PROTOCOLO DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

, RESPONSABLE: , )
VERSION: 00 SUBGERENTE | FECHA DE INICIO/ACTUALIZACION: 02/05/2025 PAGINA 1 DE 16 | CODIGO: FAB-PRO-02
TECNICO

1. OBJETIVO

Describir de manera general los requisitos y procedimientos establecidos para realizar
las pruebas microbioldgicas de control para el agua y aguardientes producidos por la

Fabrica de Licores del Tolima.

2. ALCANCE

Aplica para Agua potable suministrada por el acueducto IBAL, Agua suavizada para
fabricacion de aguardiente de la planta de suavizacion y los Aguardientes Tapa Roja
Tradicional, Special, Oro y Licor de Aguardiente Tapa Roja 24 % Vol. y Aguardiente

Rosado del Tolima con y sin azucar producidos en la FLT.

3. INTRODUCCION

La materia prima de mayor consumo dentro de la Fabrica de Licores del Tolima es el
agua, debido a que la mayor parte de sus productos tendria una participacion de mas
del 71 por ciento en cada uno. La fabrica debe asegurar los requisitos del sistema de
control y calidad del agua, regido por el Decreto 1575 y la Resolucion 2115 del 2007,
Articulo 10 designando las técnicas permitidas para el analisis microbioldgico donde la
empresa aplica “enzima sustratos y presencia-ausencia, en el Articulo 11 limitan las

caracteristicas para el consumo humano del agua enmarcando los valores maximos

aceptables.
Técnicas utilizadas Coliformes Totales Escherichia coli
Filtracién por membrana 0 UFC/100 cm3 1 UFC/100 cm3
Enzima sustrato < de 1 microorganismo en 100 cm3 | < de 1 microorganismo en 100 cm3
Sustrato definido 0 microorganismo en 100 cm3 1 microorganismo en 100 cm3
Presencia - Ausencia ausencia en 100 cm3 ausencia en 100 cm3

Tabla 1. Caracteristicas microbiolégicas
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READYCULT COLIFORMES 100

Readycult coliformes 100 es un test simultaneo para la deteccion, en presencia o

ausencia de Coliformes totales y Escherichia coli de acuerdo a las normas coliformes

US-EPA, para el agua potable, agua suavizada y aguardientes en la Fabrica de Licores

del Tolima.

Debido a su gran contenido nutricional de las peptonas y el tapdn fosfato nos garantiza

un rapido crecimiento de Coliformes mientras el Lauril Sulfatd inhibe de forma sustancial

la flora acompaniante.

Imagen 1. Resultado positivo de luminiscencia de mesofilos con el determinado sustrato.
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Si en la muestra hay presencia de Coliformes, las enzimas [3-galactosa hidrolizan la X-
GAL incolora y el cultivo viral cambia de color amarrillo a azul o verde.

Si en entre los Coliformes hay presencia E.coli, la enzima -glucuronidasa hidrolizan el
MUG (4- metilumberifenil B-glucuronidasa)dando como resultado una florescencia azul

que es visible a la luz UV(366 nm).

Coliform®
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Imagen 2. Selectividad del sustrato definido para Coliformes y resultado positivo.

Cuando E.coli metaboliza el indicador MUG de nutrientes de Readycult coliforms 100,

la muestra fluérese.
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Imagen 3. Selectividad del sustrato definido para E. coliy resultado positivo.
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Readycult coliforms 100 puede detectar simultaneamente estas bacterias a una
concentracion de 1 UFC/100 ml dentro de las 24 horas, hasta en presencia de 2

millones de bacterias heterotroficas por cada 100 ml.

Almacenamiento:

Almacenar entre (15 - 25) °C en un lugar seco.

4. REGLAS DE SEGURIDAD E HIGIENE

e No desechar los productos biolégicos sin esterilizar en el desague.

e Colocar todo el material contaminado dentro del desinfectante (hipoclorito
de sodio al 1%) por 1 hora para luego ser esterilizar a 121°C por 20 minutos
a 15 psi en la autoclave.

e Realizar antes y después de los andlisis limpieza del area de trabajo con
desinfectante, hipoclorito de sodio al 1% y dejar secar.

e La limpieza y desinfeccion de incubadoras y nevera debera hacerse
semanalmente.

e Controlar el buen funcionamiento de autoclaves y después del uso dejarlo
limpio y seco para evitar el crecimiento de hongos.

e Dentro del laboratorio de la Fabrica de Licores del Tolima se encuentra

designada la zona de control microbiolégico.
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Imagen 4. Laboratorio de Microbiologia.

En la zona del laboratorio de microbiologia, principalmente se manejan dos
sectores:

e El sector uno se utiliza para incubar, desinfectar y analizar las pruebas
microbiolégicas. La incubadora es el equipo en donde se realiza la prueba de
ReadyCult Coliforms 100 con un tiempo de incubacion de 24 horas y el Autoclave
es el equipo encargado de esterilizar el medio de cultivo producto de la operacion

con el ReadyCult Coliforms 100 para su posterior disposicion.
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Imagen 5. Sector 1.

contaminado, el cual

Imagen 6. Sector 2.

5. DOTACION Y PROTECCION PERSONAL

Cuando se realicen pruebas de microbiologia se debe utilizar la siguiente dotacion de

proteccion personal:

En el sector dos se trabaja la preparacion de muestras y tratamiento de material

MODELO INTEGRADO
DE PLANEACION
Y GESTION
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- Bata de laboratorio

- Botas de seguridad

- Tapa boca

- Cofia

- Guantes para manejo de reactivos

- Gafas de seguridad.

MATERIALES Y REACTIVOS
Materiales:

e Autoclave.

Imagen 7.

