntomas típicos de botulismo son: pelo erizado, estrechamiento de cintura, dificultad para respirar, parálisis de los miembros posteriores y parálisis general antes de la muerte. Si estos síntomas se presentan después de 72 h, observar a los animales por otras 24 h hasta completar un total de 4 días.
	Inject B.20.8.1.4 two mice (20-30 g) intraperitoneally tube, with the following volumes: 0.5 mL tube and 1.0 mL of 0.55 tubes 2-6. Observe the mice for 72 h. Typical symptoms of botulism are bristling, waist tightening, difficulty breathing, paralysis of hind limbs and general paralysis before death. If these symptoms occur after 72 h, observe the animals for another 24 h until a total of four days.



	B.20.8.1.5 Si mueren 1 o 2 ratones repetir la inyección. Una muestra se considera positiva para la toxina si 2/2 o > o = 2/4 ratones mueren, si se presenta la muerte de los animales dentro de las 2 primeras horas se pueden considerar que son debidas a otras causas diferentes a toxina botulínica.
	B.20.8.1.5 If one or two mice die repeat injection. A sample is considered positive for the toxin if 2/2 or > or = 2/4 mice die, if the death of the animals within the first 2 hours is presented can be considered to be due to causes other than botulinum toxin.

a) the presence of toxins unrelated especially when atypical symptoms occur;

b) Insufficient antiserum in the presence of high levels of toxin (if difficult clinical samples and in most toxic foods; or

	B.20.8.1.6 Si solamente mueren los ratones inoculados con las muestras tratadas con tripsina, indica la presencia de toxina de grupo II y continuar como se indica en el punto B.20.8.3.
	B.20.8.1.6 If only mice inoculated die with trypsinized samples indicates the presence of Group II toxin and continue as described in point B.20.8.3.



	B.20.8.1.7 Si no se neutralizara la toxina con los antisueros A, B y E, indicaj:
	B.20.8.1.7 If the toxin is not neutralized with the antisera A, B and,  it indicates:



	a) la presencia de toxinas no relacionadas en especial cuando se presentan síntomas atípicos;
	a) the presence of unrelated toxins especially when atypical symptoms occur;

	b) Cantidad insuficiente de antisuero en presencia de altos niveles de toxina (difícil en caso de muestras clínicas y en la mayoría de los alimentos tóxicos; o
	b) Insufficient antiserum in the presence of high levels of toxin (if difficult clinical samples and in most toxic foods; or

	c) incluido un serotipo no común. Si la muestra probada produce síntomas típicos de botulismo y sin embargo no es neutralizada con los antisueros, proceder de la forma siguiente:
	c) included in an uncommon serotype. If the tested sample produced typical symptoms of botulism and yet is not neutralized with antisera, proceed as follows:



	i) En casos de muy alta toxicidad, diluir la muestra 1:10 con solución amortiguadora de fosfatos gelatina y repetir la prueba de neutralización.
	i) In cases of very high toxicity, dilute the sample 1:10 with gelatin phosphate buffer and repeat the neutralization test.

	ii) Incluir el antisuero F en la prueba de neutralización.
	ii) Include F antiserum in the neutralization test.


	B.20.8.2 Muestras Sospechosas de contener Toxina Grupo V (A o B).
	B.20.8.2 Samples suspected of containing toxin Group V (A or B).

	Proceder como se indica anteriormente omitiendo el tubo No. 6.
	Proceed as above omitting the tube No. 6.



	B.20.8.3 Muestras Sospechosas de contener Toxina Grupo II (B o E).
	B.20.8.3 Samples suspected of containing toxin Group II (B or E).

	Distribuir en cada uno de los tubos marcados del 1 al 4, 1,2 mil del filtrado. A cada tubo agregar 0,12 mL de una solución de tripsina al 1%, incubar a 35ºC por 60 minutos. A los tubos marcados del 2 al 4 agregar 0,12 mL de uno de los siguientes antisueros monovalente B o E y trivalente A, B y E. Mezclar y continuar como se indica anteriormente Inyectar 0,5 mL del tubo No. 1 y 0,6 mL de los tubos 2 al 4.
	Dispense into each of the tubes labeled 1 through 4, 1.2 mL of the filtrate. To each tube add 0.12 mL of a solution of 1% trypsin, incubated at 35 ° C for 60 minutes. A the marked tubes 2 through 4 add 0.12 mL of one of the following antisera monovalent and trivalent E B or A, B and E. Mix and continue as above Inject 0.5 mL tube No. 1 and 0 , 6 mL of the tubes 2 to 4.



	Si no hubiese material disponible suficiente, omitir los tubos con los antisueros monovalentes B y E.
	If there is not enough material available, omit the tubes with monovalent antisera B and E.

	B.20.8.4 Determinación de la Dosis Letal en ratón (DLR)
	B.20.8.4 Determination of the mouse Lethal Dose (DLR)

	Si se quiere titular la toxina, hacer diluciones decimales de los sobrenadantes tratados, y no tratados con tripsina, generalmente se hacen hasta 1:1000 dependiendo del nivel de toxina esperado, pero nunca excediendo 1:10000. Inyectar 2 ratones por dilución. La recíproca de la dilución más alta que causa la muerte multiplicada por 2, es la DLR. Ejemplo: si la muerte ocurre a una dilución de 1:100 pero no de 1:1000, el nivel de toxina es de 200 a 2000 DLR por mL.
	If it is desired to identify the toxin, make decimal dilutions of treated and untreated supernatants with trypsin, generally made up to 1: 1000 depending on the expected level of toxin, but never exceeding 1: 10,000. Inject 2 mice per dilution. The reciprocal of the highest dilution that causes multiplied by 2 is the DLR death. Example: if death occurs at a dilution of 1: 100 but not of 1: 1000, level of toxin is DLR 200 to 2000 mL.

	B.20.9 Identificación de Clostridium botulinum.
	B.20.9 Identification of Clostridium botulinum

	B.20.9.1 Quitar el exceso de aire disuelto en los tubos preparados con medio caldo carne cocida (CMM) y caldo glucosa peptona tripticasa extracto de levadura (TPGY), mediante calentamiento en baño de agua a ebullición por 10 minutos y enfriar antes de usarlos. Asegurarse de que las tapas de los tubos estén flojas al hacer este proceso.
	B.20.9.1 Remove excess air dissolved in the tubes prepared with cooked meat broth medium (CMM) glucose broth and trypticase peptone yeast extract (TPGY), by heating in boiling water bath for 10 minutes and cool before use. Ensure that the tube lids are loose when doing this process.

	B.20.9.2 Agregar a los tubos de TPGY 1,5 mL de una solución de tripsina al 1,4% y mezclar suavemente y marcar con una T (TPGYT). A los tubos de CMM marcarlos con 1 y 2; y 3 y 4 a los tubos con TPGYT. Ver tabla No. 3.
	B.20.9.2 Add to TPGY tubes 1.5 mL of a solution of 1.4% trypsin and mix gently and mark with a T (TPGYT). A mark CMM tubes 1 and 2; 3 and 4 and tubes with TPGYT. See Table # 3.



	B.20.9.3 Cualquier tipo de muestra incluyendo los sedimentos, pueden servir como inóculo; éstos además tienen la ventaja de que no contienen inhibidores potenciales, los cuales se han eliminado junto con el sobrenadante, de aquí que los sedimentos pueden contener grandes cantidades de microorganismos por unidad de volumen.
	B.20.9.3 Any type of sample including sediments can serve as inoculum; they also have the advantage that they contain potential inhibitors which are removed together with the supernatant, the sediment here may contain large amounts of microorganisms per unit volume.



	B.20.9.4 Colocar aproximadamente 1 g de inóculo a cada uno de los tubos 1 a 3, calentar el tubo No. 2 en baño de agua a 75ºC por 20 minutos para seleccionar esporas resistentes al calor.
	B.20.9.4 Place approximately 1 g inoculum to each of the tubes 1 to 3, heating the tube # 2 in water bath at 75 ° C for 20 minutes to select heat-resistant spores.



	B.20.9.5 Para seleccionar esporas sensibles o resistentes al calor, suspender aproximadamente 1 g del inóculo en un volumen de 10 a 20 mL de solución de etanol al 50%, o mezclar el inóculo, cuando la muestra es líquida 1:1 con etanol absoluto o de 96%. Mantener las suspensiones o mezclas a temperatura ambiente por 60 minutos, centrifugar a 14000 x g durante 15 minutos, y pasar el sedimento al tubo No. 4.
	B.20.9.5 To select sensitive or heat-resistant spores, suspend about 1 g of the inoculum in a volume of 10 to 20 mL of 50% ethanol, or mixed inoculum, when the liquid sample is 1: 1 with absolute ethanol or 96%. Keep suspensions or mixtures at room temperature for 60 minutes, centrifuged at 14,000 xg for 15 minutes, and passing the sediment tube # 4.



	B.20.9.6 Incubar los tubos a 35ºC por 24 horas y a 30ºC por 4 días. Centrifugar aproximadamente 10 mL de cultivo a 15000 x g durante 20 minutos. Esterilizar el sobrenadante por filtración a través de membranas de 0,45 ( m, con ayuda de una jeringa desechable. Diluir el filtrado 1:5 con solución amortiguadora de fosfatos con gelatina. Continuar como se indica en B.20.6.1 para el ensayo de toxina pero omitiendo el tubo No. 6.
	B.20.9.6 Incubate the tubes at 35 ° C for 24 hours and at 30 ° C for 4 days. Centrifuge approximately 10 mL of culture at 15,000 x g for 20 minutes. Sterilizing the supernatant by filtration through membranes  0.45 m, using a disposable syringe. Dilute the filtrate 1: 5 with phosphate buffer solution with gelatin. Continue as indicated in B.20.6.1 for omitting toxin test tube # 6.

	B.20.9.7 Si fuera necesario neutralizar con antisuero tipo F, el cual es relativamente débil, determinar la toxicidad y diluir con solución amortiguadora de fosfatos de gelatina el sobrenadante a aproximadamente 10 DLR/mL. Mezclar volúmenes de 1,25 mL con 0,25 mL de antisuero F. Inyectar 0,5 mL sin antisuero y 0,6 mL con antisuero.
	B.20.9.7 If necessary neutralize antiserum type F, which is relatively weak, to determine toxicity and diluted with phosphate buffer solution to the supernatant gelatin approximately 10 DLR / mL. Mix volumes with 0.25 mL 1.25 mL of antiserum F. Inject 0.5 mL and 0.6 mL antiserum without antiserum.



	B.20.10 Aislamiento de Clostridium botulinum a partir de Cultivos Toxigénicos.
	B.20.10 Isolation of Clostridium botulinum from toxigenic cultures.

	B.20.10.1 El aislamiento de cepas productoras de botulismo, se facilita si se dan todas las condiciones para la producción de toxina. Si los cultivos de los tubos Nos. 2 o 4 son toxigénicos, uno de éstos debe seleccionarse. Sembrar directamente en agar hígado de ternera yema de huevo o en agar para el aislamiento de Clostridium botulinum (CBI), en estos medios no se ha observado un enmascaramiento por microflora atípica. En el caso de que predominara flora atípica combinada con la presencia de algunas esporas de C. botulinum, el inóculo debe hacerse previo tratamiento con etanol. En el caso de ausencia de esporas, reincubar los tubos de enriquecimiento o pasar al medio de esporulación (Eklund).
	B.20.10.1 Isolation of strains producing botulism, is facilitated if all conditions for toxin production are given. If crops tubes Nos. 2 or 4 are toxigenic, one of these must be selected. Sow liver agar veal or egg yolk agar for isolation of Clostridium botulinum (CBI), in these media it is not observed by atypical masking microflora. In the event that predominate atypical plant combined with the presence of some C. botulinum spores, the inoculum should be pretreated with ethanol. In the absence of spores reincubate enrichment tubes or go to sporulation medium (Eklund).



