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l. RESUMEN

En este estudio se evalud la reduccién de tiempo de incubacion (a 16 horas), en analisis
microbioldgicos de indicadores de higiene, en materias primas, productos intermediarios y productos

terminados relacionados con la fabricacién de culinarios deshidratados.

Se analizaron 1,853 muestras con las metodologias estandarizadas 1SO 4833-1:2013 para
Microorganismos aerobios mesofilos (48 horas de incubacién) e ISO 21528-2:2017 para

Enterobacteriaceae (24 horas de incubacion).

La evaluacién consistio en la comparacion de los resultados logaritmicos obtenidos de dos
recuentos de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/g) por cada metodologia, realizandose la
primera lectura a las16 horas de incubacion y la segunda al concluir las horas de incubacién indicada
en cada metodologia estandarizada.

Las poblaciones de Enterobacteriaceae a las 24 y 16 horas de incubacion a 37°C brindan
resultados iguales en términos logaritmicos (diferencia menor a 0.00 LOG).

Las poblaciones de microorganismos aerobios meséfilos a las 48 y 16 horas de incubacion a
37°C brindan resultados equivalentes en términos logaritmicos, presentando una diferencia menor a
0.48 LOG.

Por lo anterior, se evalud la reduccion de tiempo de incubacion para ambos parametros, ya
gue el criterio de equivalencia microbioldgico indica que dos resultados microbiol6gicos se
consideran equivalentes al estar dentro del mismo logaritmo o tener una diferencia maxima de una
unidad logaritmica (Blake, 2009).

Esta técnica de reduccion de tiempo de incubacion puede considerarse como una ayuda para
establecer un panorama de calidad microbioldgica de manera temprana y para la toma de decisiones

a nivel de produccion en productos culinarios deshidratados.



Il. INTRODUCCION

La necesidad de obtener productos de calidad es un reto que dia a dia se impone en las
industrias de alimentos; estas industrias buscan estandarizar la calidad de sus productos, para lo cual
es fundamental el control microbioldgico sobre la materia prima, productos intermediarios y

productos terminados (Pascual, 1989).

Los controles microbiol6gicos que se realizan, son inspecciones que permiten en forma
certera valorar microbiolégicamente la calidad del producto o insumo que se desea producir o utilizar
para la cadena de produccion. La rapidez con la que se realicen estas determinaciones influye en la
productividad y tiempo de disponibilidad del producto terminado en el mercado, por lo cual,
resultados en un periodo de tiempo mas corto, ayudan a establecer un panorama de calidad
microbioldgica de manera temprana, influyendo directamente en la toma de decisiones sobre las
posibles brechas en la higiene de algunas de las fases de la cadena productiva, antes que el producto
sea embalado y liberado al mercado (Harrigan & McCance, 1979).

Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue la evaluacion interna de reduccion de
tiempo de incubacion en el analisis de microorganismos aerobios meséfilos y Enterobacteriaceae
para componentes de la cadena de produccién de alimentos deshidratados, tales como, materias
primas, productos intermediarios y producto terminado, utilizando como referencia las metodologias
de la organizacién internacional de estandarizacién (1SO, por sus siglas en inglés) 1S0-4833-1:2013
e 1SO-21528-2:2017 (International Organization for Standardization [1SO] 4833, 2013; ISO 21528,
2017).

Para dicha evaluacion se realiz6 una comparacion logaritmica entre el conteo de
microorganismos aerobios mesoéfilos y Enterobacteriaceae y se utilizaron lenticulas de
microorganismos certificados en presentacion cuantitativa de marca comercial BioMeriéux (BioBalls
Single-shot, media de 30 UFC por BioBall)), como controles positivos, tales como, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, y tres serotipos de Salmonella spp., que son
microorganismos de importancia para la matriz de alimentos culinarios deshidratados requeridos por
el Reglamento Técnico Centroamericano, normas de paises a donde se comercializan los productos
terminados y las normas internas de calidad de la industria de alimentos culinarios deshidratados
(Anexo 1).



I11. ANTECEDENTES

A. Generalidades de microorganismos en alimentos

Cuando se evalla el riesgo microbiolégico asociado a un alimento especifico todos los
microorganismos transmisibles a través de los alimentos deben ser considerados. La principal fuente
de alimentos que consumimos es de origen vegetal y animal y se encuentran naturalmente asociados

a microorganismos (Brackhousen, 1999).

Los microorganismos elegidos para la elaboracion de criterios microbiolégicos deben ser
relevantes para el alimento y circunstancias particulares, tales como producto crudo o listo para
consumir (Madigan, Martinko, Parker & Brock, 1997).

Es importante considerar que la tolerancia para un determinado microorganismo en un
alimento depende de su tratamiento previo, es decir, para un alimento cocido o listo para consumir la
tolerancia para un determinado microorganismo es cero, mientras que si se trata de un alimento crudo
se puede permitir la presencia del mismo microorganismo (dentro de ciertos niveles) si éste fuera
sometido a un tratamiento previo a su consumo (International Commission on Microbiological
Specification for Foods [ICMSF], 1983).

Dentro de los microorganismos que componen un criterio microbioldgico se pueden distinguir dos

tipos:

1. Microorganismos indicadores de higiene

Para la evaluacién de la inocuidad microbiolégica de los alimentos, la utilizacién de organismos
indicadores es muy frecuente, el analisis microbiol6gico de alimentos para la busqueda de estos
microorganismos suele utilizar técnicas que permiten evaluar la calidad de la materia prima,
problemas de almacenamiento, exceso de temperatura, vida Gtil  (Recuento de microorganismos
aerobios mesofilos), potencial contaminacion fecal o posible presencia de patégenos
(Enterobacteriaceae, E. coli, Coliformes fecales), contaminacién por manipulacién humana
(Staphylococcus coagulasa positiva), contaminacion post tratamiento térmico (Enterobacteriaceae,
coliformes, Staphylococcus coagulasa positiva, estreptococos fecales) o productos metabdlicos de

patégenos que indican un peligro para la salud (termonucleasa). Los microorganismos mencionados
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anteriormente se utilizan para revelar las condiciones a las que ha sido expuesto el producto que

pudieran implicar un posible peligro (Brackhousen, 1999).

2. Microorganismos patdgenos

Son aquellos microorganismos que pueden encontrarse en los alimentos, convirtiéndolos en
potencial vehiculo de enfermedad para quien los consuma, por ejemplo, Salmonella spp.
(Brackhousen, 1999).

3. Métodos de laboratorio

Los métodos de laboratorio utilizados para la deteccion o recuento de microorganismos forman
parte del criterio microbiol6gico. La eleccidn del método a utilizar debe favorecer a aquellos métodos
estandarizados y de alta sensibilidad que hayan sido validados por organismos internacionales/
nacionales de referencia. En los Ultimos afios ha habido avances significativos en el desarrollo de
nuevas tecnologias para la deteccion y la separacién de microorganismos de los alimentos. El
desarrollo de técnicas moleculares (PCR) e inmunoldgicas (ELISA) brinda ventajas sobre los
métodos tradicionales, especificamente en lo que refiere a velocidad, pero su uso todavia no se ha
generalizado (Richardson, 2004; Pisabarro, 2007).

B. Microorganismos indicadores de higiene en alimentos culinarios deshidratados

1. Microorganismos aerobios mesoéfilos

En este grupo se incluyen todas las bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse entre el
rango de temperaturas de microorganismo mesofilos en las condiciones establecidas. En este
recuento se estima la carga microbiana del alimento sin especificar tipos de microorganismos (Young,
2001).

