ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE TECNICAS DE RECUENTO EN PLACA
TRADICIONAL Y PLACAS 3M™ PETRIFILM ™ PARA LA ENUMERACION DE
MOHOS Y LEVADURAS EN MATRICES ALIMENTARIAS

ANGIE ELIANA REYES NUNEZ

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
PAMPLONA
2020



ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE TECNICAS DE RECUENTO EN PLACA
TRADICIONAL Y PLACAS 3M™ PETRIFILM ™ PARA LA ENUMERACION DE
MOHOS Y LEVADURAS EN MATRICES ALIMENTARIAS

ANGIE ELIANA REYES NUNEZ

TRABAJO DE GRADO
Presentado como requisito para optar por el titulo de
MICROBIOLOGO

TUTORES:

FANNY HERRERA ARIAS
DOCENTE, UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
LAURA GUERRA GONZALEZ
CORDINADORA DE LABORATORIO
KEYNER YOWANIS CERVANTES
ANALISTA LIDER MICRBIOLOGIA

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
PAMPLONA
2020

2



Nota de aceptacion:

Presidente del jurado

Jurado

Jurado

Pamplona, 15 de Diciembre 2020.



AGRADECIMIENTOS
A Dios,

Porque aunque largo sea el camino sus promesas son verdaderas, porque sus
planes son perfectos, porque su misericordia y su amor se renuevan cada dia y él
cumplird su propadsito en mi.

A mis padres,

Por su apoyo incondicional, por su amor infinito, por su entrega, por nunca dudar y
siempre confiar en mi y por ser un ejemplo a seguir. Mil gracias.

A mis tutores,

Fanny Herrera, Laura Guerra y Keyner Cervantes, gracias por su apoyo y guia para
la realizacion de este trabajo y acompafiamiento durante el tiempo de pasantias, mil
gracias por hacer parte de mi formacién como profesional y por cada dia ensefiarme
cosas nuevas.

A mis compafieras,

Kelly Mindiola, Nini Ortiz, Julieth Moya y Alexandra Lopez, muchas gracias por toda
Su paciencia, por todas sus ensefianzas y por brindarme su amistad, confianza y
apoyo en esta etapa de mi formacién profesional.



TABLA DE CONTENIDO

Péag.

O [ 0] 4 oo [F o o [o ] o KNP PUTPT O 10
2. ODJEUIVOS .o 12
2.1 ODJEtiVO QENETAL... ..o 12
2.2 ObjetivOS €SPECITICOS. .. ..uuuiiiiiiiieiii it 12

3. Justificacion y planteamiento del problema ..., 13
4, Marco refEreNCIal .....cocuuiiiiiiiiie e 15
o Y= T{olo i (=T o ] (o o RO TR PPPPPPPPPPPPR 15
e It R 0 o [0S PP 15
4.1.1.1 Generalidades ..........ccccuuiiiiiiiiiiiie e 15
4.1.2 Métodos de deteccion de mohos y levaduras. .........cccccceeeeviiiinnnne. 16
4.1.2.1 Enumeracion o recuento en placa .........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiie e, 16
4.1.2.2 Enumeracion en placas 3M™ Petrifilm™. ... 17
4.1.2.3 Otros métodos de deteCCiOn. .........ccueeeeeeieeeiiiiiiiiiiiieeee e 17
4.1.3. Exigencias gubernamentales.............cccovvvuiiiiiieee e 17
4.1.4 Estudio de comparacion de MEtodos ............ceevviiiiviiiiiieeeeeneiiiieee 18
4.1.4.1 Estudio de comparacion de Metodos ...........coovvcuvriiiieeeeeenniiiiinne. 18
4.1.4.1.1 Medicion del sesgo (E-bias) ........cccccviiiiiiiieiiiieccee e 18
4.1.4.1.2 Analisis de regresion lineal............ccccccceeiiiiiiiiiiiiiiie e, 18
4.1.4.1.3 Prueba FiSNer ..........ooiiiiiiiiiiiie e 18

2 I AV - T = Tox o o PR RUT 18
4.2 ANTECEUBNTES ...ttt e e e eeees 19
4.3 MArCO [€Qal ....ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 21