	B.20.10.2 Aislamiento de C. botulinum de Cultivos con Presencia Moderada de Microorganismos Atípicos.
	B.20.10.2 Isolation of C. botulinum Crop with moderate presence of atypical organisms.



	B.20.10.2.1 Hacer una tinción de Gram de los cultivos tóxicos. Si los cultivos 2 y 4 son tóxicos, pueden excluirse los tubos 1 y 3. Seleccionar los cultivos sobre las siguientes bases:
	B.20.10.2.1 Make a Gram stain of toxic crops. If crops 2 and 4 are toxic, they can be excluded tubes 1 and 3. Select the crop on the following basis:

	i) Bacilos gram positivos atípicos.
	i) atypical gram positive bacilli.

	ii) Número de bacilos gram positivos con esporas. Si en la tinción se observa un mínimo de 10% de bacilos gram positivos, inocular una asada en agar hígado de ternera-yema de huevo y en agar CBI. Incubar en anaerobiosis a 30ºC por 48 horas.
	ii) Number of gram positive bacilli with spores. If staining in at least 10% of gram-positive bacilli seen inoculate a roast beef liver agar-egg yolk agar and CBI. Incubate at 30 in anaerobiosis for 48 hours.



	NOTA: Es importante tomar en cuenta que cultivos viejos de C. botulinum pueden aparecer como Gram negativos.
	NOTE: It is important to note that old cultures of C. botulinum may appear as Gram negative.



	B.20.10.2.2 Seleccionar 5 colonias bien aisladas sobre el agar hígado de ternera yema de huevo que presenten un halo opaco indicativo de lipolisis y pasarlas a caldo TPGY. Seleccionar otras 5 colonias del medio agar para el aislamiento de C. botulinum rodeadas de un halo opaco con brillo aperlado y pasar a caldo TPGY. Incubar a 30ºC durante 5 días. Hacer pruebas para determinar las toxinas como se indica en B.4.6, inocular por duplicado los cultivos toxigénicos en agar hígado de ternera yema de huevo, incubar una placa en anaerobiosis y otra en aerobiosis para asegurar pureza. Nota: Es necesario inocular un gran número de colonias, debido a que C. botulinum puede enmascararse por otros clostridia que presentan características coloniales similares.
	B.20.10.2.2 Pick 5 well-isolated colonies on agar liver beef egg yolk submit an opaque halo indicative of lipolysis and pass TPGY broth. Select another 5 colonies of agar medium for the isolation of C. botulinum surrounded by an opaque halo with pearly shine and pass TPGY broth. Incubate at 30 for 5 days. Testing to determine toxins as described in B.4.6 inoculate duplicate agar cultures toxigenic yolk liver calf plate incubated anaerobically and aerobically other to ensure purity. Note: It is necessary to inoculate large numbers of colonies, because C. botulinum can be masked by other clostridia having similar colonial characteristics.

Isolation of C. botulinum.



	B.20.10.3 Aislamiento de C. botulinum de Cultivos con Grandes Cantidades de Microorganismos Atípicos.
	B.20.10.3 Isolation of C. botulinum cultures with large amounts of atypical microorganisms .

	B.20.10.3.1 Si en la tinción de Gram se observan bacilos gram positivos con esporas, mezclar 2 mL del cultivo, con 2 mL de etanol al 96%, y dejar a temperatura ambiente por 60 minutos. Inocular una asada en agar hígado de ternera yema de huevo y en agar aislamiento de C. botulinum, y continuar como se indica  en B.20.10.1
	B.20.10.3.1 If in the Gram stain, Gram positive spores are observed, mix 2 mL of the culture, 2 ml of 96% ethanol and leave at room temperature for 60 minutes. It agar inoculate a baked egg yolk liver and beef agar isolation of C. botulinum, and continue as described in B.20.10.1

	B.20.10.3.2 Si no se presenta esporulación en el medio de enriquecimiento, reincubar por otra semana a 30ºC o extender 0,1 mL del cultivo en agar de esporulación de Eklund, e incubar las placas en anaerobiosis a 30ºC hasta que las esporas estén presentes en cantidades significativas (generalmente se requieren de 5 a 10 días. Suspender una asada del cultivo en aproximadamente 2 mL de etanol al 50%, dejar a temperatura ambiente por 60 minutos, e inocular en agar hígado de ternera yema de huevo y en agar CBI. Continuar como se indica en B.20.10.1.
	B.20.10.3.2 If sporulation is not presented in the enrichment medium, reincubate for one week at 30 ° C or extend 0.1 mL of sporulation agar culture Eklund , and incubate plates anaerobically at 30 until the spores are present in significant amounts (generally it requires 5 to 10 days. Suspend a crop roasted in about 2 mL of 50% ethanol, left at room temperature for 60 minutes, and inoculate agar beef liver egg yolk agar and CBI. Continue as shown in B.20.10.1.



	TABLA No. 1 ALGUNAS CARACTERISTICAS DE C. BOTULINUM GRUPOS I Y II
	TABLE No. 1 SOME CHARACTERISTICS OF C. BOTULINUM GROUPS I AND II


	GRUPO CRECIMIENTO POR ABAJO DE 10ºC
	TEMPERATURA PARA CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE TOXINA
	
	
	
	

	I
	A,B, Fb
	+
	+
	-
	30 - 37ºC

	II
	Bc,E,F b 
	+
	-
	+
	26 - 30ºC


	GROUP GROWTH BELOW 10ºC
	TEMPERATURE FOR GROWTH AND PRODUCTION OF TOXIN
	
	
	
	

	I
	A,B, Fb
	+
	+
	-
	30 - 37ºC

	II
	Bc,E,F b 
	+
	-
	+
	26 - 30ºC


	* Algunas cepas de los tipos A y B pueden presentar subtipos A-B, A-F. B-A. B-F, cada una produce una toxina en mayor cantidad (representada por la primera letra del subtipo).
	* Some strains of types A and B may have subtypes AB, AF. B -A. BF, each produces a toxin in greater numbers (represented by the first letter of subtype).
c not common in North America



	b No común
	b Not common

	c No común en Norteamérica
	c not common in North America

	TABLA No. 2 PRUEBA DE NEUTRALIZACION Y TOXICIDAD EN RATON
	TABLE # 2 neutralization and mouse TOXICITY test


	TUBO No.
	Volumen de muestra (mL)
	Antisuero
	Volumen del Antisuero ( mL)
	Volumen iunoculado  ( mL)

	1
	1,2
	-
	-
	0,5

	2
	1,2
	AntiA
	0,12
	0,55

	3
	1,2
	AntiB
	0,12
	0,55

	4
	1,2
	AntiE
	0,12
	0,55

	5
	1,2
	Anti A,B,E
	0,12
	0,55

	6
	1,2
	Tripsina
	0,12
	0,55


	TUBE No.
	Volume of sample (mL)
	Antiserum
	Volumen of antiserum ( mL)
	Volume involved  ( mL)

	1
	1.2
	-
	-
	0.5

	2
	1.2
	AntiA
	0.12
	0.55

	3
	1.2
	AntiB
	0.12
	0.55

	4
	1.2
	AntiE
	0.12
	0.55

	5
	1.2
	Anti A.B.E
	0.12
	0.55

	6
	1.2
	Trypsin
	0.12
	0.55


TABLA No 3 ENRIQUECIMIENTO – TABLE NUMBER 3 ENRICHMENT
	TUBO No.
	MEDIO
	TRATAMIENTO

	1
	CMM
	NINGUNO

	2
	CMM
	CALOR

	3
	TPGYT
	NINGUNO

	4
	TPGYT
	ALCOHOL


TABLA No 3 ENRIQUECIMIENTO – TABLE NUMBER 3 ENRICHMENT

	TUBE No.
	MEDIUM
	TREATMENT

	1
	CMM
	NONE

	2
	CMM
	HEAT

	3
	TPGYT
	NONE

	4
	TPGYT
	ALCOHOL


	B.21. Determinación de Acidez en Cremas y Productos Lácteos Fermentados y Acidificados
	B.21. Determination of Acidity in Creams and Fermented and Acidified Lacteal Products.

	B.21.1 Principio del Método.
	B.21.1 Principle of the Method.

	La acidez se mide con base a una titulación alcalimétrica con NaOH 0.1 N utilizando fenolftaleína como indicador.
	The acidity is measured based on an alkalimetric origin NaOH 0.1 N using phenolphthalein as an indicator.

	B.21.2 Equipo.
	B.21.2 Equipment.

	B.21.2.1 Potenciómetro (opcional)
	B.21.2.1 Potentiometer (optional)

	B.21.2.2 Balanza analítica con una precisión de 0,1 mg.
	B.21.2.2 Analytical Scale with a precision of 0.1 mg.

	B.21.2.3 Agitador magnético
	B.21.2.3 Magnetic agitator

	B.21.3 Materiales.
	B.21.3 Materials.

	B.21.3.1 Probeta graduada de 100 mL.
	B.21.3.1 Graduated probe 100 mL.

	B.21.3.2 Pipeta volumétrica de 9 mL (estándar para crema).
	B.21.3.2 Volumetric pipete 9 mL (standard for cream).

	B.21.3.3 Matraz Erlenmeyer de 125 mL
	B.21.3.3 Erlenmeyer flask of 125 mL

	B.21.3.4 Bureta de 25 o 50 mL graduada en 0.1 mL.
	B.21.3.4 Burette of 25 or 50 mL graduated in 0.1 mL.

	B.21.3.5 Barra magnética (opcional).
	B.21.3.5 Magnetic bar (optional).

	B.21.4 Reactivos.
	B.21.4 Reagents

	Todos los reactivos deben ser grado analítico a menos que se indique otra especificación y por agua se entiende agua destilada recientemente hervida.
	All reagents must be of analytical grade unless otherwise stated specification freshly boiled water and distilled water is understood.

	B.21.4.1 Solución de hidróxido de sodio (NaOH) 0.1 N valorada.
	B.21.4.1 Sodium hydroxide solution (NaOH) 0.1 N valued.

	B.21.4.2 Solución indicadora de fenolftaleína (C29H14O4) al 1%.
	B.21.4.2 Phenolphthalein indicator solution (C29H14O4) at 1%.

	B.21.5 Procedimiento.
	B.21.5 Procedure.

	B.21.5.1 Medir 9 mL (si se emplea la pipeta estándar de crema) o pesar 18 g de muestra perfectamente mezclada en un matraz Erlenmeyer o una cápsula de porcelana. Si la muestra es medida volumétricamente, enjuagar la pipeta con veces su volumen de agua y adicionar los enjuagues al matraz o cápsula y mezclar bien.
	B.21.5.1 Measure 9 mL (if the standard is used pipette cream) or weigh 18 g sample thoroughly mixed in an Erlenmeyer flask or a porcelain dish. If the sample is measured volumetrically, rinse the pipette times its volume of water and add the rinsings to the flask or capsule and mix well.

	B.21.5.2 Si la muestra es pesada, añadir 2 veces el peso de la misma en agua y mezclar bien.
	B.21.5.2 If the sample is weighed, add 2 times the weight of it in water and mix well.

	B.21.5.3 Adicionar 0.5 mL de indicador de fenolftaleína y titular con solución de hidróxido de sodio 0.1 N hasta la aparición de un color rosa permanente por lo menos 30 segundos (se recomienda emplear siempre una cantidad constante de indicador ya que su concentración puede influir en los resultados).
	B.21.5.3 Add 0.5 mL of phenolphthalein indicator solution, and titrate with 0.1 N sodium hydroxide until the appearance of a permanent pink color for at least 30 seconds (it is recommended to always use a constant amount of indicator and its concentration can influence the results).

	B.21.5.4 Si la muestra es obscura o colorida, será necesario después de agregar agua, titular con ayuda de un potenciómetro a un pH de 8.3.
	B.21.5.4 If the sample is dark or colored, it will be necessary after adding water, to identify it using a potentiometer to a pH of 8.3.

