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RESUMEN

Se expone un método disefiado para el desarrollo del medio de cultivo de
transporte de Cary-Blair para su produccion industrial y la evaluacion de un
producto intermedio. Se elabord un procedimiento para identificar los factores que
provocan la potencial incompatibilidad de las sales que lo componen. Se
confecciond el producto intermedio y se le evaluaron las caracteristicas
fisicoquimicas, organolépticas y de rendimiento microbiologico. Se demostré que
la compatibilidad del fosfato de sodio y del cloruro de calcio esta determinada por
la concentracion, la temperatura, el pH y el orden de la mezcla. El producto

permitid6 la produccion industrial del medio, cumpliendo con la norma ISO
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9001:2015. La base de sales junto con el resto de los ingredientes en la
formulacion, logra la apariencia idonea para su comercializacion y cumple con los
requisitos para el mantenimiento, conservacion y transporte de muestras clinicas.

Palabras clave: Medio de cultivo; Cary-Blair; incompatibilidad; fosfato de calcio.

ABSTRACT

A method designed for the development of Cary-Blair's transport culture medium
for industrial production and the evaluation of an intermediate product is presented.
A procedure was developed to identify the factors that cause the potential
incompatibility of the salts that compose it. The intermediate product was made
and the physicochemical, organoleptic and microbiological performance
characteristics were evaluated. It was shown that the compatibility of sodium
phosphate and calcium chloride is determined by the concentration, temperature,
pH and order of the mixture. The product allowed the industrial production of the
medium, complying with the ISO 9001: 2015 standard. The base of salts together
with the rest of the ingredients in the formulation, achieves the ideal appearance
for its commercialization and fulfills the requirements for the maintenance,
conservation and transport of clinical samples.
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Introduccion

La formulacion del Medio Transporte de Cary-Blair cuenta con un conjunto de
sales y un agente gelificante (agar), que combinado con el pH alcalino de 8,4, le
permiten al medio recolectar, transportar y conservar muestras clinicas para el
diagnéstico microbiolégico de agentes patdégenos y bacterias entéricas,

garantizando la supervivencia de estos microorganismos, por largos periodos de
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tiempo, sin que se produzca sobrecrecimiento o deterioro de la célula bacteriana
(1-3).

En las etapas de laboratorio y piloto del proceso de desarrollo del producto en el
Centro Nacional de Biopreparados (BioCen), se detectd un precipitado de color
blanco, que sedimentaba en el fondo de los tubos que contenian el medio listo
para el uso, que se hacia mas visible luego de esterilizar el medio por calor
hamedo (100 °C por 15 min). Aunque los controles de calidad evidencian que la
funcionalidad microbiolégica del medio de transporte no se veia afectada, su
apariencia no resultaba idénea para su comercializacion como producto
terminado.

La precipitacion se debe a que una vez mezclados e hidratados los ingredientes,
la interaccion del fosfato de sodio (Na,HPO,) con el cloruro de calcio (CaCly),
forman el fosfato de calcio (Caz(PO,),) el cual es practicamente insoluble en agua
(4, 5).

Estudios preliminares, registrados en el informe analitico del Medio de Transporte
de Cary-Blair, demostraron que tanto el Na,HPO, como el CaCl,, no muestran
incompatibilidad con el resto de los ingredientes incluidos en la formula.

La formulacion experimental del medio, realizada en los laboratorios de
Investigaciones de Medios Diagnésticos de BioCen y las de distintas firmas
comerciales extranjeras, incluyen el CaCl, con los demas ingredientes (OXOID,
2006; CULTIMED, 2009; CONDA, 2011). No pocas empresas productoras de
medios de cultivo, excluyen esta sal de sus formulaciones y solo sugieren agregar
una solucién al 0,09 %, luego de esterilizar el medio (Difco & BBL, 2009; Britania,
2015).