5. MetodOIOGIa .uuvuiei e 23
5.1 SeleCCiOn d€ MUESHIAS .......ceiiiiiiiiiiiiiiiee e 23
5.2 Preparacion del iINOCUIO ...........coooviiiiiiiiiieieeeeeeecee e 23
5.3 Preparacion y acondicionamiento de las muestras..............occccvvvveeeennn. 23
5.4 Inoculacion y siembra de las matrices alimentarias...........cc.ccccceeeeeenn. 24



5.5 ANAIISIS @StATIStICO ..oeneeeee e e 25

5.5.1 Medicion del seSgo (EBIAS) .........ceeiiiieeiiiiiiiiiiii e 25
5.5.2 Analisis de regresion lINeal ............cccuveiiiiiiiiiiiiiie e 26
5.5.3PIUEDA F ...ooeiiiiiieeeee s 27
6. Resultados ¥ @n@liSIS .....uuiiiiiie i 28
6.1 RESUIAAOS ... 28

6.1.1 Evaluacion de la eficiencia de placas 3M™ Petrifim™ RYM® para el
ANANISIS € 1EVAAUIAS ........oeiiiiiiiiie e 28

6.1.2 Evaluacioén de la eficiencia de placas 3M™ Petrifilm™ RYM® para el
ANAlISIS A& MONOS.....ccc oo 31

6.1.3 Comparativa del método de recuento en placa entre medios de cultivo
tradicionales y placas 3M™ Petrifilm™ RYM® para la enumeracion de mohos y
oY= o 1] TN 34

6.1.4 Gastos econdmicos relacionados al uso de los medios de cultivo

tradicionales y SM™ Petrifilm™ RYM® ........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 36
6.2 ANAISIS de reSUIAdOS .........ooiiiiiiiiiiieei e 38

7. CONCIUSIONES ..ot e e e e e 43
8. RECOMENUACIONES ... 44
9. Referencias bibliograficas........ccccoviiiii i 45
L0, AN XS it e e e e e e ennne 49



LISTA DE TABLAS

Pag.
Tabla 1. Muestras y medios de siembra correspondientes.........ccccccvvvvvvveeeveennnnn. 23
Tabla 2. Promedios de Recuento en placa del método de referencia y método
alternativo para IeVadUIAS .........ccooeeeiiiiieece e 27
Tabla 3. Prueba F del método de referencia (YGC) y método alternativo para la
enuMeracion de [eVadUIas ..........ooooeie i 28
Tabla 4. Recuentos de levaduras en los puntos de analisis ...........ccccceeeeeeeeeennnns 28
Tabla 5. Analisis de regresion para recuento de levaduras .............cccceevvvvvvvnnnnnn. 29

Tabla 6. Calculo E-bias para las placas Petrifilm en el recuento de levaduras..... 30

Tabla 7. Promedios de Recuento en placa del método de referencia y método

alternativo Para MONOS .........uviiiiii e e e e 30
Tabla 8. Prueba F del método de referencia (YGC) y método alternativo para la
eNUMEracion d€ MONOS ........cooe i 31
Tabla 9. Recuentos de mohos en los puntos de analiSiS .............ooccvvvvieeeeneennnnns 32
Tabla 10. Analisis de regresion para recuento de levaduras ..............cccoevevvvvnnnnn. 32
Tabla 11. Calculo E-bias para las placas Petrifilm en el recuento de mohos........ 33

Tabla 12. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
para la enumeracion de MONOS ........c.coiiiiiiiiiee e e eeaanns 34

Tabla 13. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
para la enumeracion de 1evaduras ...............uiiiiiie e iieeecce e 34

Tabla 14. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
(YGC) para la enumeracion de MONOS..........ooiiiiiiiiiiiiee e 35

Tabla 15. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
(YGC) para la enumeracion de 1evaduras .............coooevvviiiiiiieieee e, 35

Tabla 16. Estudio comparativo de costos de metodologia referenciada en la norma
nacional y el medio de cultivo ara el método alternativo YCG y placas 3M™
Petrifilm™ RYM® ... ssasssassssnssssnnsnsnnnnsnnne 36