Los términos conteo de aerobios meséfilos (AMC, Aerobic Mesophilic Count), conteo aerobio en
placa (APC, Aerobic Plate Count), conteo estandar en placa (SPC, Standard Plate Count), o conteo
total viable (TVC, Total Viable Count) son términos equivalentes utilizados para expresar conteos de

microorganismos aerobios mesoéfilos (I1SO 4833, 2013).
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Un recuento bajo de microorganismos aerobios mesofilos no implica o no asegura la ausencia de
patégenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado no significa presencia de

microorganismos patégenos (Speck, 2002).

Un recuento elevado, dependiendo del origen de la muestra puede significar: deficiente
manipulacion durante el proceso/ recoleccion, la posibilidad de que existan patégenos o la posibilidad

de alteracidon de cualidades organolépticas de la materia prima o producto terminado (Pascual, 1989).

Se conocen 5 metodologias para investigar el nimero total de microorganismos (Speck, 2002).:

a. Recuento en placa (TPC) para la determinacion del nimero de células viables.

b. Método del nimero mas probable (MPN) de microorganismos como célculo estadistico del
namero de células viables.

c. Técnicas de reduccién de colorantes para el calculo del nimero de células viables con
capacidad reductora.

d. Recuento microscopico directo (DMC) tanto para células viables como para las no viables. ej.
Citometria de flujo

Los recuentos de microorganismos viables se basan en el nimero de colonias que se desarrollan
en placas previamente inoculadas con una cantidad conocida de muestra e incubadas en unas
condiciones ambientales determinadas. En estos recuentos son susceptibles de conteo aquellos
microorganismos capaces de crecer en las condiciones establecidas. Se puede conseguir una amplia
gama de condiciones variando la temperatura, la atmésfera, la composicién del medio y el tiempo de

incubacion (Richardson, 2004).

El control de las condiciones higiénicas se puede realizar mediante un recuento total de
microorganismos aerobios mesofilos, el cual se expresa como el nimero de Unidades Formadoras de
Colonias por gramo o por mililitro (UFC/g o UFC/ml) (1SO 4833, 2013).

El analisis de microorganismos aerobios mesofilos no representa un riesgo a la salud si se

realiza con buenas précticas de laboratorio (Speck, 2002).

El recuento de microorganismos aerobios mesofilos refleja la calidad microbiol6gica general
de la muestra analizada. Dentro de la industria es utilizado como indicador de higiene en materias

primas, materiales procesados y no procesados, monitoreo de la eficiencia de procesos térmicos en
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lineas produccion; asimismo provee un panorama general de la carga microbiana que el alimento

procesado posee al final de la fabricacién (Colwell & Morisetti, 1969).

2. Enterobacteriaceae en alimentos

Enterobacteriaceae son microorganismos que generalmente se utilizan como indicadores de
contaminacion ambiental o fecal. En los alimentos calentados, congelados o deshidratados pueden
encontrarse células de la familia Enterobacteriaceae patégenas como son las del genero Salmonella sp.
(Pascual, 1989).

En materia prima, productos intermediarios y productos terminados, los recuentos de
Enterobacteriaceae superiores a 10 UFC/g pueden indicar un deficiente proceso tecnolégico o la
presencia de una contaminacion posterior al mismo (Pascual, 1989).

La determinacion de Enterobacteriaceae de forma general como microorganismos indicadores
de contaminacion ambiental y fecal presenta la ventaja, frente a la determinacion de E. coli u otros
coliformes, en que esta familia presenta una gama mas amplia de microorganismos, entre los cuales, el
grupo de coliformes, asi como E. coli se encuentran incluidos, convirtiéndose en un parametro mas

exigente al momento de evaluar practicas higiénicas (Pisabarro, 2007).

También esta familia Enterobacteriaceae incluye especies como Erwinia y Serratia que estan
asociados con vegetales y no indican una contaminacién fecal. El grupo de coliformes incluyen todos
los bacilos que se observan color rosado en la coloracion de Gram (gramnegativos), aerobios o
anaerobios facultativos, que fermentan la lactosa con produccion de gas en 24 — 48 horas a 37°C
(Doyle, 1996).

Los géneros que incluyen este grupo son: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y
Klebsiella. Siendo Escherichia y Klebsiella estrictamente de origen fecal, ya que su habitat natural

es el tracto entérico del hombre y animales (Food and Drug Administration [FDA], 1995).

Enterobacteriaceae son definidos como microorganismos que fermentan glucosa y muestran
reaccion negativa a la oxidasa después de ser aislados con la metodologia segun 1SO 21528 (ISO
21528, 2017).
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El empleo de las Enterobacteriaceae (coliformes y no coliformes) como microorganismos
indicadores, monitorea las Buenas Practicas de Fabricacion, evaluando los procesos de limpieza y
sanitizacion. Por esto, la presencia de altos valores de Enterobacteriaceae en materias primas, productos
intermediarios y productos terminados, son un claro indicador de fallos en el proceso de fabricacion
(Pisabarro, 2007).

En los alimentos que han recibido un proceso de fabricacion para garantizar su inocuidad, la
presencia de niveles considerables de microorganismos de la familia Enterobacteriaceae indica:
tratamiento térmico o manipulacién inadecuada o contaminacion posterior al tratamiento térmico, mas
frecuentemente a partir de materias primas, ambientes y equipos sucios 0 manejo no higiénico o

almacenamiento inadecuado que ha permitido la multiplicacion microbiana (Speck, 2002).

En la mayoria de los casos estudiados se ha comprobado que el recuento de Enterobacteriaceae
supone una garantia suficiente de calidad microbioldgica; en cualquier caso, los resultados son mas
fiables que cuando se utilizan como indicadores sélo los recuentos de coliformes porque éstos ultimos

suelen ser méas bajos y, por lo tanto, mas sujetos a error (Pisabarro, 2007).

El recuento de estos microorganismos se realiza en un medio selectivo como el agar Violeta
Rojo con Bilis y Glucosa (VRBG) en el que las colonias tipicas presentan una coloracion violeta-rosa y

estan rodeadas de un halo de precipitacion del mismo color (Merck, 2005).

Actualmente se reconocen 31 géneros de Enterobacteriaceae, que incluyen mas de 134
especies diferentes. Atendiendo a su poder patdgeno se dividen en dos grupos: Enterobacterias
patogenas (E. coli enteropatdgeno, Shigella, Salmonella, Yersinia) y enterobacterias oportunistas (E.
coli, Citrobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, Hafnia, Edwardsiella, Providencia y Morganella
(Murray, Baron, Jorgensen, Landry & Pfaller, 2007; Madigan, et al., 1997).

C. Meétodos para andlisis microbiolégicos de los alimentos

1. Microbiologia convencional o tradicional (Jordano, 2008)

a. Métodos basados en el desarrollo de Unidad Formadora de Colonia en medios sélidos: Se

fundamentan en el desarrollo de una colonia visible a partir de una unidad viable.
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b. Métodos de dilucion en tubo: Deteccion de crecimiento mediante turbidez, produccion de acido

0 gas.

2. Métodos alternativos

Se ha visto la necesidad de desarrollar métodos alternativos debido a la implementacién de
sistemas de andlisis de puntos criticos de control en las industrias alimenticias, utilizacion de planes
de muestreo basados en la estadistica que requieren analizar un gran nimero de muestras, necesidad
de obtener resultados con la mayor rapidez posible y aplicacion de las medidas correctivas necesarias

con prontitud y ahorro de recursos (Jordano, 2008).