Esta dltima alternativa no es muy factible para los laboratorios de diagndstico
microbioldgico y de investigacion epidemiologica, fundamentalmente para aquellos
pertenecientes la red de hospitales en Cuba, no sdélo por representar una accion
extra de importacion de reactivos, sino que implica realizar actividades adicionales

a la metodologia diagnéstica.
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Ante esta disyuntiva, el departamento de Diagndéstico Microbiolégico y la Planta de
Medios de Cultivo de BioCen, se propusieron desarrollar una metodologia para la
produccion y evaluacion de una mezcla basal de sales que constituiria un producto
intermedio para la confeccion del Medio Transporte de Cary-Blair (MTCB), evaluar

sus caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas y el rendimiento microbiolégico.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio de evaluacion de las operaciones para el mezclado y
deshidratacion de la mezcla de sales en dos etapas: la determinacion de la
solubilidad del Na,HPO,4 y el CaCl,, segun la temperatura, pH y orden de la
mezcla, y el proceso tecnoldgico para la confeccion del producto intermedio y
evaluacion de los parametros de calidad antes y después de incluido en el

producto final.
Materias primas

Se empleé un conjunto de sales y un agente gelificante que conformaron la

formulacion experimental del MTCB de BioCen (tabla 1).

Tabla 1- Reactivos que conforman la composicion del MTCB

Formula o/l Firma Empleo en el proceso
Ma;HPC, (fosfato disodico) 1,1 AppliChem @ Base de sales @
CaCly2H,0 (cloruro de calcio) 0,09 Merck & Base desales
CaH=Mals5 {tioglicolato de sodio) 15 Merck & FProducto final
MaCl{cloruro de sodio) 50 Merck & FProducto final
Agarbacteriologico 55 MEX @ Producto final

a: Alemania; b: México; c: se utiliza solo la mitad del total de g/L referidos en la formulacién del producto final.

Material bioldgico

Para el estudio de estabilidad en el tiempo del medio (evaluacion del rendimiento

microbiolégico) se emplearon cuatro cepas microbianas de referencia de la
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American Type Culture Collection (ATCC): Salmonella Typhimurium 14028,
Salmonella Enteritidis 13076, Shigella sonnei 25931 y Shigella flexneri 12028,
procedentes del cepario central del BioCen.
Medios de cultivo

Se utiliz6 el caldo triptona soya (CTS) (BioCen, Cuba) como medio de
enriquecimiento para la preparacion del in6culo de los microorganismos utilizados
en el ensayo, y el agar triptona soya (ATS) (BioCen, Cuba) para la siembra de las
suspensiones bacterianas con el objetivo de cuantificar la promocion,
mantenimiento o inhibicion del crecimiento. Se empleé el MTCB de OXOID
(Inglaterra) como control. Los medios fueron preparados segun las

especificaciones del fabricante.

Determinacion de la solubilidad de las sales preparadas de

manera independiente
Se prepararon soluciones de ambas sales (Na,HPO,4: 8 g/100 mL y CaCl,: 100
g/100 mL), segun estudios de solubilidad en agua, a partir de los datos disponibles
en catdlogos y especificaciones de estos reactivos. Se sometieron a distintas
temperaturas de trabajo (25 y 70 °C) y se comprobé la velocidad de dilucion segun
el tiempo. Se determinaron las caracteristicas organolépticas de la solucién en
cuanto a transparencia del liquido, presencia de precipitado y cristales y

desprendimiento o no de calor.
Determinacion de la solubilidad de la mezcla de ambas sales
segun el orden de adicién, latemperaturay pH
Se confeccionaron ocho variantes que evaluaron los parametros definidos como
factores que inciden sobre la solubilidad de ambas sales. Tanto el Na,HPO,4 como

CaCl, se emplearon segun su concentracion en la formulacién del producto final

(1,1 g/L y 0,09 g/L respectivamente) (tabla 2).