	B.21.5. Cálculos
	B.21.5. Calculations.

	%Acidez(expresada como ácido láctico) = (VxNx9)/M
	% Acidez (expressed as lactic acid) = (VxNx9)/M

	donde:
	where:

	V = mL de NaOH 0.1 N gastados en la titulación.
	V = mL of NaOH 0.1 N spent in the identification.

	N = Normalidad de la solución de NaOH
	N = Normality of the solution of NaOH

	M = Volumen o peso de la muestra.
	M = Volume or weight of the sample.

	B.21.7 Expresión de resultados.
	B.21.7 Expression of the results


	% Acidez titulable expresada como ácido láctico


	% of identified acidity expressed as lactic acid


	B.22. Determinación de Vitamina A por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC en fase reversa).
	B.22. Determination of Vitamin A by High Performance Liquid Chromatography (HPLC in reverse phase).

	B.22.1 Principio del método.
	B.22.1 Principle of the method.

	Los lípidos son ésteres que en presencia de un álcali cáustico se hidrolizan liberando el material insaponificable, el cual es extraído con un disolvente orgánico. Posteriormente la vitamina A contenida en este material, es cuantificada por medio de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución.
	The lipids are esters in the presence of a caustic alkali is hydrolyzed releasing the unsaponifiable material, which is extracted with an organic solvent. Subsequently vitamin A contained in this material is quantified by high performance liquid chromatography.



	B.22.2 Equipo.
	B.22.2 Equipment.

	B.22.2.1. Sistema de HPLC que incluye:
	B.22.2.1. HPLC system that includes:

	B.22.2.1.1 Bomba binaria LC. ( se puede contar con una trinaria o cuaternaria)
	B.22.2.1.1 Binary LC pump. (You can have a trinary or quaternary)

	B.22.2.1.2 Inyector automático o manual de muestras.
	B.22.2.1.2 Automatic or manual sample injector.

	B.22.2.1.3 Detector espectrofotométrico de longitud de onda variable UV-Visible LC.
	B.22.2.1.3 spectrophotometric detector variable wavelength UV -visible LC.

	B.22.2.1.4 Integrador computarizado LC.
	B.22.2.1.4 Integrator computerized LC .

	B.22.2.1.5 Columna Octadecil ODS (20), tamaño de partícula 5, longitud 250 mm x diámetro interno  4,6 mm.
	B.22.2.1.5 ODS Octadecyl Column (20), particle size 5, length x 4.6 mm inner diameter 250 mm.

	B.22.2.1.6 Balanza analítica, con capacidad de 160 g, lectura 0,1 mg.
	B.22.2.1.6 Analytical scale capable of 160 g, reading 0.1 mg.

	B.22.2.1.7 Placas de agitación con calentamiento.
	B.22.2.1.7 Hot plates with agitation.

	B.22.2.1.8 Cilindro para gas comprimido de nitrógeno pureza 95%.
	B.22.2.1.8 Cylinders for compressed nitrogen gas of 95 % purity.

	B.22.2.1.9 Cilindro para gas comprimido de helio pureza 95%.
	B.22.2.1.9 For compressed gas cylinder of 95 % purity helium.

	B.22.2.1.10 Evaporador rotatorio con elevador rápido y baño maría.
	B.22.2.1.10 Rotary evaporator with quick lift and water bath.

	B.22.2.1.11 Equipo de filtración para la preparación de la fase móvil.
	B.22.2.1.11 Filtration equipment for the preparation of the mobile phase.

	B.22.2.1.12 Cronómetro o reloj.
	B.22.2.1.12 Stopwatch or clock.

	B.22.3 Materiales.
	B.22.3 Materials.

	B.22.3.1 Matraces volumétricos actínicos o de color marrón con tapón de vidrio o teflón de 50 y 100 mL.
	B.22.3.1 Actinic volumetric flasks or brown with glass or Teflon plug 50 and 100 mL.

	B.22.3.2 Matraces actínicos o de color marrón de fondo plano, cuello corto de 250 mL.
	B.22.3.2 Actinic brown flasks or flat bottom, short neck 250 mL.

	B.22.3.3 Matraces, en forma de pera actínicos o de color marrón, de cuello corto y boca esmerilada de 500 mL (que embone en el rotavapor). Si no se contaran con estos, se pueden utilizar matraces de fondo plano.
	B.22.3.3 Flasks, pear shaped actinic or brown, short neck and mouth frosted 500 mL (it snaps in a rotary evaporator). If not tell with these, you can use flat-bottomed flasks.

	B.22.3.4 Matraces volumétricos actínicos o de color marrón de 10 mL.
	B.22.3.4 Actinic volumetric flasks or 10 mL brown flasks.

	B.22.3.5 Vasos de precipitados de 500 mL.
	B.22.3.5 Precipitate beakers of 500 mL.

	B.22.3.6 Embudo de separación cónico, actínicos o de color marrón, con llave de teflón 500 mL.
	B.22.3.6 Conical separation funnel, actinic or brown with a teflon cap 500 mL.

	B.22.3.7 Embudo tallo corto diámetro 12 cm.
	B.22.3.7 Funnel with short stem diameter 12 cm.

	B.22.3.8 Tapones de teflón huecos hexagonales o actínicos o de color marrón.
	B.22.3.8 Teflon plugs with hexagonal holes or actinic or brown colored plugs.

	B.22.3.9 Refrigerante con macho y hembra, manguito 300 mL, de 50 cm de longitud aproximadamente.
	B.22.3.9 Coolant with male and female, sleeve 300 mL, approximately 50 cm long.

	B.22.3.10 Manguera de látex.
	B.22.3.10 Latex hose.

	B.22.3.11 Papel filtro mediano No. 1 con diámetro de 18,5 cm., O también se podrán utilizar diámetros de 11 y 12.5 cm
	B.22.3.11 Medium # 1 filter paper with a diameter of 18.5 cm, or diameters of 11 and 12.5 cm may also be used.

	B.22.3.12 Pipetas volumétricas con marca de 5 y 4 mL.
	B.22.3.12 Volumetric pipettes with marks at 5 and 4 mL.

	B.22.3.13 Jeringa de vidrio sin aguja desechable de 10 mL. Se pueden utilizar jeringas plásticas sin aguja desechables de 10 mL.
	B.22.3.13 Disposable glass syringe without needle 10 mL. Can be used disposable plastic syringes needle 10 mL.

	B.22.3.14 Filtros para jeringa (acrodiscos para HPLC) de 0,45 m de tamaño de poro y diámetro de 25 mm, para solventes orgánicos y fase móvil.
	B.22.3.14 Syringe filters (acrodisk HPLC) * 0.45 m pore size and 25 mm diameter, and organic solvents to mobile phase.

	B.22.3.15 Membranas de filtración de fluoruro de polivinilideno, utilizada para fases móviles (solventes orgánicos y acuosos), cuyos extractables sean de absorción en UV, u otro filtro para fines similares.
	B.22.3.15 Filtration membranes of polyvinylidene fluoride, used for (organic and aqueous solvents) mobile phases, which are extractable UV absorption, or other filter for similar purposes.

	B.22.3.16 Magnetos para placa de agitación.
	B.22.3.16 Magnets for agitation plate.

	B.22.4 Reactivos.
	B.22.4 Reagents.

	B.22.4.1 Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico y por agua debe entenderse agua destilada.
	B.22.4.1 The reagents mentioned below must be analytical grade and water is understood as distilled water. 

	B.22.4.2 Estándar de retinol (vitamina A) cristalizada (C20H30O) all trans RETINOL con certificado de pureza.
	B.22.4.2 Standard of retinol (vitamin A) crystallized (C20H30O) all trans retinol certificate of purity.

	B.22.4.3 Hidróxido de potasio en lentejas (KOH).
	B.22.4.3 Potassium hydroxide lentils (KOH).

	B.22.4.4 Alcohol etílico absoluto (C2H5OH).
	B.22.4.4 Absolute ethyl alcohol (C2H5OH).

	B.22.4.5 Eter de petróleo intervalo de ebullición 40 - 60°C.
	B.22.4.5 Petroleum ether boiling range 40 - 60 ° C.



	B.22.4.6 Fenolftaleína en solución etanólica al 1%, indicador ( C20H14O4).
	B.22.4.6 Phenolphthalein 1% ethanol solution, indicator (C20H14O4).

	B.22.4.7 Metanol grado HPLC (CH3OH).
	B.22.4.7 HPLC grade methanol (CH3OH).

	B.22.4.8 Agua destilada filtrada, grado HPLC (sólo para la preparación de fase móvil).
	B.22.4.8 filtered distilled water, HPLC grade (only for the preparation of mobile phase).

	B.22.4.9 Agua destilada que se utilizará en los lavados del saponificado (verificar que el valor de pH no sea mayor de 6,0).
	B.22.4.9 Distilled water to be used in washing the saponified (verify that the pH does not exceed 6.0).



	B.22.4.10 Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4).
	B.22.4.10 Anhydrous sodium sulfate (Na2SO4).

	B.22.4.11 Acido ascórbico (C6H8O6).
	B.22.4.11 Ascorbic acid (C6H8O6).

	B.22.4.12 Fase móvil metanol: agua (95:5) para HPLC.
	B.22.4.12 Mobile phase methanol: water (95: 5) for HPLC.

	Pasar agua destilada a través de una membrana de filtración para soluciones acuosas. Pasar metanol a través de una membrana de filtración para solventes orgánicos. Posteriormente mezclar 50 mL de agua destilada en 950 mL de metanol (fase móvil). Degasificar la fase móvil pasando una ligera corriente de gas helio o por ultrasonido 15 minutos a temperatura ambiente. Si el equipo cuenta con desgasificador integrado, permitir que la mezcla la realice el mismo.
	Pass distilled water through a filtration membrane for aqueous solutions. Pass methanol through a filtration membrane for organic solvents. Then mix 50 mL of distilled water in 950 mL of methanol (mobile phase). Degas the mobile phase passing a gentle stream of helium gas or by ultrasound 15 min at room temperature. If your computer has integrated degasser, allowing the mixture to the do the same.

	B.22.4.12 Soluciones Patrón de Vitamina A. Siempre y cuando se garantice la estabilidad de la misma,  a través de un controlado en un Gráfico de Factor de Respuesta.
	B.22.4.12 Master Solutions Vitamin A. As long as the stability thereof is ensured through a controlled Response Factor Chart.



	B.22.4.12.1 Solución Concentrada (150 g equivalentes de retinol).
	B.22.4.12.1 Concentrated Solution (150 * g retinol equivalents).

	Justo antes de emplearse, pesar 15 mg de retinol cristalizado (A - OH) y registrar el peso exacto. Colocar el estándar pesado en un matraz volumétrico de 100 mL. Disolver con metanol y llevar al volumen.
	Just before using, 15 mg of crystallized retinol (A - OH) and record the exact weight. Place the heavy standard in a volumetric flask of 100 mL. And dissolve with methanol to volume.

	B.22.4.12.2 Solución Intermedia (15 g equivalentes de retinol).
	B.22.4.12.2 Intermediate Solution (15 * g retinol equivalents).

	Diluir 5 mL de la solución concentrada a 50 mL con el mismo metanol para obtener una solución de aproximadamente 50 UI/mL.
	Dilute 5 mL of concentrated to 50 ml with the same methanol solution to obtain a solution of about 50 IU / mL.

	B.22.4.12.3 Solución de Trabajo (6 g equivalentes de retinol).
	B.22.4.12.3 Working Solution (6 * g retinol equivalents).

	Añadir 4 mL de la solución estándar intermedia al matraz marcado como estándar y adicionar los reactivos al igual que al blanco y muestra como se indica en el apartado de saponificación. Esta solución tendrá aproximadamente 20 UI/mL de vitamina A, al final del proceso de recuperación, en el matraz volumétrico  de 10 mL.
	Add 4 mL of standard buffer solution to the flask and add labeled standard reagents like the blank and sample as described in paragraph saponification. This solution will have about 20 IU / mL of vitamin A, the end of the recovery process, in 10 mL volumetric flask.