Los métodos alternativos a la microbiologia tradicional pueden concentrarse en grupos o categorias,

tales como:

a. Automatizacion de métodos convencionales

Estos consisten, por ejemplo, en métodos como Petrifilm® series 2000 coliformes y Sistema
TEMPO (Recuento de microorganismos aerobios mesofilos, E. coli, levaduras y mohos) los cuales

proporcionan resultados en menos tiempo (Jordano, 2008).

El principio del Petrifilm® es la recuperacion de bacterias por medio de recuento en film de
medio listo para su uso, su equivalencia con el método estandar ha sido demostrada. El principio del
Sistema Tempo es la recuperacion bacteriana en medio liquido, es un ndmero mas probable
miniaturizado y automatizado (3 x 16 tubos). Realiza la enumeracion de recuento total, E. coli y

coliformes en productos lacteos (Devulder, Mou & Dolean, s.f.)

Esta automatizacién de métodos convencionales ofrece ventajas y desventajas; las ventajas:
reduccion del uso de material y del tiempo necesario para prepararlo e incremento de cantidad de
muestras que pueden analizarse (en comparacion con el método estandar en placas); desventajas: no
se reduce significativamente el tiempo preciso de incubacién de cada ensayo y en cuanto al Sistema

Tempo requiere de inversion de los médulos que lo comprenden (Jordano, 2008).



b. Métodos rapidos

Entre estos se describen los métodos de impedancia, que facilitan los resultados entre 6 a 12
horas, se basan en la deteccién de la actividad metabdlica en un medio de cultivo. Los cambios de
impedancia se detectan cuando la concentracion microbiana excede de un umbral determinado. Los
sistemas de impidimetria disponibles son: Rabit, Bactometer, Malthus 2000 y Bactrac, entre otros.
Existen métodos tan rapidos que proveen resultados en menos de una hora, dentro de estos se
encuentra el sistema VIDAS, que es un inmunoensayo automatizado. Estas metodologias no han sido

disefiadas para recuento de microorganismos indicadores de higiene (Jordano, 2008).

En necesario que en estos métodos se evalten los siguientes aspectos: precision, resolucion,
facilidad de uso, rapida generacion de datos, aceptabilidad y validacion internacional, costo analitico
y amortizacion de la instrumentacién, disponibilidad de espacio, soporte del proveedor,
mantenimiento técnico, versatilidad y posibilidad de evolucion (Jordano, 2008).

D. Principales factores que afectan el crecimiento y recuperacion de los microorganismos en

alimentos

Varios factores ambientales afectan la recuperacion de los microorganismos en los medios de
cultivo. Se deben examinar en detalle las condiciones que se proveen a los microorganismos para su
crecimiento, ya que estos pueden alterar el control de los mismos. Entre los principales factores estan:
temperatura de incubacion, actividad de agua y pH, entre otros (Abbey, Heaton, Golden & Beuchat,
1988).

1. Temperatura de incubacion

Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento adecuada. Si consideramos la
variacion de la velocidad de crecimiento en funcién de la temperatura de cultivo, podemos observar
una temperatura minima por debajo de la cual no hay crecimiento; a temperaturas mayores se produce
un incremento lineal de la velocidad de crecimiento con la temperatura de cultivo hasta que se alcanza
la temperatura 6ptima a la que la velocidad es maxima. Por encima de esta temperatura Optima, la
velocidad de crecimiento decae bruscamente y se produce la muerte celular. El aumento de la
velocidad de crecimiento con la temperatura se debe al incremento generalizado de la velocidad de
las reacciones enzimaticas con la temperatura. Se denomina coeficiente de temperatura a la relacion

entre el incremento de la velocidad de reaccion y el de la temperatura. En términos generales, la
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velocidad de las reacciones bioguimicas suele aumentar entre 1.5 y 2.5 veces al aumentar 10°C la

temperatura a la que tienen lugar (Colwell, et al., 1969).

La falta de crecimiento a temperaturas bajas se debe a la reduccion de la velocidad de las
reacciones bioquimicas y al cambio de estado de los lipidos de la membrana celular que pasan de ser
fluidos a cristalinos impidiendo el funcionamiento de la membrana celular. Hay varios tipos de
microorganismos en funcion de sus temperaturas de crecimiento psicrofilos, psicrotrofos, meséfilos
y terméfilos. Las temperaturas de incubacion afectan el crecimiento de los microorganismos
(Pisabarro, 2007).

1. Actividad de agua (aw)

Se denomina actividad de agua a la relacion entre la presion de vapor de agua del substrato
de cultivo (P) y la presién de vapor de agua del agua pura (P0). El valor de la actividad de agua esta
relacionado con el de la humedad relativa (HR) (Jordano, 2008).

El valor de la actividad de agua nos da una idea de la cantidad de agua disponible
metabdlicamente. Por ejemplo, comparemos el agua pura donde todas las moléculas de agua estan
libremente disponibles para reacciones quimicas con el agua presente en una disolucion saturada de
sal comun (NaCl) donde una parte importante de las moléculas de agua participa en la solvatacion de
los iones de la sal disuelta. En este Gltimo caso, la actividad de agua es mucho menor que en el
primero, conforme aumenta la cantidad de solutos en el medio, disminuye su actividad de agua
(Jordano, 2008).

El agua es un substrato en muchas reacciones bioguimicas (proteasas y lipasas, por ejemplo).
Cuando no hay agua disponible, estas reacciones se detienen y el metabolismo se para. Esta falta de
agua también detiene muchas de las enzimas que podrian degradar las estructuras bioldgicas (Abbey,
etal., 1988).

Es decir, cuando un microorganismo se encuentra en un substrato con actividad de agua
menor que la que necesita, su crecimiento se detiene. Esta detencion del crecimiento no suele llevar
asociada la muerte del microorganismo, sino que éste se mantiene en condiciones de resistencia
durante un tiempo mas o menos largo. En el caso de las esporas, la fase de resistencia puede ser

considerada practicamente ilimitada (Abbey, et al., 1988).


http://www.monografias.com/trabajos2/mercambiario/mercambiario.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/elorigest/elorigest.shtml
http://www.monografias.com/trabajos16/lipidos/lipidos.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/problemadelagua/problemadelagua.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/presi/presi.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/nuevmicro/nuevmicro.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/problemadelagua/problemadelagua.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/tdequim/tdequim.shtml#REACC
http://www.monografias.com/trabajos5/enzimo/enzimo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/todorov/todorov.shtml#INTRO
http://www.monografias.com/trabajos10/restat/restat.shtml
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La gran mayoria de los microorganismos requiere valores de actividad de agua muy altos para
poder crecer. Los valores minimos de actividad para diferentes tipos de microorganismos son los
siguientes: bacterias aw>0.90, levaduras aw>0.85, hongos filamentosos aw>0.80 (Nguyen & Carlin,
1994).

La actividad de agua en alimentos culinarios deshidratados es <0.65 (Nguyen & Carlin, 1994).

En funcion de su tolerancia a ambientes con baja aw, los microorganismos que pueden crecer
en estas condiciones se clasifican en halotolerantes, hal6filos y xeréfilos segin toleren o requieran
condiciones salinas o hipersalinas, respectivamente (Lara, Nazario, Almeida, Pregnolatto & Rebocho,
1976).

La reduccion de la actividad de agua para limitar el crecimiento bacteriano tiene importancia
aplicada en industria alimentaria. La utilizacion de almibares, salmueras y salazones reduce la

actividad de agua del alimento para evitar su deterioro bacteriano (Penteado & Leita, 2004).