Tabla 17. Analisis de costo entre el analisis utilizando medio de cultivo tradicional y
placas 3AM™ Petrifilm™ RYM® ..........ccooriiiiiiiiiiee e e e e eeeeees 37



LISTA DE GRAFICOS

Péag.
Grafica 1. Curva de regresion lineal para el recuento de levaduras..................... 29
Gréfico 2. Curva de regresion lineal para el recuento de mohos...........cccc.......... 32

Grafica 3. Diagrama de barras para la comparacion de recuentos entre método
de referencia y método alternativo con placas 3M™ Petrifim™ RYM® .............. 39

Grafica 4. Diagrama de barras para la comparacion de recuentos entre método de
referencia y método alternativo con placas tradicionales de YGC ........................ 39



LISTA DE ANEXOS

Pag.
Anexo 1. Datos crudos del analisis comparativo ...............uceeiiiieeeeiieeiiiiiieneeeeean, 49
Anexo 2. Recuento de la escala McFarland ..............cccooviiiiiiicec e 50
Anexo 3. Analisis microbioldgico inicial. ..............ceeiiiiieiiiiiiii e 50



1. Introduccién

La industria de la produccion de alimentos y bebidas es uno de los sectores
econdmicos de mayor potencial; sin embargo estos pueden presentar un riesgo para
la salud publica debido a la presencia de microorganismos en este tipo de
productos. Los microrganismos pueden desencadenar casos peligrosos de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETASs), debido a la contaminacién de
estos y, por lo tanto, no deben estar presentes en la matriz de interés no debe
superarse un numero especifico (Chulze, 2017).

Un grupo microbiano importante causante de efectos adversos en los alimentos son
los mohos y las levaduras. Estos microorganismos poseen amplias condiciones de
crecimiento aunque la mayoria de las levaduras y mohos son aerobios obligados, el
requerimiento de pH para el crecimiento es amplio, estos pueden crecer entre un
pH 2 y un pH superior a 9, el rango de temperatura de crecimiento oscila entre 10-
35 ° C, con algunas especies capaces de crecer a temperaturas superiores e
inferiores. Los requisitos de actividad del agua (aw) de los mohos son relativamente
bajos, la mayoria de las especies pueden crecer con un aw de 0,85; sin embargo las
levaduras requieren de una mayor actividad. Una caracteristica importante de este
grupo microbiano es la produccién de micotoxinas, debido a que son metabolitos
gue dificilmente se destruyen y pueden permanecer en el alimento teniendo efectos
adversos sobre la salud del consumidor (FDA, 2001).

Los laboratorios de analisis generalmente dedican sus actividades al control de
calidad de medicamentos, alimentos, cosméticos y afines, que con los resultados
generados apoya a sus clientes en la comercializacion nacional e internacional en
el cumplimiento de los requisitos legales y en la certificacion de productos. En este
sentido, los laboratorios dedicados a este tipo de labor ofrecen diferentes tipos de
analisis, dentro de los cuales se ofertan los analisis microbiolégicos, que son
fundamentales para determinar factores como: higiene, focos de contaminacion e
inocuidad del producto. Uno de andlisis mas comunes es la enumeracion de mohos
y levaduras regidas por las normas ISO 21527-1 e ISO 21527-2 y la norma técnica
Colombiana (NTC) 5698 — 1 y 5698 — 2.