	Nota 1: Si el certificado de % de pureza en el estándar es inferior al 85% no debe prepararse la solución patrón, siendo necesario un nuevo estándar de otro lote con una pureza superior a la antes indicada.
	Note 1: If the certificate% purity in the standard is less than 85% should not prepare the standard solution, a new standard of another batch with a purity higher than indicated before being required.

	Nota 2: La vitamina A-OH (A-alcohol) se oxida con gran rapidez y es muy sensible a la luz. Al abrir una ampolleta nueva de vitamina A-cristalizada, pesar la cantidad de estándar requerida y guardar la ampolleta bajo atmósfera de nitrógeno o en condiciones similares.
	Note 2: Vitamin A-OH (A-alcohol) is oxidized very quickly and is very sensitive to light. When you open a new vial of vitamin A-crystallized, although the number of standard required and save the vial under nitrogen or under similar conditions.

	B.22.5 Procedimiento
	B.22.5 Procedure

	Nota 3: La vitamina A es sensible a la luz. Utilizar material actínico o de color marrón o bien, proteger el material con papel aluminio. Por otra parte, efectuar las evaporaciones con rotavapor a una temperatura máxima de 40ºC. Evaporar a sequedad y romper el vacío e inmediatamente introducir nitrógeno al sistema o al matraz, para evaporar los últimos mililitros mediante una corriente de nitrógeno.
	Note 3: Vitamin A is sensitive to light. Use actinic or brown or colored materials, protect the material with foil. Moreover, effecting rotary evaporations with a maximum temperature of 40C. Evaporate to dryness and immediately break the vacuum system or introducing nitrogen into the flask, to evaporate the last milliliters by a stream of nitrogen.



	B.22.5.1 Toma de Muestra.
	B.22.5.1. Taking the sample.

	En el caso de productos deshidratados, reconstituir con agua, de acuerdo con las instrucciones señaladas en la etiqueta o 130 g del producto llevados a 1 L con agua. Disolver y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo.
	In the case of dried products, reconstitute with water according to the instructions on the label or 130 g of product carried a 1 L water. Dissolve and stir the sample to homogenize completely.



	Medir de preferencia por duplicado una cantidad de muestra tal, que contenga de 30 a 90 g equivalentes de retinol (100 a 300 UI de vitamina A) o la cantidad correspondiente a lo declarado en la etiqueta de la muestra. En caso de no contar con esta información no es conveniente realizar el análisis.
	Preferably measure in duplicate such a quantity of sample, containing 30 to 90 * g retinol equivalents (100-300 IU of vitamin A) or corresponding to the statement on the label of the sample amount. In case of not having this information it is not convenient to perform the analysis.

	B.22.5.2 Saponificación.
	B.22.5.2 Saponification.

	B.22.5.2.1 Marcar 4 matraces actínicos de cuello corto y esmerilado con fondo plano de 250 mL (cuando la muestra se trabaje por duplicado) de la siguiente manera: blanco, estándar y muestra.
	Mark 4 actinic B.22.5.2.1 short neck flasks and grinding with 250 mL flat bottom (when the sample is working in duplicate) as follows: white, standard and sample.

	B.22.5.2.2 Añadir los siguientes reactivos a cada uno de los matraces antes mencionados: 7 g de hidróxido de potasio y a continuación añadir 60 mL de alcohol absoluto. Mezclar para disolver. Agregar 0,5 g de ácido ascórbico así como una barra magnética. Adicionar una ligera corriente de nitrógeno a cada uno de los matraces.
	B.22.5.2.2 Add the following reagents to each of the above flasks: 7 g of potassium hydroxide and then adding 60 mL of absolute alcohol. Mix to dissolve. Add 0.5 g of ascorbic acid and a magnetic bar. Add a gentle stream of nitrogen to each of the flasks.

	B.22.5.2.3 Montar un sistema de reflujo y calentar durante 30 minutos en placas de calentamiento o baño de agua en ebullición con agitación constante.
	B.22.5.2.3 Fit a reflux system for 30 minutes and heating plates or heating in boiling water bath with constant agitation.

	Nota 4: Durante la saponificación, asegurar una buena agitación del medio de reacción.
	Note 4: During the saponification ensure good agitation of the reaction medium.

	B.22.5.3 Extracción del Insaponificable.
	B.22.5.3. Extraction of the Unsaponifiable 

	B.22.5.3.1 Una vez concluido el tiempo de saponificación, enjuagar con máximo 30 mL de agua destilada (evitar el exceso de agua para prevenir la formación de emulsiones) por las paredes internas del refrigerante sin quitar el matraz del saponificado. Enfriar el matraz aun instalado al refrigerante sumergiéndolo parcialmente en un vaso de precipitados que contenga agua fría, lo anterior con la finalidad de llevarlo a temperatura ambiente, evitando enfriarlo demasiado. Trasvasar la suspensión a un embudo de separación de 500 mL.
	B.22.5.3.1 Once completed the saponification time, rinse with a maximum of 30 mL of distilled water (avoid excess water to prevent the formation of emulsions) for the inner walls of the cooling without removing the flask from the hydrolysis. Cool the flask to coolant even partially immersing installed in a beaker containing cold water, the above in order to bring it to room temperature, avoiding too cool. Transfer the suspension to a separating funnel of 500 mL.



	B.22.5.3.2 Enseguida enjuagar el matraz con 100 mL de éter de petróleo que se añaden al embudo de separación. Extraer la vitamina A agitando ligeramente. Dejar separar las fases. Vaciar la fase acuosa a otro embudo de 500 mL. Recoger la fase orgánica a un tercer embudo de separación de 500 mL. Repetir la operación dos veces más, enjuagando el matraz con dos porciones de 100 mL de éter cada una.
	B.22.5.3.2 Then rinse the flask with 100 mL of petroleum ether are added to the separation funnel. Extract vitamin A shaking slightly. Allow to separate the phases. Empty the aqueous phase to 500 mL additional funnel. Collect the organic phase to a third separation funnel 500 mL. Repeat twice more, rinsing the flask with two portions of 100 mL of ether each.



	B.22.5.3.3 Efectuar esta extracción 3 veces en total (un lavado de 50 mL y 2 lavados de 100 mL). Hacer las agitaciones con mucho cuidado para evitar emulsiones.
	B.22.5.3.3.3 Perform this extraction times in total (50 mL and wash 2 washes of 100 mL). Make agitations carefully to avoid emulsions.

	B.22.5.3.4 Lavar la solución orgánica con porciones de 100 mL de agua adicionándola por las paredes del embudo, agitando suavemente, hasta que el agua del lavado ya no dé reacción colorida con la fenolftaleína. Después del último lavado, esperar de 15 a 30 minutos antes de vaciar la fase acuosa y volver a revisar con el indicador que no exista reacción colorida.
	B.22.5.3.4 Wash the organic solution with 100 mL portions of water adding it to the walls of the funnel, stirring gently, until the wash water no longer reaction with colorful phenolphthalein. After the last wash, wait 15 to 30 minutes before emptying the aqueous phase and recheck with whom there is no reaction colorful display.

	B.22.5.3.5 Filtrar la solución lavada en continuo a través de un filtro que contiene aproximadamente 10 g de sulfato de sodio anhidro y recoger el filtrado en un matraz de pera de 500 mL, sin dejar secar el filtro. Al final enjuagar el sulfato de sodio contenido en el filtro con 50 mL de éter de petróleo.
	B.22.5.3.5 Filter continuously washed through a filter solution containing about 10 g of anhydrous sodium sulfate and collect the filtrate in a flask of 500 mL pear, while dry the filter. Finally rinse the sodium sulfate content on the filter with 50 mL of petroleum ether.



	B.22.5.3.6 Evaporar el disolvente en un rotavapor a 40ºC y dejar un remanente de aproximadamente 6 mL. Tratar de reducir esta cantidad del disolvente a un volumen de 2 mL aproximadamente mediante una corriente de nitrógeno.
	B.22.5.3.6 Evaporate the solvent on a rotary evaporator at 40 and leave a quantity of approximately 6 mL. Try to reduce the amount of solvent to a volume of approximately 2 mL by a nitrogen flow.



	B.22.5.3.7 Disolver el remanente obtenido con 3 mL de la fase móvil y recolectar cuantitativamente la solución con una jeringa de vidrio. Filtrar la solución a través de un filtro acrodisco de 0,45 µm a un matraz actínico de 10 mL. Lavar el matraz pera con porciones de 2 mL de fase móvil y repetir el mismo procedimiento hasta llegar al aforo del matraz. Hacer lo mismo para cada filtro de blanco, estándar y probar por duplicado.
	B.22.5.3.7 Dissolve the remaining obtained with 3 mL of the mobile phase and quantitatively collect the solution with a glass syringe. Filter the solution through a 0.45 µm filter acrodisc to actinic 10 mL flask. Wash the pear flask with 2 ml portions of mobile phase and repeat this process until the capacity of the flask. Do the same for each filter blank, standard and duplicate testing.

	Nota 5: Se recomienda acondicionar el acrodisco de 0,45 m con metanol antes de utilizarlo en la filtración del recuperado.
	Note 5: It is recommended to condition the acrodisc 0.45 m with methanol prior to use in filtration recovered.

	B.22.5.4 Condiciones Cromatográficas.
	B.22.5.4 Chromatographic Conditions.

	B.22.5.4.1 Fijar los siguientes parámetros de acuerdo con las instrucciones de operación del cromatógrafo.
	B.22.5.4.1 Set the following parameters according to the operating instructions of the chromatograph.

	Columna Octadecil ODS (20), tamaño de partícula 5 m, longitud 250 mm x diámetro interno 4,6 mm.
	ODS Octadecyl column (20), particle size 5 , length 4.6 mm internal diameter x 250 mm.

	Loop de inyección: 20 L.
	Loop injection: 20 L.

	Fase móvil: metanol: agua 95:5.
	Mobile phase: methanol: water 95: 5.

	Flujo: 1 mL/min.
	Flow: 1 mL / min.

	Detector: Longitud de onda ajustada a 325 nm.
	Detector: wavelength set at 325 nm.

	Registrador: 5 mm/min.
	Recorder: 5 mm / min.

	B.22.5.5 Determinación de Vitamina A.
	B.22.5.5 Determination of Vitamin A.

	Inyectar dos veces los siguientes analitos: primero 20 L de la muestra (del saponificado).L de la solución estándar para HPLC (20 UI/mL aprox.) y por último 20 L del blanco, después 20 
	Inject twice the following analytes: first white 20 * L, then 20 L * standard solution for HPLC (20 IU / mL approx.) And finally 20 L of sample * (the saponified).



	B.22.5.5.1 En el cromatograma, identificar el pico y tiempo de retención de la vitamina A correspondiente al estándar. Con estos datos, identificar el pico y tiempo de retención de la vitamina A contenida en la muestra.
	B.22.5.5.1 In the chromatogram and identify the peak retention time of vitamin A for the standard. With these data, and identify the peak retention time of the vitamin A contained in the sample.

The content of vitamin A, expressed in International Units per liter of product is equal to:

	B.22.5.5.2 Calcular el área o la altura del pico de la solución patrón y de las muestras en los cromatogramas obtenidos.
	B.22.5.5.2 Calculate the area or the peak height of the standard solution and the sample in the chromatograms obtained.

	B.22.6 Cálculos.
	B.22.6 Calculations.

	El contenido de vitamina A, expresado en Unidades Internacionales por L de producto es igual a:
	The content of Vitamin A, expressed in International Units by L of product is equal to: 
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	En donde:
	Where: 

	m = toma de ensayo en g o mL.
	m = taking of sample in g or mL.

	hP = altura del pico de la muestra, en mm.
	hP = height peak of the sample, in mm.

	hS = altura del pico de la solución estándar final, en mm.
	hS = peak height of the final standard solution, in mm.