Tabla 2- Total de variantes segun las variables evaluadas en la mezcla de ambas

sales
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Variable Variantes*® Orden de adicion Temperatura pH
. W1 MazHPO:/ CaCly
Orden de adicion vz CaCh/NaHPO, 2524
V3 5+2°C T+
Temperatura W4 CacCl./MaHPO, 2hx2°C
Va 75+ 2°C
V6 4-5
pH ' CaCly/MNaHPO, 25+ 2°C 6-7
Va 8-9

*: Se utilizé 1,1 g/L de Na,HPO, y 0,09 g/L de CaCl, para la preparacién de ambas soluciones de las sales

Se empled un bafio termostatado (ThermoHaake) y un termémetro de 100 °C (B &
C), ambos de procedencia alemana, para lograr una temperatura de trabajo
controlada.
Para la determinacion del pH se utilizé un pH-metro de superficie (MeterLab,
Francia).

Método tecnoldgico utilizado en la investigacion
Se determiné la cantidad de ambas sales para producir 9 kg y la concentracion
final de sélidos disueltos segun el volumen de agua empleado. Para la mezcla de
las mismas se definié el orden de cada una y la temperatura de trabajo para lograr
la homogeneidad de la disolucion concentrada de ambas sales. La mezcla se filtrd
en dos ocasiones y se deshidraté por aspersion en un equipo Niro Atomizer
(Dinamarca) con una temperatura del aire a la entrada de la camara de 120 °Cy a
la salida de 72 °C. El producto obtenido constituy6 el producto intermedio para la
confeccion del MTCB.

Preparacion de la solucion de fosfato disddico anhidro y cloruro

de calcio di-hidratado

Se agreg6 50 L de agua desionizada en un tanque de acero inoxidable (100 L de

capacidad), a una temperatura de 60 °C. Se adiciond, 8,332 Kg de Na;HPO,, se
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homogeneiz6 la solucidon con agitacion constante hasta disolucion completa de la
sal y se dejo disminuir la temperatura hasta 25 = 2 °C. Se preparé la solucion de
CacCl,, agregando 1,365 kg en una cubeta de acero inoxidable (10 L de capacidad)
que contenia 5 L de agua desionizada a temperatura ambiente (25 2°C).
Ambas sales se pesaron en balanza técnica (Sartorius, Alemania) y se disolvieron
en agua, por separado. Las disoluciones se homogeneizaron con la ayuda de un
electro agitador portatil (IKA, Alemania).

Mezcla de las soluciones de ambas sales
Se agreg6 la solucion de CacCl, sobre la solucion de Na,HPO,4 contenida en el
tanque de acero inoxidable, de manera gradual, bajo agitacion constante (a 1000
rom) con ayuda de un electroagitador (ANTICO OLINDO E CESARE, ltalia),
durante 20 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se mantuvo en reposo por
1h.

Filtrado y secado de la mezcla de sales

Se procedio6 a filtrar dos veces la mezcla de sales por filtracion intermitente, en un
filtro prensa (SENorion, Alemania) con un grupo de seis placas filtrantes SA-395 y
a una presion de 0,5 kgfilcm?, en cada proceso. El liquido se recuperd en un
contenedor de acero inoxidable de 100 L, se midi6 el indice de refraccion con un
refractometro (Atago, Japdén) a temperatura de 25 a 30 °C y se determiné la
transparencia de la solucion por el método de la observacion visual.

La mezcla filtrada se pesé en una balanza técnica (Sartorius, Alemania) y se pas6
a la maquina de secado por aspersion (NiroAtomyzer, Dinamarca) con capacidad
para 33 kg. Se seco por espacio de 1 h, a una temperatura de entrada de aire en
el equipo de 120 °C y de salida de 72 °C. El polvo resultante (producto intermedio)
se peso y se depositd en bolsas de nylon selladas herméticamente.

Calculo del rendimiento del proceso de secado por aspersion

El rendimiento del proceso (R) de secado se determind mediante la relacion
porcentual entre el sdélido obtenido al final del proceso de secado por aspersion

(peso neto: Pn), y los soélidos aportados por la mezcla de sales a la entrada en el
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equipo (Peso tedrico: Pt), segln la Ecuacién (1). © El rendimiento se determiné a
partir del balance de materiales en funciébn de la composicion de soélidos y

considerando que en el agua evaporada no se pierde producto.