3. pH

Es un pardmetro critico en el crecimiento de microorganismos ya que cada tipo de
microorganismo tiene un rango de pH en el que puede vivir adecuadamente, fuera de este rango
muere. El pH intracelular es ligeramente superior al del medio que rodea las células ya que, en
muchos casos, la obtencion de energia metabolica depende de la existencia de una diferencia en la
concentracion de iones a ambos lados de la membrana citoplasmica (FDA, 1995; Hocking & Pitt,
1980).

El pH interno en la mayoria de los microorganismos esta en el rango de 6.0 a 8.0. Hay
microorganismos acidofilos que pueden vivir a pH=1.0 y otros alcal6filos que toleran pH=10.0. Hay
que considerar que, como consecuencia del metabolismo, el pH del medio de crecimiento suele tender
a bajar durante el cultivo. Por otra parte, la disminucion del pH del medio que producen ciertos
microorganismos les confiere una ventaja selectiva frente a otros competidores. Por todo ello es
importante el detalle del pH en los medios de cultivo y de las soluciones que estén relacionadas con

los microorganismos de interés (Richardson, 2004).


http://www.monografias.com/trabajos14/nuevmicro/nuevmicro.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/tole/tole.shtml
http://www.monografias.com/trabajos16/industria-ingenieria/industria-ingenieria.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/proteinas/proteinas.shtml
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E. Ciclo de crecimiento de los microorganismos

En un cultivo bacteriano en medio liquido o sélido, se pueden diferenciar cuatro fases en la

evolucion de los parametros que miden el crecimiento microbiano:

1. Fase lag o de adaptacion: Fase de adaptacion de las células a las nuevas condiciones del medio
de incubacion al que han sido transferidas. Las células no crecen inmediatamente sino después de
este tiempo de latencia. Las células son metabolicamente activas, se adaptan al medio y
eventualmente lo modifican. Para un mismo indculo, esta fase de latencia varia dependiendo del

medio al que se transfieren y de las condiciones de incubacion (Speck, 2002; Abbey, et al., 1988).

2. Fase exponencial o logaritmica: en ella la velocidad de crecimiento es maxima y el tiempo de
generacién es minimo. Durante esta fase las bacterias consumen los nutrientes del medio a velocidad
méaxima (Speck, 2002).

3. Fase estacionaria: en ella no se incrementa el nimero de bacterias (ni la masa u otros parametros
del cultivo). Las células en fase estacionaria desarrollan un metabolismo diferente al de la fase de
exponencial y durante ella se produce una acumulacién y liberacién de metabolitos secundarios que
pueden tener importancia en el curso de las infecciones o intoxicaciones producidas por bacterias. No
hay incremento neto del nimero de células, el nimero de células que se originan es igual al nimero

de las que mueren (Speck, 2002).

Los microorganismos pueden entrar en fase estacionaria porque se agota algin nutriente
esencial del medio, por la acumulacién de productos de desecho toxicos que provocan que el medio
sea inhospito para el crecimiento microbiano o por la presencia de competidores u otras células que

limiten su crecimiento (Nguyen & Carlin, 1994).

La fase estacionaria tiene gran importancia porque probablemente represente con mayor
fidelidad el estado metabdlico real de los microorganismos en muchos ambientes naturales (Abbey,
etal., 1988).


http://www.monografias.com/trabajos16/teoria-sintetica-darwin/teoria-sintetica-darwin.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/cinemat/cinemat2.shtml#TEORICO
http://www.monografias.com/trabajos12/elorigest/elorigest.shtml
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4. Fase de declinacién o muerte: se produce una reduccion del nimero de bacterias viables del
cultivo (Nguyen & Carlin, 1994).

Desde hace varias décadas se han buscado opciones para la optimizacion de los tiempos de
incubacion y se ha combinado este factor con otras condiciones con el fin de obtener resultados
confiables. Algunos han tenido éxito con reduccion de tiempos de incubacion de los microorganismos
de interés, mientras que otros no estan de acuerdo con esto por los hallazgos obtenidos al respecto
(Nguyen & Carlin, 1994).

A continuacidn, se describen algunos estudios relevantes relacionados con el tema de interés de

esta investigacion, todos ellos en el &mbito de microorganismos en alimentos:

El estudio més relacionado a este tema de investigacion fue el realizado por Priego, Medina y
Jordano (2000) en el que realizaron comparaciones de tiempos de incubacion en la misma placa
inoculada en diferentes horas de incubacién. La comparacion fue realizada en diferentes matrices de
alimentos, obteniendo una equivalencia de crecimiento de colonias de coliformes en Petrifilm® entre

las 10 y 14 horas de incubacion, contra las 24 horas de incubacion establecidas para este método.

Mossel (1970), realiz6 comparaciones de tiempos de incubacion en la revitalizacion de células
de Enterobacteriaceae dafiadas y subletales en alimentos deshidratados. Evidencio que la recuperacion
de este tipo de microorganismos en caldo triptona soya durante 1 a 6 horas es mas efectivo que en caldo

buferado con glucosa durante 24 horas.

Kafel (1977), determind mediante la combinacion de factores como medios de
enriguecimiento, tiempos, temperaturas y atmésferas de incubacién la eficacia en la recuperacion de
diferentes serovariedades de Salmonella de filtrado de carne. Los tiempos de incubacién utilizados
fueron de 24 y 48 horas. Encontrando ventajas estadisticamente significativas en los combinaciones

realizadas.

Rodriguez (1997), demostr6 en un estudio de B. cereus en leche en polvo reconstituida, que
se obtienen recuentos bacterianos similares al aumentar la temperatura de incubacion y disminuir el
tiempo de incubacion de la misma. Este es un estudio en el que la relacién temperatura - tiempo es

efectiva en la recuperacion microbioldgica de concentraciones conocidas de microorganismo.
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Korsten (1997), logré la optimizacion de crecimiento de B. subtillis bajo diferentes
condiciones de cultivo. El limite de tiempo de crecimiento esperado era de 24 a 72 horas,

obteniéndose resultados satisfactorios entre 32-48 horas de incubacion.

Penteado (2003), determina el crecimiento de Listeria monocytogenes en pulpa de melon,
sandia y papaya a diferentes tiempos y temperaturas de incubacidn, observandose tiempos de
generacién de Listeria en horas, dato interesante, por tratarse de un microorganismo de crecimiento

lento.

Cabrera (2005), realizé determinaciones con recuentos de hongos utilizando un medio de
cultivo con distintas actividades de agua, temperaturas y tiempos de incubacién. La evidencia que
encontraron en cuanto a recuentos fue nula, concluyendo que el Unico factor que vario fue el diametro

de las colonias aisladas de Aspergillus ochraceus, A. carbonarius y A. Niger.

D'Arrigo (2006), realizé la medicion indirecta de la distribucion de la fase Lag de células
individuales de Listeria inocua a partir de la medicién de la fase Log en caldos de enriquecimiento
de Listeria spp por medio de densidad Optica. En este estudio estresan a cantidades conocidas de
Listeria spp por medio de tratamiento térmico a diferentes tiempos. De lo cual se obtuvo mayor

tiempo Lag para células tratadas térmicamente a mayores temperaturas.
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IV. JUSTIFICACION

Para controlar la calidad higiénica de los alimentos es indispensable realizar recuentos de
microorganismos indicadores de higiene, ya que la calidad del producto final depende en la mayoria de

los casos de la carga microbiana presente en materias primas y en productos intermediarios.