MODELC

) INTEGRADO
PLANEACION
Y GESTION

(19
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e Incubadora

Imagen 8. Incubadora

Camara UV

Imagen 9. Lampara uv

MODELO INTEGRADO
DE PLANEACION
Y GESTION
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e Frascos de 100 ml plasticos desechables
Imagen 10. frasco de 100 ml plastico.
e Frascos tapa rosca azul de 100 ml cristal
. . .
Imagen 11. frasco de 100 ml cristal.
Reactivos

e Hipoclorito de sodio

e (Capsulas Readycult coliformes 100

MODELO INTEGRADO
DE PLANEACION

Y GESTION
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7. TOMA DE MUESTRAS

Recolecte la muestra en una botella de vidrio esterilizable o plastico estéril con
capacidad no menor de 100 ml, es el volumen minimo para analisis microbiolégicos con
preservante (tiosulfato de sodio y/o EDTA) si lo requiere. Se toma la muestra
directamente sin realizar purga del recipiente, teniendo la precaucion de dejar una
camara de aire dentro de él y que el recipiente como su tapa no debe tocar ninguna

superficie contaminada.

8. PROCEDIMIENTOS

Imagen 12. Readycult coliforms 100

Imagen 13. capsula de Readycult coliforms 100

MODELO INTEGRADO
DE PLANEACION
Y GESTION




WSO Res

<
S
=
=,
=

e

PROTOCOLO DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

VERSION: 00

RESPONSABLE:
SUBGERENTE

TECNICO

FECHA DE INICIO/ACTUALIZACION: 02/05/2025

PAGINA 11 DE 16

CODIGO: FAB-PRO-02

Imagen 14. procedimiento de uso pruebas para control de agua.

9. READYCULT COLIFORMES 100

Procedimiento de Presencia/Ausencia (P/A)

1.

Tomar un paquete instantaneo, golpee ligeramente para asegurarse de que los
granulos estén en la parte inferior. Doble la parte superior del paquete a presion

hasta que se abra y tratar de no tocar la abertura para evitar la contaminacion.

2. Agregar el contenido a una muestra de agua o aguardiente de 100 ml en un

recipiente transparente, estéril, y con una capacidad minima de 120 ml.

3. Agitar el recipiente para ayudar a que la muestra sea homogénea entre la

muestra y el granulado.

4. Llevar el recipiente a la incubadora a una temperatura de 35-37 ° C durante un

lapso de 24 +/- 1 horas.

ODELO INTEGRADO
DE PLANEACION
Y GESTION
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5.

Imagen 15. Incubadora.

Analizar los resultados de las pruebas para coliformes.

Pasar por una lampara UV (366 nm) para analizar presencia o ausencia de

E.coli.
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Imagen 16. Lampara GV
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7. El procedimiento se realizara una vez por semana, en el punto de entrada de
agua potable suministrada por el IBAL y al tanque de almacenamiento de agua

potable de la fabrica de licores del Tolima.

8. En los productos elaborados en la fabrica de licores del Tolima esta prueba se

realizara una vez por mes.

10.INTERPRETACION DE RESULTADOS
Observar la muestra y ver qué color presenta, si es amarillo es negativo para coliformes,

si presenta cambio de color de azul verdoso o verde marino es positiva para coliformes.

A B

Imagen 17. A. Negativa para coliformes y B. Positiva para coliformes.
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Para confirmar presencia de E.coli las muestras daran una fluorescencia ultravioleta

con una lampara UV a (366 nm).

Imagen 18. Positivo para E,coli

11.LIMPIEZA DE EQUIPOS

EQUIPO LIMPIEZA

1. Se le pasara un trapo con agua potable por la parte exterior.

INCUBADORA 2. En la parte interna se limpiara con un trapo y una solucion
de cloro al 0,03%.

1. Se le pasara un trapo con agua potable por la parte exterior.

AUTOCLAVE 2. En la parte interna se limpiara con un trapo y una solucion
de hipoclorito de sodio al 1%.

LAMPARA UV 1. Se le pasara un trapo con agua potable por la parte exterior.

Tabla 2. Limpieza de equipos
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12.MANEJO DE RESIDUOS

En un recipiente de 10 litros se mantendra preparada una solucién de un litro y
medio de hipoclorito de sodio al 2% y se ubicara en la zona de desechos de
reactivos.

Donde se desecharan todas las muestras realizadas en la parte microbiolodgica del

laboratorio de la Fabrica de Licores del Tolima.

13.PREPARACION DE MEZCLAS

SOLUCION SUSTANCIA PREPARACION

Para preparar 500 mililitros de cloro al

0.03%, se necesitara un recipiente de 500
mililitros donde adicionaremos 3 mililitros de
Cloro 0.03% Cloro 5%y cloro de una concentracion del 5%, en el
agua potable recipiente y se completa con agua potable,

rotulando hasta los 500 mililitros.

Para preparar una solucion de 500 mililitros
de hipoclorito de sodio al 1%, se prepara en
Hipoclorito de | Hipoclorito de | un recipiente de 500 mililitros agregando 100

sodio 1% sodio 5% vy | mililitros de hipoclorito de sodio de una
agua potable concentracion del 5% y después se rotula

con agua potable hasta llegar a 500 mililitros.

Tabla 3. Preparacion de soluciones.
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14.DOCUMENTOS Y REGISTROS REFERENCIADOS
14.1 REGISTROS
FAB-FOR-07 Analisis microbiolégico de agua.

FAR-FOR-08 Analisis microbiolégico de Aguardiente.
FAB-FOR-09 Limpieza de equipos.
FAB-FOR-10 Verificaciéon de equipos.

CONTROL DE CAMBIOS
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