P

RO =2 x100 (1)

donde:

R: rendimiento del proceso.

Pn: peso neto total de sélidos al inicio del proceso.

Pt: peso tedrico total de sélidos al final del proceso.

Evaluacién fisicoquimica y organoléptica del producto intermedio

Se realizé la evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas al
producto intermedio (Base de sales para MTCB, ESP 1449) de manera paralela,
en los laboratorios de investigaciones de Medios de Cultivo y de Control de
Calidad de BioCen (tabla 3), cuyo Sistema de Calidad esta certificado por las ISO
9001:2015, por la compaiia britanica Lloyd’s Register Quality Assurance y la

Oficina Nacional de Normalizacién (ONN) de Cuba.

Tabla 3- Caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas evaluadas a la base de sales

para medio transporte de Cary-Blair (producto intermedio)

Requisito de calidad Limite de aceptacion

Perdida por desecacion, % =7

Color del polvo Blanco

Apariencia del polvo Fino, seco, homogéneo, fluido, sin presencia de

grumos o particulas extrafias insolubles

Apariencia de la solucion al 0,12 %* De transparente a ligeramente opalescente

Ausencia de precipitado

* Se pesan 0,12 g de la base de medio en 100 mL de agua destilada o desionizada
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Determinacion de la pérdida por desecacion del producto

intermedio
Se emple6 el método gravimétrico descrito por la Farmacopea de los
Estados Unidos, ) depositando el polvo del producto intermedio en pesa filtros de
porcelana. El secado de ambos materiales se realizé en una estufa (Heraeus,

Alemania) al vacio (Ecuacion 2).

PD (%) = 100 — [*‘;4] x 100 2

donde:
PD: pérdida por desecacion.
A: pesa filtro con muestra.
B: peso de la muestra.
C: pesa filtro vacio.
Preparacion del MTCB experimental
Para el MTCB experimental (BioCen, Cuba) se pesd 0,64 g del producto
intermedio, que contiene 0,09 g/L de CaCl, y 0,55 g/L de NayHPO,.
Posteriormente, se peso6 0,55 g/L, que corresponde con el Na,HPO, faltante y el
total del resto de los ingredientes: 1,5 g/L de C,H3NaO,S, 5,0 g/L de NaCl y 5,5
g/L de agar bacterioldgico. Se afiadié un litro de agua desionizada, se fundi6 y
distribuyeron 4 mL del medio en tubos de cristal con tapa de rosca. Se esterilizd
por calor himedo (100 °C por 15 min), se dejé enfriar y se cerraron bien los tubos
para evitar la pérdida de agua.

Evaluacion microbioldgica del producto intermedio

Preparacion del inéculo y método de siembra

El material bioldgico se inoculo en tubos con CTS y se incubaron en aerobiosis de
18-24 h a 35 = 2 °C. Se embebieron hisopos estériles en el medio de
enriguecimiento y se introdujeron en tubos que contenian 4 mL de MTCB control

(OXOID, Inglaterra) y el experimental (BioCen, Cuba). Se incubaron a temperatura
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ambiente (25 a 30 °C) desde uno hasta 49 dias con tres siembras obligatorias (1,
16 y 49 dias), se retiraron los hisopos del MTCB y se sembraron por estria de
agotamiento del in6culo en la superficie del medio ATS. Las placas se incubaron
en aerobiosis por 24 ha 35+ 2 °C.

Lectura e interpretacién de los resultados
Se realiz6 por el método cualitativo de la inspeccién visual de las placas de ATS,
clasificando el desarrollo de los microorganismos inoculados por su crecimiento

abundante, muy bueno, bueno, escaso o ausencia.