	C = concentración de la solución estándar final inyectada, en UI/mL para la vitamina A.
	C = concentration of the final injected standard solution in UI/mL for the vitamin A.

	V = volumen de solución estándar final, en el cual ha sido diluido el remanente antes de la cromatografía.
	V = volume of final standard solution, in which the residue has been diluted before the chromatography.

	Los resultados deben reportarse como g equivalentes de retinol.
	The results must be reported as g equivalent of retinol.

	B.22.7 Expresión de Resultados.
	B.22.7 Expression of Results.


	g equivalentes de retinol/ L

1 UI = 0,3 g equivalentes de retinol (todos los retinoles trans)


	g equivalent of retinol/ L

1 UI = 0.3 g equivalent of retinol (all the trans retinol)


	B.23 Determinación de Vitamina D3 – HPLC
	B.23 Determination of Vitamin D3 – HPLC 

	B.23.1 Fundamento
	B.23.1 Foundation.

	Saponificación alcalina de la muestra; extracción con éter de compuestos insaponificables; evaporación del éter; solución del residuo seco en hexano e inyección de una alícuota en columna preparativa de HPLC (fase normal, Sílice). Colección del eluato que contiene la fracción de vitamina D; evaporación de esta fracción a sequedad, disolución en la fase móvil de HPLC (Analítica, Acetonitrilo: Cloruro de metileno: Isopropanol), inyección en HPLC (fase reversa C18) y determinación de la vitamina D con el pico máximo a 264 nm por calibración del estándar externo.
	Alkaline saponification of the sample; ether extraction of unsaponifiable compounds; Evaporation of the ether; solution of dry residue in hexane and injecting an aliquot preparative HPLC column (normal phase silica). Collection of the eluate fraction containing the vitamin D; Evaporation of this fraction to dryness, dissolution in the HPLC mobile phase (Analytical acetonitrile: methylene chloride: isopropanol), injection HPLC (C18 reverse phase) and determination of vitamin D with the peak at 264 nm by calibration external standard.

	B.23.2 Preparación de la muestra.
	B.23.2 Preparation of the sample.

	En el caso de productos deshidratados reconstituir con agua, de acuerdo con las instrucciones señaladas en la etiqueta o 130 g de producto llevado a 1 L con agua. Disolver y agitar la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Medir de preferencia por duplicado una cantidad de muestra que contenga de 0,5 a 1 (g de vitamina D3 (20 a 40 UI).
	For dehydrated reconstituted with water, according to the instructions on the label or 130 g of product carried 1L with water. Dissolve and stir the sample to homogenize completely. Measure in duplicate preferably an amount of the sample containing 0.5 to 1 (g of vitamin D3 (20 at 40 UI).

	B.23.3 Material
	B.23.3 Material

	B.23.3.1 Instalación HPLC isocrática
	B.23.3.1 Installation isocratic HPLC 

	B.23.3.2 Uno o dos registradores
	B.23.3.2 One or two recorders 

	B.23.3.3 Balanza analítica, con capacidad de 160 g, lectura 0,1 mg
	B.23.3.3 Analytical balance, capable of 160 g, 0.1 mg reading

	B.23.3.4 Balanza de precisión, con capacidad de 1600 g, lectura 0,01 g
	B.23.3.4 Precision balance with capacity of 1600 g, 0.01 g

	B.23.3.5 Estufa de laboratorio (para productos con almidón)
	B.23.3.5 Laboratory stove (for products with starch)



	B.23.3.6 Baño de agua con agitadores magnéticos, 4 plazas
	B.23.3.6 Water bath with magnetic stirrer, 4 slots.



	B.23.3.7 Evaporador rotatorio con elevador rápido y baño
	B.23.3.7 Rotary evaporator with quick lift and bath.



	B.23.3.8 Matraces aforados, vidrio marrón, tapón de vidrio de 5, 50 y 100 mL
	B.23.3.8 Volumetric flasks, brown glass, glass stopper of 5 , 50 and 100 mL

	B.23.3.9 Matraz de fondo plano, cuello corto, vidrio marrón de 250 mL
	B.23.3.9 Flask flat bottom, short neck, 250 mL brown glass.

	B.23.3.10 Matraces, en forma de pera, vidrio marrón de 10 y 500 mL
	B.23.3.10 flasks, pear shaped, brown glass 10 and 500 mL

	B.23.3.11 Embudo de separación cónico, vidrio marrón, con llave de 500 mL
	B.23.3.11 Conical funnel separation, brown glass, with key 500 mL

	B.23.3.12 Embudo, vidrio marrón, diámetro 12 cm
	B.23.3.12 Funnel, brown glass, diameter 12 cm

	B.23.3.13 Tapones huecos hexagonales, vidrio marrón
	B.23.3.13 Plugs hexagonal holes, brown glass

	B.23.3.14 Refrigerante con macho y hembra, manguito 300 mm
	B.23.3.14 Coolant with male and female, sleeve 300 mm

	B.23.3.15 Alargadera para introducción de gas
	B.23.3.15 Extension for introducing gas

	B.23.3.16 Filtro plisado mediano con diámetro de 18,5 cm
	B.23.3.16 Pleated filter medium with a diameter of 18.5 cm.

	B.23.3.17 Pipeta aforada, con una marca de 2 mL
	B.23.3.17 Volumetric pipette, with a mark of 2 mL

	B.23.3.18 Jeringuillas de 1 y 5 mL
	B.23.3.18 Syringes 1 and 5 mL

	B.23.3.19 Aguja para jeringuillas
	B.23.3.19 Needle for Syringes

	B.23.3.20 Cilindro para gas comprimido, nitrógeno
	B.23.3.20 cylinders for compressed gas, nitrogen

	B.23.3.21 Monodetentor para gas comprimido, N2
	B.23.3.21 Monodetentor for compressed gas, N2

Filter 

	B.23.3.22 Filtro de 0,45 µ de diámetro
	B.23.3.22 Diameter 0.45 μ

	B.23.3.23 2 Columnas de 5 µ, 4,6 X 250
	B.23.3.23 2 Columns of 5 μ, 4.6 X 250

	B.23.3.24 Aparato de filtración
	B.23.3.24 The filtration apparatus

	B.23.3.25 Filtro 0,5 µ
	B.23.3.25 Filter 0.5 μ

	B.23.4 Reactivos
	B.23.4 Reagents

	B.23.4.1 Colecalciferol, vitamina D3, cristalizada para fines bioquímicos (C27H44O)
	B.23.4.1 Cholecalciferol, vitamin D3, crystallized for biochemistry ( C27H44O )



	B.23.4.2 Hidróxido de potasio en lentejas para análisis (KOH)
	B.23.4.2 Potassium hydroxide  in lentils for analysis (KOH)

	B.23.4.3 Alcohol etílico absoluto, para análisis (C2H5OH)
	B.23.4.3 Absolute ethyl alcohol for analysis ( C2H5OH )

	B.23.4.4 Hidroquinona (C6H4(OH)2)
	B.23.4.4 Hydroquinone (C6H4 ( OH ) 2)

	B.23.4.5 Eter de petróleo para análisis intervalo de ebullición 40 -60°C
	B.23.4.5 Petroleum ether for analysis boiling range 40 -60 ° C

	B.23.4.6 Fenolftaleína en solución etanólica al 1%, indicador (C6H4OH)2COC6H4CO)
	B.23.4.6 Phenolphthalein 1% ethanol solution, indicator (C6H4OH) 2COC6H4CO)

	B.23.4.7 Diastasa (para productos de almidón)
	B.23.4.7 Diastase (for starch products)

	B.23.4.7 2-propanol (CH3)2CHOH
	B.23.4.7 2-propanol (CH3)2CHOH

	B.23.4.8 n-hexano CH3(CH2)4CH3
	B.23.4.8 n-hexane CH3(CH2)4CH3

	B.23.4.9 Acetonitrilo (CH3CN)
	B.23.4.9 Acetonitrile (CH3CN)

	B.23.4.10 Diclorometano (CH2Cl12)
	B.23.4.10 Dichloromethane (CH2Cl12)

	B.23.4.11 Sulfato de sodio anhídro para análisis (Na2SO4)
	B.23.4.11 Anydrous sodium sulfate for analysis (Na2SO4)

	B.23.4.12 Nitrógeno (N2)
	B.23.4.12 Nitrogen (N2)

	B.23.4.13 Acido ascórbico (C6H8O6)
	B.23.4.13 Ascorbic acid (C6H8O6)

	B.23.4.14 Fase Móvil para HPLC Preparativa, 2-propanol al 1% en n-hexano
	B.23.4.14 Mobile Phase Preparative HPLC, 2-propanol 1% in n-hexane

	Degasificar el n-hexano bajo presión reducida y pasar a través un filtro. Mezclar 100 mL de diclorometano con 900 mL de acetonitrilo degasificado.
	Degas the n-hexane under reduced pressure and passed through a filter. Mix 100 mL of dichloromethane with 900 mL of degasified acetonitrile.

	B.23.4.15 Fase Móvil Analítica, diclorometano: acetonitriloisopropano (10: 89: 1) para HPLC analítica
	B.23.4.15 Mobile Phase Analytical dichloromethane: acetonitriloisopropano (10: 89: 1) for analytical HPLC

	Degasificar 1 l de acetonitrilo bajo presión reducida y pasar a través de un filtro. Mezclar 100 mL de diclorometano con 890 mL de acetonitrilo degasificado y 10 mL de 2-propanol.
	Degas 1 l of acetonitrile under reduced pressure and passed through a pressure filter. Mix 100 mL of dichloromethane with 890 mL of acetonitrile and 10 mL degasified 2-propanol.

	Nota: La proporción diclorometano/acetonitrilo debe adaptarse de modo que la vitamina D3 dé un tiempo de retención de aproximadamente 8-9 min. Sin embargo no debería rebasar 20:100.
	Note: The proportion dichloromethane / acetonitrile must be adapted so that vitamin D3 a retention time of about 8-9 min. However should not exceed 20:100.

	B.23.4.16 Fase Móvil para lavar la Columna Preparativa, 2-propanol al 10% en n-hexano
	B.23.4.16 Mobile Phase Preparative column for washing, 2-propanol 10% in n-hexane

	Mezclar 100 mL de 2-propanol con 900 mL de n-hexano degasificado.
	Mix 100 mL of 2-propanol with 900 mL of degasified n-hexane.

	B.23.4.17 Solución Patrón de Vitamina D3 para HPLC preparativa
	B.23.4.17 Master solution of Vitamin D3 for preparative HPLC

	En un matraz aforado de 100 mL, pesar exactamente 50,0 mg de colecalciferol (D3) cristalizado, disolver en n-hexano y llevar al volumen con el mismo disolvente (= solución de 20,000 U.I./ mL).
	In a 100 mL volumetric flask, accurately weigh 50.0 mg of cholecalciferol (D3) crystallized, dissolved in n-hexane to volume with the same solvent (solution = 20,000 IU / mL).

	Diluir esta solución 1000 veces con el mismo disolvente para obtener una solución de 20 U.I./ mL . Esta solución permanece estable de 3 a 4 semanas a +4°C.
	Dilute this solution 1000 times with the same solvent to obtain a solution of 20 IU / mL. This solution is stable for 3 to 4 weeks at 4 ° C.

	B.23.4.18 Solución Patrón de Vitamina D3 para HPLC Analítica
	B.23.4.18 standard solution for HPLC analytics Vitamin D3.

	Evaporar 2 mL de solución patrón de 20 U.I./ mL (B.20.4.4) y tomar el residuo en 2 mL de fase móvil (B.20.4.2).
	Evaporate 2 mL of standard solution of 20 IU / mL (B.20.4.4) and take the residue in 2 mL of mobile phase (B.20.4.2).