La rapidez con la que se realicen estas determinaciones influye en la productividad y tiempo
de disponibilidad del producto terminado en el mercado, por lo cual, resultados en un periodo de
tiempo mas corto, ayudan a establecer un panorama de calidad microbioldgica de manera temprana,
influyendo directamente en la toma de decisiones sobre las posibles brechas en la higiene de algunas
de las fases de la cadena productiva, antes que el producto sea embalado y liberado al mercado.

Por tal razdn, este proyecto se propuso evaluar la disminucion de tiempo de incubacion de
microorganismos indicadores de higiene como microorganismos aerobios meséfilos y
Enterobacteriaceae a nivel interno y realizar comparaciones de los resultados logaritmicos obtenidos
mediante incubaciones de 16 horas contra los tiempos de incubacién establecidos, implementados y
validados por las normas internacionales, obteniendo asi resultados en periodos de tiempo mas cortos,
gue ayudan a establecer un panorama de calidad microbioldgica de manera temprana, para la toma de

decisiones a lo largo de la cadena de produccién.
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V. OBJETIVOS

A. General
Evaluar la reduccién de tiempo de incubacion a 16 horas para conteos de microorganismos
aerobios meséfilos y Enterobacteriaceae en analisis de aceptacién de materias primas, productos

intermediarios y terminados en una industria de alimentos culinarios deshidratados.

B. Especificos

Determinar que la poblacién microbiana de aerobios meséfilos incubados por 16 horas es equivalente
a los incubados por 48 horas a 37°C.

Determinar que la poblacion microbiana de Enterobacteriaceae incubados por 16 horas es
equivalente a los incubados por 24 horas a 37°C.
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VI. HIPOTESIS

Los recuentos de microorganismos aerobios meséfilos en 48 y 16 horas de incubacién a 37°C
brindan resultados equivalentes en términos logaritmicos de unidades formadoras de colonia

por gramo de alimento.

Los recuentos de Enterobacteriaceae a las 24 y 16 horas de incubacion a 37°C brindan
resultados equivalentes en términos logaritmicos de recuentos de unidades formadoras de

colonia por gramo de alimento.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y muestra

1. Universo

Alimentos culinarios deshidratados
2. Muestra
1,800 Materias primas, productos intermediarios (semielaborados) y productos terminados de una
industria de alimentos culinarios deshidratados.
B. Recursos

1. Humanos

a. Asesor
Lic. Ivo Mahelly Santizo Rodas Q.B.

b. Investigador

Br. Leslie Lima de Garcia

2. Institucionales
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Aseguramiento de la Calidad Nestlé situado en una

industria de alimentos culinarios deshidratados.

C. Materiales

1. Equipo de laboratorio

e Bafio Maria Labline modelo 18012 (46+/- 1°C)
¢ Incubadora Thermoscientific B6420 (37+/- 1°C)
e Autoclave Fedegari FVA

e Lector de Ampollas Attest Reader
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Estufa eléctrica Tramontina de dos hornillas

Equipo de desmineralizacion de agua de Osmosis inversa General Electric
Instrumento triturador de alimentos Seward 400 Circulator (Stomacher)
Instrumento de medicion de pH Mettler Toledo MP 120 (pHmetro)
Electrodo Mettler Toledo Inlab 410

Hornilla calefactora y agitadora con magnetos Lauda

Pipeta electronica 3M Electronic pipetor 11 100-5000 pL

Termometros digitales calibrados EBRO TFX 392 L

Termdmetros de méaximos para autoclave VWR (Josten, 2004)

2. Reactivos

Agar para recuento en placa (PCA, Plate Count Agar) Merck 105463.0500 (Marugg, 2006)
Agar Violeta Rojo Bilis Dextrosa (VRBD, Violet Red Bile Dextrose) Merck 110275.0500
(Campbell, 2012)

2,3,5-trifeniltetrazolium Merck 108380.0010 (Marugg, 2006)

Solucién Tampon pH 4 Trazable a NIST Merck 109435.4000

Solucién Tampén pH 7 Trazable a NIST Merck 109439.4000

Peptona de caseina Merck 107213.1000

Cloruro de sodio Merck 106404.1000

Hidrdxido de sodio (1mol/L) Merck 109137.4000

Ampollas Attest 1292 3M (control de esterilidad en autoclave) (Josten, 2004)

3. Instrumentos

Vasijas de acero inoxidable

Cucharas estériles de acero inoxidable

Tips 3M para pipeta electronica

Cajas de Petri plasticas y estériles de 15 x 100 mm

Mascarillas N95 3M (para polvos)

4. Cristaleria

e Pipetasde 2 mL
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e Pipetas de 10mL

e Beacker 25 mL

o Botellas de vidrio 1000 mL
o Botellas de vidrio 100 mL
e Tubos pyrex

5. Materiales de referencia

S. aureus ATCC 25923 B-SA10788-30-20 Bioball Single-shot

B. cereus ATCC 11778 B- BC7464-30-20 Bioball Single-shot

E.coli NCTC 12923 ATCC 8739 B-EC12923-30-20 Bioball Single-shot

S .abaetetuba NCTC 8244 ref 56041 B-SA8244-30-20 Bioball Single-shot
S. salford IMVS 1710 ref 56043 B-SS 1710-30-20 Bioball Single-shot

S. abony ACN5080 NCTC ref 56042 B-SA5080-30-20Bioball Single-shot
Masas patron Mettler Toledo tipo E2 de 2, 20 y 200 g (Richardson, 2002)

D. Métodos

La metodologia utilizada esta basada en las normas 1S0-4833:2013 para microorganismos
aerobios mesofilos e 1ISO-21528-2:2017 para Enterobacteriaceae con las modificaciones de la fabrica
de alimentos culinarios deshidratados (Marugg, 2006; Campbell, 2012). Se utiliz6 controles positivos
de cepas Bioball SingleShot (marca BioMeriéux) de los microorganismos de interés listados en la
seccion de materiales de referencia. Las muestras analizadas fueron productos terminados, materias

primas y productos intermediarios, es decir, mezclas semielaboradas antes de ser embaladas.
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1. Procedimiento de anélisis de microorganismos aerobios mesofilos

a. Elaboracién de medio de cultivo agar para conteo en placa (Caseina-peptona, Dextrosa,

extracto de levadura)

El medio de cultivo utilizado contiene los elementos listados en el anexo 2.

b. Preparacion

o Previo a realizar cualquier actividad de pesaje, se realizé el ajuste interno de la balanza. El
ajuste externo se realizé con las masas patrén tipo E2 de 2, 20 y 200 g (Richardson, 2002).

o Se utilizé mascarilla N95 3M (para polvos) para realizar el pesaje del medio de cultivo en polvo
como buena préactica de laboratorio (Achenson, 2015).

o Se suspendid 22.5 g de medio de cultivo en polvo por litro de agua desmineralizada (obtenida
por un sistema de 6smosis inversa).

o El polvo fue suspendido inicialmente en una tercera parte del total del agua a utilizar,
homogeneizando bien el medio y luego se agregé el resto del agua necesaria (Richardson,
2002).

o Se calent6 mezclando constantemente hasta disolver completamente.

o Se midié el pH del medio con el pHmetro con el electrodo con compensacion de temperatura
y se ajusté el pH cuando fue necesario (pH: 7.0 + 0.2 a 25°C.).

o Se sometid a proceso de esterilizacion por autoclave durante 15 minutos a 121°C.

o Como parte de los controles utilizados, se verifico la temperatura que alcanzaron los ciclos de
esterilizacion con un termémetro de autoclave y se colocé en el lector Attest Reader 3M la
ampolla Attest 1292 sometida al proceso de esterilizacion junto al medio de cultivo para
evidenciar después de 1 min — 3 horas que el proceso de esterilizacion fue efectivo (Josten,
2004).

o Al finalizar el ciclo de esterilizacion se colocaron los frascos que contenian el agar en el bafio
maria a 46+/-1 °C, temperatura a la que se utilizaron los mismos (Marugg, 2006).

o La temperatura del bafio maria fue verificada con los termémetros EBRO calibrados cada vez

que se usaba el equipo (Richardson, 2002).
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c. Rotulacién

° Para la rotulacion de las muestras, se ordenaron de la siguiente manera: productos terminados,
productos intermediarios y materias primas, para evitar contaminacion cruzada de la muestra
con menor carga bacteriana a la muestra con mayor carga bacteriana (Achenson, 2015).