Resultados y discusion

Determinacion de la solubilidad de las sales empleadas en el

producto intermedio

Se observé alta solubilidad en agua del CaCl, (100 g/100 mL) y baja disolucion de
Na,HPO, (8 g/100 mL) a temperatura ambiente (entre 25 y 30 °C). Se evidencié el
doble de la solubilidad, y aumento de la velocidad de dilucion, al elevar la
temperatura (> 70 °C), en todas las variantes de las soluciones de sales. Se
determiné que el Na,HPO, demora en disolverse totalmente, en ambas
temperaturas de trabajo, en comparacién con CacCl,. En ambas sales, preparadas
de manera independiente, se observé desprendimiento de energia en forma de
calor y no se evidencio produccion de precipitado al final de la reaccion (tabla 4).
Los resultados en esta etapa demuestran las diferencias en la solubilidad de las
sales en estudio. Estudios realizados por Barros y colaboradores en el 2009 ©
refieren que el CaCl, es una sal totalmente soluble en agua, en comparacion con
el Na;HPO,.
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Tabla 4- Relacion de los indicadores con las caracteristicas fisicas de las soluciones de

ambas sales de las variantes experimentales

Indicador
Variante experimental Temperatura Velocidad de dilucion Caracteristicas fisicas
(°C) it}
Solucibntransparente, AP, DC
ST. Amb(CaCly)* 25 1-2 mini@
(delta T =0)
Pr: Solucion opalescente, PC
ST. Amb (MasHPO** 25 2-3 min™ Fr:transparente, AP, DC
(deltaT =0}
o Soluciontransparente, AP, DC
SAT(CaCl)* 75 = mint@
(deltaT =0}
Pr: Solucién opalescente, PC,
SAT (MagHPO ) 75 1-2 mini@ Fr:transparente, AP, DC
(delta T =0)

ST. Amb: solucién sometida a temperatura ambiente; SAT: solucién sometida a altas temperaturas; *:
concentracion de 100 g/100 mL; **: concentracion de 8 g/100 mL; a: dilucién rapida; b: dilucion lenta; c: dilucién
muy rapida; AP: ausencia de precipitado; DC: desprendimiento de calor; Pr: principio de la reaccion;

PC: presencia de cristales; Fr: final de la reaccion.

Se comprobé que las temperaturas de trabajo no influyen significativamente sobre
la solucion de CaCl,, la cual no muestra variabilidad en sus caracteristicas fisicas,
aunque se logra obtener la solubilidad en menor tiempo a temperaturas
superiores.

En el caso de la solucibn de Na,HPO, se logra mayor solubilidad a mayor
temperatura que la ambiente.

Para el empleo de ambas sales en la elaboracién del producto intermedio, que
garantizara la produccion de 9 kg de MTCB, es necesario disminuir la
concentracion de Na;HPO,4. Lo anterior responde a lo que plantean distintos
autores, que a mayor concentracion de esta sustancia en una mezcla con una
solucion de CaCl,, mayor sera la formacion de Caz(PO,).. Esta sal es un

compuesto muy poco soluble, con una Kps de 2.83 x 10%. © Es resultado de la
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reaccion del Na;HPO, y el CaCl, en una disolucion, que por ser poco soluble en
agua, precipita. ¥
Determinacion de la solubilidad de la mezcla de ambas sales

segln latemperatura

Se observé menor opalescencia, formacion de precipitado, y cristales salinos en la
mezcla de las soluciones de CaCl, y Na,HPO, sometida a temperaturas entre 3 a
8 °C con respecto a las mezclas de las sales a temperatura ambiente (28 °C) y por
encima de los 70 °C. Se evidencido mayor incompatibilidad de las sales a medida
que la disolucion era sometida a temperaturas superiores.

Resultados similares obtuvo Sinitsyna y colaboradores en el 2005 “? cuando
demostraron que las temperaturas altas disminuyeron la solubilidad del Caz(PO4)a,
evidenciado en una mayor formacion de precipitado. Lo anterior se justifica en que
a medida que la temperatura aumenta, se produce una mayor disociacion del i6n
Ca, por lo que se encuentra mas disponible para unirse al fosfato, aumentando la
(11-14)

velocidad de reaccion y produciendo la precipitacion del Caz(PO,)..