	B.23.5 Procedimiento
	B.23.5 Procedure

	Notas: La vitamina D3 es sensible a la luz. Utilizar material de vidrio marrón o proteger el material corriente con papel aluminio.
	Notes: Vitamin D3 is light sensitive. Use copper brown glass or protect the current material with aluminum foil material.

	Efectuar todas las evaporaciones de disolventes bajo presión reducida a una temperatura máxima de 40°C. No se debe evaporar a sequedad. Romper el vacío introduciendo nitrógeno en el sistema. Evaporar los últimos mL mediante una corriente de nitrógeno.
	Perform all evaporations of solvents under reduced pressure at a maximum temperature of 40 ° C. Do not evaporate to dryness. Break the vacuum by introducing nitrogen into the system. Evaporate the last mL by a nitrogen flow.

	Al final de la jornada, lavar la columna preparativa durante 15 min con 2-propanol al 10% en n-hexano (B.20.4.3) con un caudal de 2 mL /min.
	At the end of the day, preparative column washing for 15 min with 2-propanol 10% in n-hexane (B.20.4.3) at a flow rate of 2 mL / min.

	B.23.5.1 Toma de Ensayo
	B.23.5.1 Take the Sample.

	Mezclar o moler la muestra a fin de homogeneizarla por completo. Pesar, con una precisión de 10 mg, una toma de ensayo que contenga 20-40 U.I. de vitamina D3.
	Mix or grind the sample to homogenize completely. Weigh to the nearest 10 mg, a test portion containing 20-40 IU vitamin D3.

	B.23.5.1.1 Productos con Almidón:
	B.23.5.1.1 Starch Products:

	En un matraz redondo de fondo plano de 250 mL con cuello esmerilado, mezclar la toma de ensayo con 10% de su peso de diastasa. Añadir máximo 30 mL de agua destilada a 45-50°C. Mezclar bien para obtener una suspensión homogénea. Eliminar el aire del matraz mediante nitrógeno, tapar y colocar el matraz durante 30 min en una estufa a 45°C.
	Into a round flat bottom flask with ground-necked 250 mL, mix the test portion with 10% by weight of diastase. Add maximum 30 mL of distilled water at 45-50 ° C. Mix well to obtain a homogeneous suspension. Remove the air in the flask with nitrogen, cover and place the flask for 30 min in an oven at 45 ° C.

	B.23.5.1.2 Productos sin Almidón:
	B.23.5.1.2 Products without starch:

	En un matraz redondo de fondo plano de 250 mL con cuello esmerilado, mezclar la toma de ensayo con máximo 30 mL de agua destilada a 45-50°C.
	Into a round flat bottom flask with ground-necked 250 mL, mix the test portion with a maximum of 30 mL of distilled water at 45-50 ° C.

	B.23.5.2 Saponificación
	B.23.5.2 Saponification

	Añadir 7 g de hidróxido de potasio grado analítico en el matraz (B.23.5.1.1 o B.23.5.1.2), y mezclar para disolver.
	Add 7 g of potassium hydroxide AR in the flask (B.23.5.1.1 or B.23.5.1.2), and mix to dissolve.



	A continuación añadir 60 mL de alcohol absoluto y 0,5 g de ácido ascórbico o hidroquinona.
	Then add 60 mL of absolute alcohol and 0.5 g of hydroquinone or ascorbic acid.

	Montar sobre el matraz una alargadera para introducción de un gas refrigerante. Introducir una ligera corriente de gas nitrógeno, y calentar durante 30 min a 70°C en un baño de agua ebulliendo provisto de agitadores magnéticos.
	Mount the flask on an extension for introduction of a cooling gas. Enter a gentle stream of nitrogen gas, and heating for 30 min at 70 ° C in a boiling water bath provided with magnetic stirrers.

	Nota: Durante la saponificación, asegurar una buena agitación del medio de reacción.
	Note: During saponification, ensure good agitation of the reaction medium.

	B.23.5.3 Extracción del Insaponificable
	B.23.5.3 Extraction the Unsaponifiable 

	Una vez terminada la saponificación, enfriar el matraz a temperatura ambiente y transvasar la suspensión a un embudo de separación de 500 mL.
	After the saponification, cool the flask to room temperature and transfer the suspension to a separation funnel 500 mL.

	Enjuagar con máximo 30 mL de agua fría en 3 porciones de 10 mL que se añaden al contenido del embudo de separación. Evitar un exceso de agua, ya que favorece la formación de emulsiones.
	Rinse with a maximum of 30 mL of cold water in 3 portions of 10 mL are added to the contents of the separation funnel. Avoid excess water because it promotes the formation of emulsions.

	En seguida enjuagar el matraz con 50 mL de éter de petróleo (rango de 40-60°C) en varias porciones que se añaden al embudo de separación. Extraer la vitamina D3 agitando ligeramente. Dejar separar las fases.
	Then rinse the flask with 50 mL of petroleum ether (40-60 ° C range) in several portions to be added to the separation funnel. Remove vitamin D3 shaking slightly. Allow to separate the phases.

	Vaciar la fase acuosa a otro embudo de separación de 500 mL. Recojer la fase orgánica en un tercer embudo de separación de 500 mL.
	Empty the aqueous phase to another separator 500 mL. Soak the organic phase in a third separation funnel 500 mL.

	Efectuar esta extracción 5 veces en total. Haciendo las agitaciones con mucho cuidado para evitar emulsiones.
	Perform this extraction five times in total. Making upheavals carefully to avoid emulsions.



	Lavar la solución orgánica con porciones de 100 mL de agua adicionándola por las paredes del embudo, sin agitar, hasta que el agua de lavado ya no dé reacción coloreada con fenolftaleína. Después del último lavado, esperar al menos 15 min antes de vaciar la fase acuosa.
	Wash the organic solution with 100 mL portions of water adding it on the walls of the funnel, without stirring, until the wash water no longer colored reaction with phenolphthalein. After the last wash, wait at least 15 min before pouring the aqueous phase.

	Filtrar la solución lavada en continuo a través de un filtro que contiene aproximadamente 5 g de sulfato de sodio anhídro o en un papel separador de fases tipo 1 PS, y recoger el filtrado en un matraz en forma de pera de 500 mL , sin dejar secar el filtro. Y al final enjuagar el filtro con 50 mL de éter de petróleo.
	Filter continuously washed through a filter solution containing about 5 g of anhydrous sodium sulfate or separating paper type 1 PS phase, and collect the filtrate in a pear shaped flask of 500 mL, while drying filter. And finally rinse the filter with 50 mL of petroleum ether.

	Evaporar el disolvente bajo presión reducida en un rotavapor a 40°C, y eliminar los últimos mililitros mediante una corriente de nitrógeno.
	Evaporate the solvent under reduced pressure in a rotary evaporator at 40 ° C, and remove the last milliliters by a stream of nitrogen.

	Transvasar el residuo cuantitativamente a un matraz aforado de 5 mL, mediante pequeñas porciones de fase móvil (B.20.4.1) llevar al volumen y filtrar la solución inmediatamente a través de un filtro de 0,45 µ de tamaño de poro y adecuado para solventes orgánicos, por ejemplo Acrodisc - CR o equivalente; recoger el filtrado en un matraz en forma de pera. El filtrado debe ser límpido.
	Transfer the residue quantitatively into a 5 mL volumetric flask, using small portions of mobile phase (B.20.4.1) to volume and filter the solution immediately through a 0.45 μ filter pore size and suitable for organic solvents, for example Acrodisc - CR or equivalent; collecting the filtrate in a pear shaped flask. The filtrate must be clear.

	La solución está lista para la cromatografía.
	The solution is ready for chromatography.

	B.23.5.4 Cromatografía Preparativa
	B.23.5.4 Preparative chromatography


Condiciones:

	Columna
	Spherisorb Si, 5 mcm, 4,6 X 250 mm

	Loop de inyección
	500 µl

	Fase móvil
	1% 2-propanol en n-hexano (B.2.3.1)

	Caudal
	1-3 mL/min (el tiempo de retención de la vitamina D3 debe ser de aproximadamente 5 min

	Detector
	espectrofotómetro, longitud de onda variable, ajustada a 264 nm (o eventualmente espectrofotómetro de longitud de onda fija a 254 nm, únicamente utilizable para la etapa preparativa), 0,05 AUFS para el patrón y 0,5 AUFS para el extracto de muestra

	Registrador
	10 mm/min


Conditions:

	Column
	Spherisorb Si, 5 mcm, 4.6 X 250 mm

	Loop de inyección
	500 µl

	Fase móvil
	1% 2-propanol in n-hexane (B.2.3.1)

	Flow
	1-3 mL/min (the retention time of the vitamin D3 must be of approximately 5 min

	Detector
	Spectrophotometer variable wavelength adjusted to 264 nm (or optionally wavelength spectrophotometer set at 254 nm, only applicable for preparative step) , to 0.05 AUFS and 0.5 AUFS pattern for the sample extract

	Recorder
	10 mm/min


	Inyectar primero 500 µl de solución patrón de vitamina D3 (B.20.4.4) y determinar el tiempo de retención: debe ser aproximadamente 5 min. Inyectar a continuación la solución de la muestra obtenida bajo el numeral B.20.5.3 y recoger la fracción que contiene la vitamina D3 en un matraz en forma de pera de 10 mL. Comenzando a recoger aproximadamente 1 min antes de la elución de la vitamina D3 y parar aproximadamente 1 min después de la elución de la vitamina D3.
	First inject 500 µl of standard solution of vitamin D3 (B.20.4.4) and determine the retention time should be about 5 min. Then injecting the sample solution obtained under paragraph B.20.5.3 and collecting the fraction containing vitamin D3 into a pear shaped flask of 10 mL. Starting to collect about 1 min before the elution of vitamin D3 and stop approximately 1 min after elution of vitamin D3.



	B.23.5.5 Cromatografía Analítica
	B.23.5.5 Analytical Chromatography

	Evaporar a seco la fracción recogida bajo 20.5.4, mediante una ligera corriente de nitrógeno.
	Evaporate to dry the collected fraction under 20.5.4, using a gentle stream of nitrogen.

	Enfriar el matraz a fin de evitar errores de volumen a una evaporación eventual de disolvente; luego tomar el residuo en 300 µl de fase móvil (B.20.4.2), agitar ligeramente para disolver bien el residuo.
	Cool the flask to avoid errors volume to a possible evaporation of solvent; then take the residue in 300 ul of mobile phase (B.20.4.2), slightly shake well to dissolve the residue.

	Condiciones:
	Conditions: 


	Columna
	Spherisorb ODS, 5 mcm, 4,6 X 250 mm

	Loop de inyección
	100 µl

	Fase móvil
	10% diclorometano, 89% acetonitrilo y 1% de 2-propanol

	Caudal
	2 mL/min

	Detector
	espectrofotómetro, longitud de onda variable, ajustada a 264 nm; 0,01

AUFS

	Registrador
	10 mm/min


	Column
	Spherisorb ODS, 5 mcm, 4.6 X 250 mm

	Injection loop
	100 µl

	Mobile phase
	10% dichloromethane, 89% acetonitrile and 1% of 2-propanol

	Flow
	2 mL/min

	Detector
	Spectrophotometer variable wavelength adjusted to 264 nm; 0.01 AUFS 

	Recorder
	10 mm/min


	Inyectar primero 100 µl de solución patrón (B.20.4.5) y determinar el tiempo de retención: debe ser aproximadamente 8-9 min (adaptar la proporción de diclorometano/acetonitrilo si es necesario). Luego inyectar 100 µl de la fracción obtenida bajo B.20.5.4.
	First inject 100 ul of standard solution (B.20.4.5) and determine the retention time should be about 8-9 min (adjust the proportion of dichloromethane / acetonitrile, if necessary). After injecting 100 ul of the fraction obtained under B.20.5.4.