Los pardmetros normativos establecen que la enumeracion de colonias para mohos
y levaduras debe llevarse a cabo de acuerdo con la actividad del agua del alimento
a analizar asi mismo, se fijan los medios de cultivos correspondientes para el
andlisis. Los medios de cultivo establecidos en las normas anteriormente
mencionadas son: Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) y Dicloran-
glicerol (DG18) no obstante, estos presentan algunos inconvenientes en su
implementacion debido a sus costos elevados y gastos adicionales por el desecho
de los mismos, por tal razon el uso de medios como extracto de levadura, glucosa-
Clorafenicol (YGC) da solucion a los inconvenientes anteriormente mencionados,
ademas que permite recuperar satisfactoriamente las células viables presentes en
los alimentos, dando como efecto la obtencion de resultados viables, veraces y
oportunos, eliminando inconvenientes mostrados por los medios sugeridos en la
norma (1ISO 2008).
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En los dltimos afios en la industria se han desarrollado diferentes métodos de
analisis para el recuento facil, rapido y eficaz de microorganismos dando lugar a
alternativas viables que generan resultados veraces y oportunos. Entre los métodos
podemos encontrar las placas 3M™ Petrifilm™ que consisten en placas de recuento
listas para usar disminuyendo la laboriosidad en el andlisis, aumentando la
productividad, disminuyendo costos en el uso de medios de cultivo y generando
resultados confiables en el andlisis de alimentos. Estos métodos de recuento rapido
se han venido generando principalmente por la demanda y exigencias actuales en
las industrias como las industrias productoras de alimentos, en la que se vela por
garantizar la calidad e inocuidad de estos Yy proteger la salud del consumidor (3M
FOOD SAFETY, 2016).

Los laboratorios de andlisis dentro de los protocolos de recuento para mohos y
levaduras establecen el uso de agar YGC y placas 3M™ Petrifilm™ RYM® aunque
no es lo determinado en la normativa, los laboratorios garantizan su proceso
operacional, asegurando la confiabilidad de sus resultados a través de estudios
comparativos que permitan la verificacion de estos. Dando lugar a resultados
eficientes, asertivos, confiables y de calidad, eliminando los inconvenientes ya
mencionados y brindando nuevas alternativas de analisis a sus clientes.

La industria ha ido evolucionando a fin de cumplir y satisfacer las necesidades del
consumidor; sin embargo, las metodologias empleadas para llevar a cabo los
andlisis microbiolégicos deben cumplir con criterios que permitan garantizar la
veracidad de los resultados. Por ende, el objetivo del presente estudio fue realizar
un andlisis comparativo del método horizontal para el recuento en placa de mohos
y levaduras en matrices alimentarias utilizando diferentes medios de cultivo y
placas 3M™ Petrifilm™ RYM®, esto con el fin de garantizar que el uso de métodos
alternativos como las placas de agar YGC y placas 3M™ Petrifim™ RYM®
cumplen a cabalidad con el propésito del analisis, asi mismo este tipo de estudios
abre paso a generar nuevas alternativas para el analisis de microrganismos que
permitan obtener resultados rapidos, veraces y oportunos, de una forma mas
asequible y permitiendo al sector productor garantizar la calidad tanto de sus
productos, como materias primas, ademas de la calidad microbiolégica de sus
procesos, tomar acciones correctivas para ofrecer al consumidor un alimento seguro
y cumplir con los requisitos legales cada vez méas exigentes.
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2. OBJETIVOS.
2.1. Objetivo general:

e Comparar técnicas de recuento en placa tradicional y placas 3M™ Petrifilm™
RYM® para la enumeracion de mohos y levaduras en matrices alimentarias.

2.2. Objetivos especificos:

e Evaluar la eficiencia de placas 3M™ Petrifilm™ RYM® para el recuento de
mohos y levaduras en alimentos.

e Establecer diferencias entre la capacidad de recuperacion de los medios de
cultivo tradicionales y las placas 3M™ Petrifilm™ RYM® para el analisis
mohos y levaduras en alimentos.

e Determinar la viabilidad econdmica de la implementacion de placas 3M™
Petriflm™ RYM® para la enumeracion de mohos y levaduras en alimentos.

12



3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las estrategias de procesamiento, envasado y formulacién de alimentos
generalmente estan disefiadas para inhibir el desarrollo de microorganismos que
puedan contaminar, degradar o alterar los alimentos. Algunas de estas estrategias
son: cambios en el pH, temperaturas de almacenamiento, reduccién de oxigeno o
reduccion de la aw. Sin embargo existen microorganismos capaces de superar estas
barreras y continuar con su propagacion. Un grupo importante causante de
contaminacion son los mohos y las levaduras, los cuales presentan una alta
capacidad de adaptacion a diferentes ambientes. Adicionalmente, los mohos y las
levaduras pueden producir micotoxinas capaces de afectar tanto a humanos como
a animales de abasto causando enfermedades de tipo cronico y pérdidas
econOmicas al sector ganadero y agricola (Snyder & Worobo, 2018).