Determinacion de la solubilidad de la mezcla de ambas sales
segun pH de la disolucion

La mezcla de sales sometida a un pH entre 4 y 5 no revel6 opalescencia,
precipitado ni formacion de cristales salinos. Similares resultados se obtuvieron
con la disolucién a pH entre 6 y 7, solo que en este caso se evidencid leve
opalescencia del sobrenadante. La mezcla sometida a pH alcalino (8-9) mostré
marcada incompatibilidad entre ambas soluciones con una evidente opalescencia
del sobrenadante y formacién de precipitado depositado en forma de sedimento en
el fondo del recipiente.

Estos resultados coinciden con lo reportado por diferentes autores que plantean
que un pH en 6,5 de la disolucién, disminuye la precipitacién del Caz(PO,), > 10 y
gue a pH mas acidos (<5) la estabilidad del Ca con las sales inorganicas de PO,

(11

es mayor *Y, y por tanto se incrementa la solubilidad © *”. Otros investigadores

explican que un aumento del pH disminuye la solubilidad del Ca y el P, ya que
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habria mayor disponibilidad de H,PO4, por lo que aumenta la probabilidad de

precipitacién con el Ca. 10 1112 18.19)
Determinacion de la solubilidad de la mezcla de sales segun el

orden de adicion

Se observo mayor opalescencia y formacion de precipitado al afiadir la solucion de
Na,HPO, sobre la solucion de CaCl,, que realizando la operacion inversa. En este
otro aspecto, la investigacion coincide con la literatura consultada, que refiere no
afadir el PO, y el Ca de manera secuencial, ademas de que aconseja realizar la
mezcla de ambas sales afiadiendo de manera primaria la sal PO4, después los
otros elementos de la formulacién y por ultimo el Ca, siempre agregandolo de
manera suave para evitar precipitacién local. ** 2%

En el caso del estudio realizado no se afiadieron en el producto intermedio, el
C,H3NaO,S y el NaCl, los cuales podrian ser los microelementos claves para
evitar la formacion de precipitado, o al menos atenuar en gran medida su aparicion
en la disolucion.

Los resultados en esta etapa de trabajo demostraron que la concentracion de
ambas sales, la temperatura, el tiempo, el pH y la presencia de otros elementos en
la mezcla, son factores que influyen en la solubilidad del Ca en presencia de las
sales inorganicas de PO,. Esta conclusion fue clave para la determinacion de la
metodologia a emplear y los indicadores a tener en cuenta en cada paso de los
procedimientos utilizados para la confeccién de la Base de Sales para el MTCB,
como producto intermedio. Es importante destacar que existen otras
condicionantes durante el proceso de produccién, que pueden incidir en la
compatibilidad de la mezcla de ambas sales como son las interacciones fisico-
guimicas de los elementos y materias primas que conforman la formulacion del
medio de cultivo, los materiales empleados y el ambiente donde se realizan los

procesos de produccion.
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Concentracion de las sales para el producto intermedio
Se observo un liquido transparente, en las disoluciones sometidas a temperatura
de 70 °C, tanto en la solucién de Na,HPO4 al 17 % (8,3 kg/50 L), como en la de
CaCl, al 27 % (1,4 kg/5 L). El total de sélidos en la solucién fue de 9,7 kg para un
volumen total de agua de 55 L, quedando la mezcla a una concentracion final
aproximada del 18 %.
La baja solubilidad del Na,HPO4, su elevada concentracion en el medio de cultivo,
la posibilidad de que al mezclarla con el CaCl,, produjera mayor precipitado, unido
al inconveniente de emplear mayores volimenes de agua en la mezcla, impuso la
necesidad de disminuir a la mitad la concentracién de este reactivo en el producto
intermedio. La alta solubilidad de la sal de Ca, permiti6 emplearlo en su totalidad
en la base de sales.