. Se numeraron adecuadamente las muestras, correlacionando lo indicado en la etiqueta con la
descripcion de la solicitud de andlisis.

. Se rotularon las cajas de Petri previo a la siembra con los siguientes datos: fecha y hora de

siembra, medio de cultivo, nimero de muestra, y dilucion de la misma (Josten, 2004).

d. Pesaje y homogeneizacién

o Previo a realizar cualquier actividad de pesaje, se realizo el ajuste interno de la balanza y el
ajuste externo con las masas patron tipo E2 de 2, 10 y 100 g (Richardson, 2002).

o Se encendieron los mecheros Bunsen de boca ancha, para mayor flujo de gas y mayor didmetro
de area esteril alrededor del mismo.

o Se pesaron 10.00 gramos de alimento en 90.00 ml de diluyente precalentado a 37°C (dilucién
1:10). Se permitié que el producto se dispersara o re-hidratara en el diluyente a temperatura
ambiente sin agitacion (Blake, 2009).

o Después de un periodo de 30 minutos de remojo, se mezcld por inversion el producto en polvo
en la botella de dilucién o se coloc6 en el Stomacher el producto no pulverulento en bolsa

pléstica estéril por 1-2 minutos para homogeneizar el producto en el liquido (Blake, 2009).

e. Siembra

o Se homogeneizé de nuevo la muestra manualmente.

o Se tom6 1 ml de la muestra (1:10) a inocular dentro del lapso de 15 -30 minutos después de
remojada la muestra en el diluyente, para evitar proliferacion o inhibicidn bacteriana (Josten,
2004).

o Se coloc6 en un tubo con 9 ml de diluyente 1 ml de dilucién 1:10 y homogeneizadndose
posteriormente en vortex, (dilucion 1:100).

o Se colocd en un segundo tubo con 9 mL de diluyente 1 ml de la dilucion (1:100) para realizar
la dilucion 1:1000.
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o Luego de homogeneizar esta dltima dilucion en vortex se colocé 1 ml en la caja de Petri
rotulada (Josten, 2004).

o Se vertieron 10 ml de agar PCA a 46 +/- 1° C (Marugg, 2006).

o Se homogeneiz6 la muestra con el agar mezclando en forma circular realizando movimientos
circulares hacia la derecha e izquierda y movimientos rectos hacia arriba y hacia abajo en el
lugar en el que se dejo la placa (Josten, 2004).

o Se esperd a que solidificara la primera capa de agar con la muestra.

o Se vertieron entre 5- 10 ml de agar PCA en una segunda capa, para evitar colonias esparcidoras
(Marugg, 2006).

o Se dejo que solidificara esta segunda capa (Marugg, 2006).

f. Incubacion

Las placas se colocaron en la incubadora a 37° C (Marugg, 2006).

El méaximo de placas apiladas fue de 6 cajas para que la temperatura fuera homogénea (Marugg,
2006; Josten, 2004).

g. Lectura

° Las placas fueron leidas por primera vez a las 16 horas de incubacién con ayuda de la camara
de Quebec y en el caso que se considerd necesario del estereoscopio (Josten, 2004).

. Las colonias fueron marcadas con marcador indeleble alrededor de las mismas.

° Se regresaron las placas a la incubadora a 37°C hasta concluir con las 48 horas de incubacion
estandarizadas (Marugg, 2006).

° Las Unidades Formadoras de Colonias contadas en la primera y en la segunda lectura fueron
los datos que fueron alimentando la base de datos que generd los resultados del estudio, datos
de resultados obtenidos al final de la fase exponencial y al inicio de la fase estacionaria (Abbey,

etal., 1988; Nguyen & Carlin, 1994), por los resultados obtenidos.
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2. Procedimiento de andlisis de Enterobacteriaceae (EB)

a.

Elaboracién de medio de cultivo agar VRBD (Violeta Rojo Bilis Dextrosa)

El medio de cultivo utilizado contiene los elementos listados en el anexo 2.

b. Preparacién

Previo a realizar cualquier actividad de pesaje, se realizé el ajuste interno de la balanza y el
ajuste externo se realizé con las masas patrdn tipo E2 de 2, 20 y 200 g (Richardson, 2002).

Se utilizéd mascarilla N95 3M (para polvos) para realizar el pesaje del medio de cultivo en polvo
como buena préactica de laboratorio (Achenson, 2015).

Suspendié 39.5 g de medio de cultivo en polvo por litro de agua desmineralizada estéril
(obtenida por un sistema de 6smosis inversa y posterior esterilizacion en autoclave).

El polvo fue suspendido inicialmente en una tercera parte del total del agua a utilizar,
homogeneizando bien el medio y luego se agregé el resto del agua necesaria (Richardson,
2002).

Se calentd6 mezclando constantemente hasta disolver completamente.

No se permitio la ebullicion del medio por mas de dos minutos (Campbell, 2012).

Por recomendacién del fabricante este medio no se esteriliza por autoclave, ni se sobrecalienta
(a temperatura de ebullicién por mas de media hora) (Merck, 2005).

Se midié el pH del medio con el pHmetro con el electrodo con compensacion de temperatura
y se ajusté el pH cuando fue necesario (pH: 7.3 +0.2a25° C.).

El medio preparado mostraba coloracion rojo oscuro y apariencia traslucido (Campbell, 2012).
Se colocaron los frascos que contenian el agar en el bafio maria a 46+/-1 °C, temperatura a la
gue se utilizaron los mismos (Marugg, 2006).

La temperatura del bafio maria fue verificada en cada uso del equipo con los termémetros
EBRO calibrados (Richardson, 2002).

. Rotulacion

Para la rotulacion de las muestras, se ordenaron de la siguiente manera: productos terminados,
productos intermediarios y materias primas, para evitar contaminacion cruzada, de la muestra

con menor carga bacteriana a la muestra con mayor carga bacteriana (Achenson, 2015).
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) Se numeraron adecuadamente las muestras, correlacionando lo indicado en la etiqueta con la
descripcion de la solicitud de andlisis.
° Se rotularon las placas Petri previo a la siembra con los siguientes datos: fecha y hora de

siembra, medio de cultivo, nimero de muestra, y dilucion de la misma (Josten, 2004).

d. Pesaje y homogeneizacion

o Previo a realizar cualquier actividad de pesaje, se realiza el ajuste interno de la balanza y el
ajuste externo con las masas patrén tipo E2 de 2, 10 y 100 g (Richardson, 2002).

o Se encendieron los mecheros bunsen de boca ancha, para mayor flujo de gas y mayor diametro
de &rea estéril alrededor del mismo.

o Se pesaron 10.00 gramos de alimento en 90.00 ml de diluyente precalentado a 37°C (dilucion
1:10). Se permitié que el producto se dispersara o re-hidratara en el diluyente a temperatura
ambiente sin agitacion (Blake, 2009).