El constante desarrollo de la industria de alimentos y la capacidad que tienen los
grupos microbianos para crecer y proliferarse en estos, ha dirigido a este sector
productivo a buscar alternativas de analisis que permitan obtener resultados mas
rapidos, coherentes, precisos y a su vez, cumplir las exigencias normativas de
higiene y seguridad alimentaria que cada dia se hacen més estrictas. Generalmente
el analisis de mohos y levaduras en alimentos es una labor que requiere una gran
cantidad de tiempo y material; asi mismo, los medios de cultivo requeridos para el
analisis como son el DG18 y DRBC presentan inconvenientes como: costos
elevados, crecimientos escasos del microorganismo de interés debido a la
presencia de inhibidores, suplementos adicionales y sustancias cancerigenas
(Hamilton, 2020). Por ende, en la actualidad la industria de alimentos busca
implementar metodologias para el analisis microbioldgico que faciliten la obtencién
de resultados, metodologias econdmicas, faciles y sencillas de cuantificar.
Adicionalmente, estas metodologias deben ayudar a agilizar los procesos de
verificacion en la produccién de alimentos garantizando la salud del consumidor a
través de la inocuidad de los productos.

En el mercado existen metodologias alternas capaces de ofrecer solucion a los
inconvenientes presentados por las metodologias tradicionales de recuento;
algunas de estas son el uso de otros medios de cultivo como en el YGC y por otro
lado el uso placas 3M™ Petrifim™ RYM® para el andlisis microbioldgico de mohos
y levaduras. Potencialmente las placas de 3M™ Petriflm™ permite obtener
resultados rapidos, precisos y econémicos, ya que disminuye el uso de materiales
como cajas y medios de cultivo, ademas de que evita el uso de instrumentos como
autoclaves que generan gastos de energia y agua (3M FOOD SAFETY, 2016).

Por ende, surge la necesidad de realizar un estudio comparativo entre placas de
Petriflm™ y el recuento tradicional utilizando diferentes medios de cultivo,
estableciendo ventajas de la enumeracion empleando estas placas listas para el
recuento, permitiendo una metodologia alternativa para la enumeracion de mohos
y levaduras de una forma rapida, consistente y eficaz, ademas de econémico (3M
FOOD SAFETY, 2016). De modo que, si las placas 3M™ Petrifim™ RYM® tienen
la capacidad de recuperar el mismo nimero de células viables que los medios
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utilizados tradicionalmente, ¢seran estas apropiadas para el andlisis de mohos y
levaduras en matrices alimentarias?

El estudio de estas alternativas de analisis es de vital importancia para generar
metodologias econOmicas y viables, que garanticen a los usuarios resultados
confiables, veraces y oportunos, ademas que permitan a las empresas de la
industria alimentaria tomar de decisiones y acciones correctivas en los procesos de
produccion y que mas empresas puedan realizar este tipo de anadlisis a sus
productos; asi mismo permite a laboratorios dedicados al andlisis continuar con este
tipo de examen y seguir brindando un servicio de calidad. Esto a su vez tendria un
impacto en la salud publica ya que se garantiza la comercializacion y distribucion de
alimentos dentro de los parametros normativos microbioldgicos, evitando casos de
enfermedades transmitidas por alimentos y un colapso en el sistema de salud
publica. La presente investigacidon abriria paso a consideracion de nuevas
metodologias igual de viables para ser aplicadas a las normativas nacionales e
internacionales de recuento microbiano, lo cual representaria un aumento de las
alternativas con las que contarian los laboratorios de referencia y laboratorios
académicos para aplicar analisis microbioldgicos.
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4. MARCO REFERENCIAL
4.1 MARCO TEORICO.
4.1.1 Hongos
4.1.1.1 Generalidades