	B.23.6 Cálculo, Expresión e Interpretación de los Resultados
	B.23.6 Calculation, Expression and Interpretation of Results

	B.23.6.1 Evaluación
	B.23.6.1 Evaluation

	Identificar el pico de la vitamina D3 en el cromatograma de la muestra mediante el tiempo de retención definido por cromatografía de la solución patrón. Medir la altura de los picos obtenidos durante la cromatografía de la solución patrón y de la solución muestra.
	Identify the peak of vitamin D3 in the chromatogram of the sample by the defined retention time of the standard solution chromatography. Measure the height of the peaks obtained during chromatography of the standard solution and the sample solution.

	El contenido en vitamina D3, expresado en Unidades Internacionales por 100 g de producto, es igual a:
	The content of vitamin D3 , expressed in International Units per 100 g of product is equal to:


hp x C x Vo x V2 x 100

Hs x m x V1
	En donde:
	Where: 

	m = toma de ensayo, en gramos
	m = test sample in g

	hp = altura del pico de la muestra, en mm
	hp = peak height of the sample, in mm

	hs = altura del pico de la solución patrón, en mm
	hs = height of the peak of standard solution, in mm

	C = concentración de la solución patrón inyectada, en U.I./ mL
	C = concentration of the injected standard solution in IU / mL

	Vo = volumen en el cual ha sido diluido el residuo antes de la cromatografía preparativa (20.5.3) (en general 5 mL= matraz aforado)
	Vo = volume which has been diluted the residue before the preparative chromatography ( 20.5.3 ) (generally 5 mL volumetric flask =)

	V1 = volumen del extracto inyectado en la columna preparativa (en general 0,500 mL=volumen del loop de inyección)
	V1 = volume of extract injected into the preparative column (usually 0,500 mL = volume of the injection loop)

	V2 = volumen en el cual ha sido diluida la fracción después de la cromatografía preparativa (en general 0,300 mL)
	V2 = volume in which the fraction has been diluted after preparative chromatography (generally 0.300 mL)



	Nota: es superfluo un factor de corrección para la isomerización de la vitamina D3, en previtamina D3, ya que este fenómeno es despreciable en las condiciones de saponificación aplicadas.
	Note: A correction factor is superflouos for the isomerization of vitamin D3 in previtamin D3, as this phenomenon is negligible saponification conditions applied.

	B.23.6.2 Límite de Detección de Acuerdo a la Sensibilidad del Equipo.
	B.23.6.2 Limit of Detection According to the Sensitivity of the Equipment.

	Aproximadamente: 20 U.I./100 g
	Approximately 20 IU / 100 g

	B.23.6.3 Repetibilidad
	B.23.6.3 Repeatability

	La diferencia entre dos resultados individuales obtenidos con la misma muestra para ensayo, en las mismas condiciones (analista, aparato, laboratorio) en un corto intervalo de tiempo, no debe exceder 10% de la media entre ambos resultados.
	The difference between two individual results obtained with the same test sample, under the same conditions (analyst, apparatus, laboratory) in a short time, should not exceed 10 % of the average between the two results.

	Cuando las vitaminas han sido añadidas por mezcla en seco, la repetibilidad está fuertemente influida por el grado de homogeneidad del producto.
	When vitamins were added by dry blending, repeatability is strongly influenced by the degree of homogeneity of the product.



	APENDICE INFORMATIVO A
	INFORMATIVE APPENDIX A


A. LISTA DE SUSTANCIAS DESINFECTANTES RECOMENDADAS

	No.
	Solución acuosa de:
	Concentración máx.  del ingrediente activo
	Condiciones  de empleo

	1
	Hipoclorito cálcico, sódico o potásico, con o sin bromuro cálcico, sódico o potásico.
	200 mg/kg de halógeno calculado en cloro.
	Escurrir después del tratamiento.

No precisa aclarado final

	2
	Acido di y tricloroisocianúrico, o sales potásicas o sódicas de estos ácido con o sin bromuro potásico, cálcico o sódico.
	100 mg/kg de halógeno calculado en cloro.
	Como en 1

	3
	Yoduro potásico, p-toluensulfocloramida sódica y lauril sulfato sódico.
	25 mg/kg de yodo valorable; el nivel de los componentes no debe superar el mínimo preciso para obtener el efecto funcional deseado.
	Como en 1

	4
	yodo butoxi-monoéter de etilenglicol + butoximono-éter de propilenglicol+ butoximonoéter de polialquilenglicol, teniendo un punto de niebla de 90-100ºC. en solución al 0.5% y un peso molecular medio de 3,300 y monobutiléter de etilenglicol.

Monoetil-éter de dietilenglicol se puede adicionar como componente opcional.
	25 mg/kg de yodo. Los adyuvantes utilizados con el yodo no deben de superar la cantidad mínima necesaria para obtener el efecto funcional deseado.
	Como en 1

	5
	Yodo, ácido hidroyódico alfa- (p-monofenil-W-hidroxipolil (oxietileno) (peso molecular medio 748) y/o polioxietilen-polioxipropileno tipo copolimerización en bloque (peso molecular medio mínimo 1,90). Alcohol isopropílico se puede adicionar como componente opcional.
	Como en 4
	Como en 1

	6
	Yodo, yoduro de sodio, dioctilsulfosuccinato de sodio y polioxietilen-polioxipropileno tipo copolimerización en bloque (peso molecular medio mínimo 1,900).
	Como en 4
	Como en 1

	7
	Acido dodecilbencenosulfónico, polioxietilen-polioxipropileno, tipo copolimerización en bloque (peso molecular medio mínimo 2,800).
	400 mg/kg de ácido dodecil-benceno-sulfónico y 80 mg/kg de polioxietilen-polioxipropileno, tipo copolimerización en bloque (peso molecular medio mínimo 2,800).
	Estas soluciones se emplean en la limpieza de equipo y utensilios, así como en botellas y envases para leche; no precisan aclarado final.*

	8
	Yodo, butoxi-monoéter de etilen glicol+butoxi-monoéter de propilenglicol+butoximono-éter de polialquilenglicol, con un peso molecular medio mínimo de 2,400, y alfa-lauril-W-hidroxipoli (oxietileno) con un promedio de 8-9 moles de óxido de etileno y un peso molecular medio de 400.
	Como en 4
	Estas soluciones se emplean en la limpieza del equipo y utensilios, así como de envases de leche y otras bebidas. Como aclarado preliminar se puede utilizar agua a la que se ha añadido esta solución. No se debe emplear en el enjuagado final.*

	9
	Cloruro de n-alquil-(C12 a C18) bencildimetil-amonio, con un promedio de peso molecular de 351-380 y conteniendo principalmente cadenas de los grupos alquilo con 12 a 16 átomos de carbono, con o sin grupos alquilo de 8 a 10 átomos de carbono, en una proporción máxima de 1% respecto a los de 12-16. Se puede añadir como componente opcional alcohol isopropílico.
	200 mg/kg de compuestos de amonio cuaternario activos.
	Como en 1

	10
	Tricloromelamina y lauril sulfato sódico o ácido dodecilbenceno sulfónico.
	Tricloromelamina, en cantidad no superior a la necesaria para producir 200 mg/kg de cloro y lauril sulfato sódico, a un nivel que no exceda del mínimo requerido para que se presente el efecto funcional deseado o, ácido dodecilbenceno sulfónico en proporción no superior a 4000 mg/kg
	Estas soluciones se emplean en la limpieza de envases para bebidas, excepto leche, así como en la higienización del equipo y utensilios y otros materiales, que puedan contactar con alimentos. No precisan aclarado final.*

	11
	Volúmenes iguales de cloruro de n-alquil (C12 a C18) bencildimetilamonio y cloruro de n-alquil (C12 a C18) dimetilbencilamonio, con un peso molecular medio de 384.
	200 mg/kg de compuestos de amonio cuaternarios activos.
	Estas soluciones se utilizan en el tratamiento de equipo y utensilios, así como las superficies que contactan los alimentos, en establecimientos de comidas públicas. No precisan aclarado final.*

	12
	Sal sódica del ácido oleico sulfonatado, polioxietileno-polioxipropileno tipo copolimerización en bloque, con un peso molecular medio de 2,000 y con 27 a 31 moles de polioxipropileno.
	200 mg/kg de ácido sulfonatado, sal sódica.
	Esta solución se utiliza para botellas u otros envases de vidrio para leche, así como para el equipo y utensilios empleados en la elaboración de alimentos. Los artículos tratados con esta solución se deben escurrir durante 15 min antes de ponerlos en contacto con los alimentos. No precisa aclarado final.*

	13
	Yodo y alquil (C12 - C15) monoéter de etilen y propilenglicol+ monoéter de polialquilenglicol, con un punto de niebla de 70-77ºC en solución acuosa al 1% y con un peso molecular medio de 807.
	Como en 4
	Como en 1

	14
	Yodo, butoxi-monoéter de etilen y propilenglicol+butoximonoéter de polialquilenglicol, con un punto de niebla de 90-100ºC, en solución acuosa al 0,5% y con un peso molecular medio de 3,300 y polioxietileno-polioxipropileno, tipo copolimerización en bloque, con un peso molecular medio mínimo de 2,000.
	Como en 4
	Como en 1

	15
	Hipoclorito de litio
	290 mg/kg de cloro y 30 mg/kg de litio.
	Como en 1

	16
	Cantidades iguales de cloruro de n-alquil (C12-C18) bencil-dimetil-amonio y cloruro de n-alquil (C12 a C14)-dimetil-(etil-bencil)-amonio (con pesos moleculares medios de 377-384). De forma opcional se puede adicionar etilen-diaminote-tracetato tetrasódico y/o -(p-nonil-fenol)-w-hidroxipoli (oxietileno con un contenido de 11 moles.
	200 mg/kg de compuestos de amonio cuaternario activo.
	Como en 1

	17
	Cloruro de di-n-alquil (C8 - C10)-dimetilamonio y alcohol isopropílico, con un peso molecular medio de 332-361
	150 mg/kg de compuestos de amonio cuaternario activo.
	Como en 1

	18
	Cloruro de n-alquil (C12 -C18) bencil-dimetil-amonio, metaborato sódico, - [ p-(1,1,3,3 tetrametil-butil)fenil]-w-hidroxipoli (oxietileno), producido con 1 mol de fenol y  4-14 moles de óxido de etileno-terpinol y 
	200 mg/kg de compuestos de amonio cuaternario activos y 66 mg/kg de - [(1,1,3,3 tetrametil-butil)fenil] w-hidroxipoli (oxietileno).
	Como en 1

	19
	Di-cloro-iso-cianurato sódico y etilen-diamino-tetracetato tetrasódico.
	100 mg/kg de cloro.
	Como en 11

	20
	o-fenil-fenol, o-bencil-p-cloro fenol, p-amilfenol, sulfato de -alquil- (C12 a C15)-w- hidroxipoli- (oxietileno) y sodio con un contenido medio de polioxietileno de 1 mol, sales potásicas de ácidos grasos de aceite de coco y alcohol isopropílico o hexilenglicol.
	800 mg/kg de fenoles activos totales, que comprenden 400 mg/kg de o-fenil-fenol 320 mg/kg de o-bencil-p-clorofenol y 80 mg/kg de p-amifenol terciario.
	Unicamente para aplicaciones de un solo uso.

	21
	Dodecil-benceno-sulfonato sódico.
	Entre 25 y 430 mg/kg del producto.
	Como en 1


*En otros países, entre los que no se incluyen Estados Unidos, es obligatorio el aclarado final con agua después de aplicar la solución desinfectante.

Los fabricantes podrán emplear otras sustancias para la limpieza y desinfección de equipo, siempre y cuando se asegure que los productos obtenidos son inocuos para el consumidor.

A. LIST OF RECOMMENDED DISINFECTANT SUBSTANCES
	No.
	Aqueous solution of:
	Maximum concentration of the active ingredient
	Conditions of employment

	1
	Calcium hypochlorite, sodium or potassium, with or without calcium bromide, sodium or potassium
	200 mg/kg calculated halogen chlorine
	Drain after treatment.