o Después de un periodo de 30 minutos de remojo, se mezcld por inversion el producto en polvo
en la botella de dilucidn o se coloco en el Stomacher el producto no pulverulento en bolsa
plastica estéril por 1-2 minutos para distribuir el producto en el liquido (Blake, 2009).

e. Siembra

o Se homogeneizé de nuevo la muestra manualmente.

o Se tom6 1 ml de la muestra (1:10) a inocular dentro del lapso de 15 -30 minutos después de
remojada la muestra en el diluyente, para evitar proliferacion o inhibicién bacteriana (Josten,
2004).

o Se colocd 1 ml en la caja de Petri rotulada (Campbell, 2012).

o Se vertieron 10 ml de agar VRBD a 46 +/- 1° C.

o Se homogeneiz6 la muestra con el agar mezclando en forma circular realizando movimientos
circulares hacia la derecha e izquierda y movimientos rectos hacia arriba y hacia abajo en el
lugar en el que se dejo placa (Josten, 2004).

o Se esperd a que solidificara la primera capa de agar con la muestra.

o Se vertieron entre 5- 10 ml de agar VRBG en una segunda capa, para evitar colonias
esparcidoras.

o Se dejo que solidificara esta segunda capa (Campbell, 2012).
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f. Incubacién

Las placas se colocaron en la incubadora a 37° C (Campbell, 2012).
o El méximo de placas apiladas fue de 6 cajas para que la temperatura fuera homogénea (Josten,
2004; Marugg, 2006).

g. Lectura

o Las placas fueron leidas por primera vez a las 16 horas de incubacion con ayuda de la cdmara
de Quebec y en el caso que se considerd necesario del estereoscopio (Josten, 2004).

o Las colonias fueron marcadas con marcador indeleble alrededor de las mismas.

o Se regresaron las placas a la incubadora a 37°C hasta concluir con las 24 horas de incubacion
estandarizadas (Campbell, 2012).

o Las Unidades Formadoras de Colonias contadas en la primera y en la segunda lectura fueron
los datos que fueron alimentando la base de datos que generé los resultados del estudio, datos
que estan comprendidos al final de la fase exponencial y al inicio de la fase estacionaria
(Abbey, et al., 1988; Nguyen & Carlin, 1994), por los resultados obtenidos.

3. Uso de controles positivos certificados y verificacion de desempefio de medios de cultivo

Los medios de cultivo PCA y VRBG, fueron inoculados como controles positivos en cada
serie de analisis del estudio con cepas cuantitativas BioBall Single-Shot de: S. aureus y B. cereus
para el conteo de microorganismos aerobios mesofilos; y las cepas de E. coli, Salmonella abaetetuba,
Salmonella salford y Salmonella abony para el conteo de Enterobacteriaceae, utilizando el método
tradicional de vertido en placa. Dentro de los certificados de calidad de las cepas incluye el tiempo
recomendado para la lectura de las mismas, que es de 14 a 24 horas de incubacion a 37°C, obteniendo

los mismos resultados en ambas lecturas.

Para la verificacion del desempefio de los medios de cultivo se baso en la metodologia de la
norma ISO/TS 111331 "Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines on preparation
and production of culture media con las modificaciones de la fabrica de alimentos culinarios
deshidratados (Debherges, 2006).
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E. Andlisis de datos

1. Disefo del estudio

Se realiz6 un estudio experimental con muestreo por conveniencia.

2. Tamanfo de la muestra

Basado en 1,800 muestras que incluyen: materias primas, productos intermediarios y

productos terminados.

3. Andlisis estadistico

La variable de interés fue la cantidad de Unidades Formadoras de Colonia por gramo (UFC/g)
de alimento medida a las 16 y 24 horas para Enterobacteriaceae y a las 16 y 48 horas para
microorganismos aerobios mesofilos, traducida a términos logaritmicos. Se realiz6 una prueba de
equivalencia entre las dos variaciones de la técnica. Como la variable es un recuento bacteriano, se
transformo la respuesta a logaritmo base 10. De igual manera se realiz6 la prueba “Z” para dos
poblaciones con un nivel de significancia: o= 0.01 y con un nivel p=0.01 (poder = 99%), a fin de
determinar si hay o no diferencia en las coincidencias de lectura en los intervalos de tiempos

establecidos en el estudio.
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A continuacién, se presentan las tablas y figuras de resultados obtenidos para ambos

parametros de medicién. En la tabla 1 se presenta la cantidad y porcentaje de categorias de muestras

analizadas, mostrando que los productos intermediarios (semi-elaborados) incluidos corresponden a

un 48% de las 1,853 muestras analizadas.

Tabla 1. Cantidad y porcentaje de muestras analizadas por categoria

Categoria Cantidad de %
muestras

Producto terminado 416 22

Productos intermediarios 883 48

Materia prima 554 30

Total de muestras analizadas 1,853 100

A. Resultados de conteo de microorganismos aerobios mesoéfilos en placa

En la tabla 2 se observa que el 73% de las muestras analizadas (1,315 muestras), para el

parametro de microorganismos aerobios mesofilos en placa, presenté 0 Unidades Formadoras de

Colonia por gramo (UFC/g) de diferencia entre ambos conteos, por lo tanto la diferencia entre

logaritmos del recuento a las 16 y 48 horas fue cero también. En el 27% restante se muestra la

frecuencia con la que tuvo diferencia logaritmica menor a un logaritmo entre las dos lecturas y todos

los casos fueron menor a un logaritmo.

Tabla 2. Diferencia logaritmica en categorias de 1,800 muestras analizadas para conteo de

microorganismos aerobios mesdfilos en placa

Diferencia LOG’ PT * Pl ** MP *** Total %
0.00 347 619 349 1315 73
0.01-0.10 39 189 111 329 18
0.11-0.20 18 24 21 63 3
0.21-0.30 19 23 18 60

0.31-0.50 2 1 30 33

Totales 415 856 529 1,853 100

‘LOG: Logaritmo base 10

*  PT: Producto terminado

** Pl: Productos intermediarios
*** MP: Materia prima
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En la tabla 3 se muestra el resumen estadistico de la prueba t para medias de dos muestras

emparejadas utilizando los resultados logaritmicos de microorganismos aerobios meséfilos.

Tabla 3. Resumen estadistico de recuento aerobio meséfilos a las 16 y 48 horas de incubacidn

Datos estadisticos 16 h 48 h
Media 3.30 3.33
Desviacion estandar 0.54 0.54

* Intervalo de confianza al 99% -0.036 — 0.026

En la tabla 4 se observa la Z de proporciones para el nUmero de acuerdos en conteo de
microorganismos aerobios mesdéfilos que indica que el 72% de los resultados son iguales, con una

hip6tesis nula de p=1.

Tabla 4. Z de proporciones para el nimero de acuerdos en conteo de microorganismos aerobios

mesofilos
Proporcion 0.72
% 72
n (Cantidad de muestras) 1800
Ho- p=1.0

* Ho: Hipotesis nula
En la tabla 5 se muestra la inferencia sobre una proporcion en conteo de microorganismos
aerobios mesofilos en placa en la que se contrastan el 100 % de los resultados, evidenciandose

nuevamente un 72% de resultados iguales, en un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 5. Inferencia sobre una proporcién de microorganismos aerobios mesoéfilos en placa

Ndmero de casos

1296
Tamarfio de muestra
1800
Valor a contrastar
100 %

Nivel de confianza
99 %
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A. Resultados de conteo de Enterobacteriaceae en placa
Para el pardmetro de conteo de colonias de Enterobacteriaceae el 100 % de las muestras
analizadas (1,800), presentd 0 Unidades Formadoras de colonia por gramo (UFC/g) de diferencia, por

lo tanto entre logaritmos del recuento a las 16 y 24 horas también fue cero.