Mezcla de sales para el producto intermedio

Se evidencio un liquido opalescente de color blanco y presencia de precipitado,
luego de mezclar la solucién de CacCl, (1,4 kg/5 L) sobre la de Na;HPO, (8,3 kg/50
L). Se observé un aumento considerable de la temperatura del liquido, que de la
inicial (60-70 °C) paso a ser entre 80 y 85 °C. El peso total de la dilucion resulté en
64,69 kg.
A pesar que se empled el orden de mezcla recomendado por la literatura, la
secuencialidad de ambas sales, sin que entre ellas mediara algin micro o macro
elemento, la imposibilidad de disminuir el pH a menos de cinco, y el encontrarse la
disolucién a una temperatura superior a la ambiental, favoreci6 a una mayor
interaccion de ambas sales y que se detectara la incompatibilidad y la formacion
de Ca3(PO,).. Esto esta en plena correspondencia con estudios realizados por

Delgado y Diaz en el afio 2005, ¢

gue plantean que por la naturaleza inorganica
de estas sales, tienden a disociarse con mayor facilidad y solo el mantenimiento
del pH y la temperatura en niveles mas bajos, unido a evitar el contacto directo de

ambos electrolitos a altas concentraciones, evita la formacion de precipitado.
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Filtrado y secado de las sales para el producto intermedio
La mezcla de sales contd con un peso inicial de 64,69 Kg, donde el proceso de
filtrado mostré una solucion opalescente, con presencia de particulas mindsculas
en suspension y ausencia de precipitado. El refiltrado de la dilucién permitio
obtener un liquido totalmente transparente, con una cantidad final del concentrado
de 57,0 kg, un indice de refraccion de 1,354 y un total de solidos de 8,5 kg, para
una representacion aproximada del 15 % en la mezcla. El rendimiento del proceso
resulté en un 88 %.
El valor de la concentracién total de la mezcla se considera aceptable para el
filtrado y secado por aspersion, teniendo en cuenta que Valiente y colaboradores
en el 2015 ®? plantean, que lo ideal es que las soluciones posean de 20 a 30 %
de solidos totales disueltos.
Se obtuvo 4,35 kg de producto seco, en el proceso de secado por aspersion, lo
qgue representd un rendimiento real de 51,2 %. Estos resultados concuerdan con
los estudios realizados a pequefia escala de dos lotes de la base de sales
realizados en la etapa piloto del MTCB, donde en cada proceso de filtrado y
secado por aspersion, se obtuvo la mitad del producto inicial con un rendimiento
entre 50 y 52 %.
Aungue se observa una reproducibilidad de los resultados, a diferentes escalas de
produccion del producto, es necesario determinar si otros elementos en el proceso
inciden en el rendimiento. Lépez y colaboradores en el 2009 ¥ plantearon que
uno de los factores criticos para un mayor provecho en el proceso de secado, es
el adecuado contenido de sélidos totales. Por lo que una alta concentracion de
sélidos totales, evita una pérdida considerable del soluto e incrementa el
rendimiento del producto final. Otro factor que favorece el rendimiento del proceso,
es la temperatura de entrada y de salida; por lo que a un aumento de la misma,
garantiza que a escalas superiores se obtengan rendimientos mayores. %
Si tomamos en cuenta lo referido por Edrisi y colaboradores en el afio 2016, ©°
podemos considerar de adecuado el rendimiento en nuestro estudio. Esto se debe

a que secadores por aspersion en pequefia escala con rendimientos entre 60 y
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80 % pueden dar indicio de rendimientos mas altos en posteriores secados a
escalas superiores de produccion.