No precise final rinse

	2
	Di- and trichloroisocyanuric acid or sodium or potassium salts of these acid with or without potassium bromide, calcium or sodium
	100 mg/kg of calculated halogen chlorine
	As in 1

	3
	Potassium iodide , p- toluene sulfochloramide sodium and sodium lauryl sulfate
	25 mg / kg of identifiable iodine; level components should not exceed minimum necessary to obtain the desired functional effect
	As in 1

	4
	Iodine butoxy monoether of ethylene + propylene glycol ether butoximono + butoximonoeter polyalkylene glycol having a cloud point of 90-100. Solution 0.5% and an average molecular weight of 3,300 and ethylene glycol monobutyl ether.
Diethylene glycol monomethyl ether may be added as an optional component.


	25 mg / kg iodine. Adjuvants used with iodine should not exceed the minimum amount needed to obtain the desired functional effect.
	As in 1

	5
	Iodine, hydro iodic acid alpha- (p- monophony W - hidroxipolil (polyethylene) (average molecular weight 748) and / or polyoxyethylene -polyoxypropylene block copolymerization type (average molecular weight at least 1.90). Isopropyl alcohol may be added as optional component.
	As in  4
	As in  1

	6
	Iodine , sodium iodide, sodium dioctylsulfosuccinate and polyoxyethylene polyoxypropylene block copolymerization type (minimum average molecular weight 1,900)
	As in  4
	As in  1

	7
	Dodecylbenzenesulfonic acid , polyoxyethylene -polyoxypropylene block copolymerization type (minimum average molecular weight 2,800)
	400 mg / kg of dodecyl benzene sulfonic acid and 80 mg / kg of polyoxyethylene -polyoxypropylene block copolymerization type (minimum average molecular weight 2,800)
	These solutions are used for cleaning equipment and utensils, so you as in bottles and containers for milk; require no final rinsing.*

	8
	Iodine , butoxy monoether of ethylene glycol + Propylene glycol monoether butoxy + butoximono polyalkylene glycol ether with a minimum average molecular weight of 2,400 , and alpha -lauryl- W - hydroxypoly (oxyethylene) with an average of 8-9 moles of ethylene oxide and an average molecular weight of 400
	As in  4
	These solutions are used in cleaning of equipment and utensils and packaging of milk and other beverages. As preliminary rinsing water can be used to which is added this solution. Should not be used in the final rinse.*

	9
	Chloride n -alkyl (C12 to C18) benzyldimethyl ammonium, with an average molecular weight of 351-380 and containing mainly the alkyl chains with 12 to 16 carbon atoms with or without alkyl groups of 8 to 10 carbon atoms, in a proportion of 1 % compared to 12-16. It can be added as an optional component isopropyl alcohol.
	200 mg/kg of quaternary active ammonium compounds
	As in  1

	10
	Trichloromelamine sodium lauryl sulfate and or dodecylbenzene sulfonic acid.
	Trichloromelamine , in no greater than necessary to produce 200 mg / kg of chlorine and sodium lauryl sulfate amount at a level not exceeding the minimum required for the desired functional effect is present or not more than 4000 , dodecylbenzene sulfonic acid in proportion mg / kg
	These solutions are used for cleaning beverage containers except milk and in the sanitation of equipment and utensils and other materials that may contact food as. They require no final rinsing.*

	11
	Equal volumes of chloride of n -alkyl (C12 to C18) and benzyldimethylammonium chloride n -alkyl ( C12 to C18 ) dimethylbenzyl , with an average molecular weight of 384 .

.
	200 mg/kg of quaternary active ammonium compounds
	These solutions are used in the treatment of equipment and utensils and surfaces that contact food in public catering establishments. They require no final rinsing.*

	12
	Sodium salt of sulfonated oleic acid, polyoxyethylene polyoxypropylene block copolymerization type having an average molecular weight of 2,000 and 27 to 31 moles of polyoxypropylene
	200 mg/kg of sulphonated acid, sodium salt
	This solution is used for bottles or other glass containers for milk as well as for equipment and utensils used in food processing. Articles treated with this solution should be drained for 15 min before putting them in contact with food. No precise final rinse.*

	13
	Iodine and alkyl (C12 - C15) ethylene and propylene glycol monoether + polyalkylene glycol monoether with a cloud point of 70-77ºC in 1% aqueous solution and having an average molecular weight of 807.
	As in  4
	As in  1

	14
	Iodine, butoxy monoether of ethylene and propylene glycol + butoxymonoether polyalkyleneglycol with a cloud point of 90-100 ° C, in 0.5% aqueous solution and having an average molecular weight of 3,300 and polyoxyethylene -polyoxypropylene block copolymerization type, with a minimum average molecular weight of 2,000
	As in  4
	As in  1

	15
	Lithium hypochlorite
	290 mg/kg of chlorine and 30 mg/kg of lithium.
	As in  1

	16
	Equal amounts of chloride of n -alkyl ( C12-C18 ) dimethyl benzyl ammonium chloride , n- alkyl ( C12 to C14 ) -dimethyl ( ethyl benzyl ) ammonium ( with molecular weights of 377-384 ) . Optionally you can add ethylene - tracetato diaminote tetrasodium and / or * - ( p- nonylphenol ) -w - hydroxypoly ( I oxyethylene containing 11 moles
	200 mg/kg of quaternary active ammonium compounds
	As in  1

	17
	Chloride di - n -alkyl ( C8 - C10 ) -dimethyl and isopropyl alcohol , with an average molecular weight of 332-361


	150 mg/kg of quaternary active ammonium compounds
	As in  1

	18
	Chloride n -alkyl ( C12 C18 ) dimethyl benzyl ammonium , sodium metaborate , and -terpinol * * - [p- (1,1,3,3 -tetramethyl - butyl) phenyl ] -w - hydroxypoly (oxyethylene) , produced with 1 mol of phenol and 4 to 14 moles of ethylene oxide
	200 mg/kg of quaternary active ammonium compounds and 66 mg/kg de - [(1,1,3,3 tetramethyl-butyl)phenyl] w-hydroxypoly (oxyethylene).
	As in  1

	19
	Di -chloro- iso- cyanurate and sodium ethylene diamine tetraacetate tetrasodium.


	100 mg/kg of chlorine
	As in  11

	20
	o- phenyl-phenol , o- benzyl- p -chloro phenol , p- amyl phenol , from * -alkyl- sulfate (C12 to C15) w- hidroxipoli- (oxyethylene) and sodium with an average polyoxyethylene content of 1 mol, potassium salts of fatty acids of coconut oil and isopropyl alcohol or hexylene
	800 mg / kg of total assets phenols , comprising 400 mg / kg -phenylphenol or 320 mg / kg of o- benzyl- p- chlorophenol and 80 mg / kg of p- tertiary amifenol
	Only for applications of a single use.

	21
	Dodecyl benzene sulfonate
	Between 25 and 430 mg/kg of the product.
	As in  1


* In other countries, including the United States it is not included, mandatory final rinse with water after applying the disinfectant solution.

Manufacturers may use other substances for cleaning and disinfection of equipment provided to ensure that the products obtained are safe for the consumer.
	APENDICE INFORMATIVO B
	INFORMATIVE APPENDIX B

	B.1 PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA Y DESCONTAMINACION DEL MATERIAL DE VIDRIO Y AREA DE TRABAJO PARA LA DETERMINACION DE AFLATOXINAS
	B.1 PROCEDURE FOR CLEANING AND DECONTAMINATION OF GLASSWARE AND WORKING AREA FOR THE DETERMINATION OF AFLATOXINS



	B.1 Objetivo
	B.1 Objective

	Por la naturaleza y potenciabilidades tóxicas de las aflatoxinas es importante establecer directrices para la descontaminación del área de trabajo, material y equipo utilizados, así como los procedimientos a seguir para neutralizar derrames y remanentes de extractos de las muestras.
	By the nature and toxic aflatoxin potentials it is important to establish guidelines for the decontamination of the work area, material and equipment used and the procedures to neutralize spills and remnants of sample extracts.



	El trabajo de limpieza y descontaminación será realizado por personal capacitado y que cuente con equipo protector como una bata, guantes impermeables y lentes protectores.
	The cleaning and decontamination work will be performed by trained personnel and protective equipment that has a coat, waterproof gloves and goggles.

	B.2 Descontaminación del Material de Laboratorio
	B.2 Decontamination of the Laboratory Material

	Todo el material de vidrio del laboratorio que haya sido utilizado durante el análisis debe sumergirse en una solución de hipoclorito, el cual se prepara diluyendo una parte de solución comercial de hipoclorito de sodio o clarasol (con una concentración entre 5 y 6%) con 10 partes de agua, por ejemplo mezclar 100 mL de blanqueador comercial con 1000 mL de agua.
	All the laboratory glassware that was used for the analysis must be immersed in hypochlorite solution, which is prepared by diluting a commercial solution of sodium hypochlorite or Clarasol (with a concentration between 5 and 6%) 10 parts water, mixing for example 100 mL of commercial bleach with 1000 mL of water.



	Después del tratamiento, el material debe enjuagarse abundantemente con agua corriente seguido de agua destilada, secar por escurrimiento o en estufa de 90-100°C.
	After treatment, the material should be rinsed thoroughly with running water followed by distilled water, drainage or drying oven at 90-100 ° C.



	B.3 Descontaminación del Area de Trabajo
	B.3 Decontamination of the Work Area

	La superficie de las mesas de trabajo y las paredes en las que pudiera haberse contaminado de leche con aflatoxinas, deben limpiarse con una toalla desechable impregnada en solución de hipoclorito de sodio o solución blanqueadora comercial después de cada sesión.
	The surface of the work tables and walls which could have been contaminated with aflatoxin milk must be cleaned with a paper towel soaked in sodium hypochlorite solution or commercial bleach solution after each session.



	B.4 Descontaminación de Material Desechable
	B.4 Decontamination Disposable Materials



	Todo el material desechable como son las columnas y placas deben sumergirse durante un mínimo de 5 min en una solución de hipoclorito de sodio utilizando una parte de blanqueador comercial y diez partes de agua. La solución descontaminadora ya usada debe eliminarse por el drenaje y los materiales desechables tratados deben empacarse en una bolsa de plástico sellada para colocarse en el depósito de desechos.
	All disposables are like columns and plates should be soaked for at least 5 minutes in a solution of sodium hypochlorite using a portion of commercial bleach to ten parts water. The decontaminating solution already used must be removed by drainage and the treated waste materials must be packed in a sealed plastic bag to be placed in the waste basket.



	B.5 Tratamiento de Derrames
	B.5 Spill Treatment



	Los derrames de soluciones de aflatoxinas deben tratarse inmediatamente con hipoclorito de sodio o blanqueador doméstico y vertirlo directamente del envase, recoger los líquidos con un papel absorbente, el cual también se colocará en una bolsa de plástico.
	The spills of aflatoxin solutions should be treated immediately with sodium hypochlorite or household bleach and pour it directly from the container, collect the liquid with absorbent paper, which will also be placed in a plastic bag

	B.6 Tratamiento de Remanentes de Extracto de Muestras
	B.6 Treatment of Remnants of sample extract



	Una vez que se ha separado una alícuota del extracto de la muestra es frecuente que permanezca un remanente del mismo. Estos restos de extractos deben tratarse con una cantidad de blanqueador equivalente a la unidad del volumen del residuo a tratar. Los líquidos resultantes se deben acumular en un recipiente para desechos líquidos y eliminarse en un lugar destinado especialmente para este propósito.
	Once separated, an aliquot of sample extract frequently remain a remnant thereof. These extracts residues should be treated with an amount equivalent to the unit volume of waste to be treated bleach. The resulting liquid should collect in a container for liquid waste and disposed in a place specially designed for this purpose.
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