Los hongos son organismos eucariotas que poseen al menos un nucleo, membrana
celular, reticulo endopldsmico, mitocondrias y un aparato secretor. En la actualidad
se han descrito mas de 70.000 especies de hongos; sin embargo se estima que
existen 1,5 millones de especies. Los hongos pueden ser aerobios obligados o
facultativos, son capaces de degradar una amplia variedad de sustratos organicos
en nutrientes solubles que son absorbidos e integrados a la célula. Ademas, los
hongos pueden ser unicelulares o pluricelulares, de paredes rigidas y se reproducen
de formas sexuales, asexuales o ambas. Los hongos comparten con los animales
la capacidad de exportar enzimas hidroliticas que descomponen los biopolimeros,
que pueden absorberse para la nutricion (Estrada &Ramirez, 2019).

Los hongos cuentan con una pared celular conformada por polisacaridos, poli
péptidos y quitina de consistencia rigida, a través de la cual pasan sustancias
simples y solubles, producto de la accidon enzimética externa. La pared celular en
los hongos tiene gran plasticidad, controla la permeabilidad celular y protege a la
célula de cambios osmoticos (Blackwell, et al, 2012).

La forma en la que crecen los hongos depende de la cantidad y disposicién de la
macro vesiculas y micro vesiculas; es decir, si se conectan en un punto originan
una hifay si se distribuyen en forma homogénea en la periferia origina una levadura.
En este sentido, los hongos pueden ser macroscopicos o microscopicos; los hongos
macroscopicos estan formados por agregaciones miceliales formando cuerpos
fructiferos o carpoforos, donde se localizan las estructuras de reproduccion sexual.
Una caracteristica importante de los hongos filamentosos es la produccién de
esporas, que permite que los organismos sobrevivan como células resistentes
durante periodos en los que las condiciones del medio no son propicias para el
crecimiento. Las esporas de los hongos pueden liberarse activa o pasivamente para
su dispersion mediante varios métodos eficaces (Estrada & Ramirez, 2019).

Este grupo microbiano generalmente se diferencia en mohos y levaduras. Los
hongos filamentosos 0 mohos poseen un soma vegetativo similar al de las plantas;
consta de filamentos microscépicos continuos mas o menos alargados y ramificados
que tienen paredes celulares definidas. Los mohos son heterétrofos, se alimentan
de otros organismos. Los mohos tienen cuerpos filamentosos que penetran el suelo,
desechos animales o los cuerpos vivos 0 muertos de plantas y animales. La
morfologia de los mohos no es fija, ya que algunos son dimorficos, pueden adoptar
una morfologia de levadura dependiendo de las condiciones ambientales; en otros
el micelio de los mohos estad constituido por células que contienen uno o dos
nacleos; otros tienen micelio cenocitico, con muchos nucleos y esta integrado por
una célula multinucleada continua y tubular que puede o no ramificarse, también el
micelio puede presentar septos y es tabicado. Por otro lado, las levaduras son
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grupo heterogéneo de hongos microscopicos, las levaduras son hongos
unicelulares, poseen morfologia esférica o eliptica y miden de 3-10 mm de longitud.
Muchas levaduras en determinadas circunstancias y dependiendo de la especie
pueden producir hifas y seudohifas; asi mismo su distincion con los hongos
filamentosos es muy subjetiva porque existen formas intermedias entre levaduras y
hongos superiores tipicos (Estrada&Ramirez, 2019). Las levaduras se reproducen
tanto sexual como asexualmente, esta ultima es mas comun. En la reproduccion
sexual, una sola célula de levadura sufre meiosis y produce esporas
haploides; estas esporas pueden recombinarse con otras esporas haploides,
produciendo una célula diploide, el estado “normal” de la levadura. La reproduccion
asexual es el resultado de la mitosis en la que la célula simplemente produce otra
copia de si misma; esto se llama gemaciéon (MicroPop, 2012).