En la tabla 6 se muestra el resumen estadistico de la prueba t para medias de dos muestras

emparejadas tomando en cuenta los resultados en LOG de determinacion de Enterobacteriaceae.

Tabla 6. Resumen estadistico de recuento de Enterobacteriaceae a las 16 y 24 horas de incubacién

Datos estadisticos 16 h 48 h
Media 0.045 0.045
Desviacion estandar 0.30 0.30

* Intervalo de confianza a 1 99% -0.0 - 0.0

En la tabla 7 se observa la Z de proporciones para el nimero de acuerdos en conteo de
Enterobacteriaceae que indica que el 100% de los resultados son iguales, con una hipétesis nula de

p=1.0.

Tabla 7. Z de proporciones para el nimero de acuerdos en determinacion de Enterobacteriaceae

Proporcién 1.0
% 100
n (Cantidad de muestras) 1800
Ho- p=1.0

* Ho: Hipotesis nula

En la tabla 8 se observa la inferencia sobre una proporcién en conteo de Enterobacteriaceae

en la que se evidencia que el 100% de los resultados son iguales.

Tabla 8. Inferencia sobre una proporcion de determinacion de Enterobacteriaceae

NuUmero de casos 1800
Tamafo de muestra 1800
Valor a contrastar 100 %

Nivel de confianza 99 %
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo de este estudio era evidenciar que no existe diferencia significativa en los recuentos
microbioldgicos en tiempos estandarizados y tiempos reducidos. Las pruebas t de Student y la prueba
de proporciones, indican que para la metodologia de Enterobacteriaceae (p=1.0), tanto la prueba t de
Student como la prueba de proporciones indican que no existe diferencia entre los recuentos a los
tiempos analizados. Para el parametro de microorganismos aerobios meséfilos, el 73% de los
resultados son iguales y el 27% son equivalentes (diferencia <0.5 LOG (UFC/g) y el limite aceptable
de equivalencias microbioldgicas es hasta 1 LOG(UFC/g) (Blake, 2009).

Dentro de las ventajas detectadas en la realizacion de lecturas y recuentos a menores tiempos
de incubacion para los microorganismos indicadores de higiene, es que se realizaron conteos en placa
de forma evidente, aun en los casos que hubo presencia de colonias esparcidoras, debido al menor

didmetro de crecimiento de las colonias.

Se confirmd en términos microbioldgicos, que la poblacién microbiana incubada a 16 horas
es equivalente a la poblacion de 48 horas de incubacion, para microorganismos aerobios mesofilos,
asi como las poblaciones microbianas de 16 y 24 horas de incubacion de Enterobacteriaceae son
equivalentes, resultados similares a los obtenidos por Priego, et al. (2000) en sus evaluaciones entre
las 10 y 14 horas de incubacion en comparacion a las 24 horas estandarizadas para su microorganismo

de interés.

Vale enfatizar que las especificaciones microbiolégicas de este tipo de culinarios
deshidratados, que requieren coccion, poseen rangos bastante amplios, en general, en muestreos de 5
unidades (n=5) se aceptan 3 (C=3) que se encuentran en rangos de 10,000 (m) a 100,000 (M) UFC/g,
es decir, logaritmos 4 y 5, por lo tanto la diferencia que se observa entre un resultado de aerobios
mesofilos de 10,500 UFC/g (4.02 LOG) a las 16 horas de tiempo de incubacién y por ejemplo 12,300
UFC/g (4.08 LOG) a las 48 horas de incubacion, no tiene diferencia significativa y ambos resultados

se encuentran dentro de especificaciones (Blake, 2009).

Por lo expuesto anteriormente se recomienda disminuir el tiempo de incubacién para ambos
indicadores de higiene dentro de la rutina analitica de la fabricacion de culinarios deshidratados para

optimizar el tiempo de disponibilidad de los insumos dentro de toda la cadena de produccion.
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X. CONCLUSIONES

1. Las poblaciones de microorganismos aerébios meséfilos en 48 y 16 horas de incubacion a

37°C brindan resultados equivalentes en términos logaritmicos.

2. Las poblaciones de Enterobacteriaceae a las 24 y 16 horas de incubacién a 37°C brindan

resultados iguales en términos logaritmicos.

3. La utilizacion de recuentos microbiol6gicos de indicadores de higiene luego de 16 horas de
incubacion es equivalente a los datos obtenidos en tiempos estandarizados para la evaluacion
microbioldgica en analisis de aceptacion/liberacion de materia primas, productos

intermediarios y productos terminados en la industria de alimentos culinarios deshidratados.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Realizar la evaluacion de reduccion de tiempos de incubacion con metodologias alternativas
como Petrifilm® o Compact Dry®, ya que estas ofrecen entre otras ventajas, el ahorro de
tiempo por preparacion de medios de cultivo, menor espacio de almacenamiento de las placas

antes y durante el analisis, asi como menor volumen de residuos.

2. Realizar la evaluacién de reduccién de tiempos de incubacién en matrices como lacteos, café,

confiteria, entre otros, con los indicadores de higiene que apliquen segun la matriz.

3. Implementar dentro de la rutina analitica de la fabricacion de culinarios deshidratados, la
reduccién de tiempo de incubacion, para liberar en menor tiempo los resultados y asi

optimizar los tiempos de disposicion de productos terminados.
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XI1. ANEXOS

Anexo 1. Normativas aplicables a productos culinarios deshidratados (Blake, 2009)
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Anexo 2. Informacidén sobre los medios de cultivo utilizados en el estudio

Plate count agar (Casein-peptone Dextrose Extracto de levadura)

Este medio de cultivo no contiene inhibidores o indicadores. La composicion de este medio
cumple con el Estandar Métodos para examinar aguas y con Estandar Métodos para examinar
productos alimenticios (Merck, 2005).

Composicion tipica (gramo/litro)
Peptona de caseina 5.0
Extracto de levadura 25

D (+) glucosa 1.0
Agar-agar 14.0.

VRBD (Violet Red Bile Dextrose) Agar

Agar selectivo propuesto por MOSSEL et al. (1962, 1963) para el aislamiento y enumeracion

de todas las especies de Enterobacteriaceae en alimentos.

Este medio cumple con las recomendaciones de Organizacion de Estandarizacion
Internacional (ISO) (1977) y el ministerio de salud Alemana (Bundesminister fir das
Gesundheitswesen) (1967) y muy conforme con la Farmacopea Il Europea.. HECHELMANN et al.
(1973) obtuvieron Buenos resultados con este medio de cultivo. ElI medio también cumple con las
recomendaciones alemanas (Merck, 2005).

Modo de accion

El cristal violeta y las sales biliares inhiben a la microbiota contaminante. La degradacion de la
glucosa es acompariada por la produccion de acido que es indicado en el cambio de color a rojo y por
las zonas de precipitacion de los acidos biliares que rodean las colonias. Todas las

Enterobacteriaceae son detectadas al degradar la glucosa y producir &cido (Merck, 2005).



Composicion tipica

(gramol/litro)

Peptona de carne
Extracto de levadura
Cloruro de sodio

D (+) glucosa

Mezcla de sales biliares
Rojo neutro

Cristal violeta

Agar agar

40

7.0

3.0

5.0

10.0

1.5

0.03

0.002

13.0
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