Evaluacién fisicoquimica y organoléptica de la base de sales
Se obtuvo un polvo de color blanco con una apariencia fina, deshidratada,
homogénea, fluida, sin presencia de grumos o particulas extrafias insolubles. La
apariencia de la base de sales en una solucion al 0,12 % fue transparente, sin
presencia de precipitados. La pérdida por desecacion se establecio en 0,5 %,
encontrandose por debajo del limite de aceptacion (< 7,0 %).
Se obtuvo una apariencia del polvo satisfactoria, o cual es consecuencia del
empleo de la maquina de secado por aspersion. Esta tecnologia es un proceso
continuo y controlado, con tiempos cortos de secado, que garantiza un polvo
fluido y soluble, homogéneo, que preserva sus propiedades fisicoquimicas, y da
como resultado una excelente presentacion del producto final. ¢©
Se comprobd la efectividad del proceso tecnolégico en eliminar el Caz(PO,), de la
mezcla de sales, al observarse una solucidén transparente, sin presencia de
precipitado. La pérdida por desecacion mostrd resultados satisfactorios, con
valores inferiores al 7 %.
Determinar la humedad fue un paso fundamental, debido al efecto que tiene la misma
para mantener la calidad del producto, ademas que influye directamente en el costo de
produccion, ®”? o que garantiza una mayor estabilidad durante la conservacién y evita
la interaccion quimica y la degradacién de sus componentes ©%.
Evaluacién de la funcionalidad microbioldégica de la base de sales
La inclusion de la base de sales en el MTCB experimental evidencio, luego de la
preparacion y esterilizacion por vapor fluente, un medio semisolido de apariencia
homogénea y ausencia de precipitado. No se observo diferencias significativas, en
cuanto a caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas, con el medio de
referencia empleado como control (MTCB de OXOID, Alemania).
Se observo crecimiento abundante de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. sonnei y

S. flexneri en placas de ATS, luego de ser conservadas las cepas en el MTCB de
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BioCen (Cuba) y el medio control (OXOID, Alemania), por un periodo de uno, 16 y
49 dias a temperatura ambiente.

No se observoé deterioro ni pérdida de las caracteristicas macroscopicas tipicas de
los microorganismos en ninguna de las siembras realizadas, mostrando las
respuestas bioquimicas y seroldgicas esperadas en las pruebas de identificacién
presuntiva y confirmatoria. No se observo diferencias cualitativas significativas, en
cuanto a numero y caracteristicas culturales de las colonias desarrolladas, de los
microorganismos provenientes del MTCB de BioCen (Cuba) y de OXOID
(Alemania).

Los resultados en esta etapa evidencian la efectividad de la metodologia y de los
procedimientos empleados en todo el proceso productivo, para eliminar la
sedimentacién, originada por el producto de incompatibilidad de la mezcla de

sales, sin afectar la funcionalidad microbiol6gica del producto final.

Conclusiones

1. Se defini6 una metodologia para producir una base de sales, como
producto intermedio, que elimind el producto de incompatibilidad
(Ca3(POy4)2) que se produce al mezclar las sales CaCl, y Na,HPO,4
presentes en la formulacion del Medio Transporte de Cary-Blair.

2. La concentracion de ambas sales, el orden de adicion, la temperatura de
trabajo, el tiempo de mezclado, pH de la mezcla y la presencia de otros
elementos constitutivos del producto final, son factores que influyen en la
solubilidad del Ca con las sales inorganicas de HPO,.

3. Las interacciones fisicoquimicas de los elementos y materias primas que
conforman la formulacion del medio de cultivo, los materiales empleados y
el ambiente donde se realizan los procesos de produccion, inciden en la
compatibilidad de la mezcla de ambas sales.

4. El método para el proceso de secado por aspersion de la mezcla de sales

resulté reproducible, con valores aceptables en el rendimiento.

371



5. La Base de Sales para el Medio Transporte de Cary-Blair cumple con los
requisitos de calidad establecidos, en cuanto a las caracteristicas
fisicoquimicas y organolépticas evaluadas, y responde a las exigencias de
rendimiento microbiolégico del producto final.

6. El producto intermedio, una vez incorporado a la formulacion final del
medio, logra una correcta conservacion de los microorganismos objeto de
estudio por un periodo de mas de 49 dias a temperatura ambiente, sin que
estas cepas sufran cambios en sus caracteristicas fisiologicas vy
bioquimicas, lograndose un buen desarrollo en los medios de cultivo

habituales y una correcta interpretacion de los resultados.
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