Los mohos y las levaduras tienen la capacidad de crecer en un amplio rango de
temperatura presentando un mejor desarrollo entre los 25-30°C, su requerimiento
de pH se encuentra entre 2 y 9, los requerimientos de humedad de este grupo
microbiano son bajos y pueden crecer a una actividad de agua menor o igual a 0,85.
Las levaduras generalmente presentan crecimientos a las 24 o 36 horas después
de su incubacion, mientras que los mohos crecen mas lentamente después de su
inoculacion en el medio tomando hasta 5 dias para su crecimiento. Las levaduras
pueden producir energia convirtiendo los carbohidratos en alcohol y diéxido de
carbono ademas sintetizar carbono a partir de azucares hexosa, por su parte los
mohos secretan enzimas hidroliticas con capacidad de degradar el almidon,
celulosa y lignina en sustancias mas simples para la absorcion (McGinnis &Tyring,
2010).

Una peculiaridad de los hongos filamentosos es la produccion de micotoxinas; estos
son metabolitos producidos por varios mohos y tienen efectos considerables sobre
la salud de las personas y la productividad de los animales en diversos paises; por
tanto, se hace indispensable el control de este grupo microbiano en alimentos y
bebidas dirigidas al consumo humano y animal. Las principales especies de mohos
capaces de producir micotoxinas son: Aspergillus spp., Fusarium spp. y Penicillium
spp; estos producen micotoxinas tales como: aflatoxinas, ocratoxinas A,
fumonisinas, toxina T-2 y la Zearalenona, que son las toxinas detectadas con mayor
frecuencia en los alimentos, muchos de los cuales se contaminan durante el
transporte y almacenamiento (Humphreys, 2016).

Los hongos filamentosos se encuentran cominmente asociados a reacciones
alérgicas y problemas respiratorios; por su parte, las levaduras pueden causar
infecciones en personas inmunodeprimidas, estas se encuentran involucradas en
enfermedades como la criptococosis encontrada en un 7-9% de los pacientes con
SIDA en los EE. UU (FDA, 2001). Durante mucho tiempo este grupo microbiano
recibio poca atencion en el diagndstico clinico porque las infecciones que causaban
no revestian extrema gravedad, pero en los ultimos afios ha aumentado la
incidencia de infecciones flungicas en pacientes sometidos a terapias
inmunosupresoras y antibioterapia de amplio espectro (Blackwell, et al, 2012).

4.1.2 Métodos de deteccion de mohos y levaduras
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4.1.2.1 Enumeracién o recuento en placa

El método de enumeracion en placa es una de los métodos mas comunes para
detectar y determinar el niumero de microorganismos presentes en un alimento
contaminado. Este método ofrece multiples ventajas para la enumeracion de células
viables presentes en la matriz alimentaria objeto de analisis, entre ellas podemos
encontrar: disminucién del error en el momento de recuento, los microrganismos
pueden aprovechar mejor los nutrientes ofrecidos por el medio de cultivo, permite
realizar subcultivos de forma sencilla, facil visualizacion y diferenciacion de las
células microbianas; asi mismo este método es ideal para el andlisis de
microorganismos aerobios como son la mayoria de mohos y levaduras. En el caso
de hongos existen diferentes medios de cultivo disponibles en el mercado para
realizar un andlisis mediante recuento de placa, entre los cuales se encuentran:
DG18, DRBC, YGC, OGY, M-GREEN, Sabouraud, PDA, Malta y Czapek. (FDA,
2001).

4.1.2.2 Enumeracion en placas 3M™ Petrifilm™

Un método analogo a la enumeracion en placa es uso de placas Petrifilm™, estos
son productos actualmente disponibles en el mercado que permiten el recuento de
microorganismos como mohos y levaduras de forma sencilla y rapida, con
resultados fiables y certeros, asi mismo se pueden utilizar para el analisis de una
gran diversidad de microorganismos como: Enterobacterias, Coliformes, E. coli, S.
aureus, entre otros. Estas placas estan constituidas por peliculas, adhesivos y
nutrientes de composicion similar a los usados en las metodologias tradicionales,
a fin de garantizar el crecimiento microbiano. El uso de este tipo de placas tiene
muchas ventajas en cuanto a laboriosidad dentro del laboratorio, en primer lugar
evita procesos de esterilizacion, preparaciéon de medios de cultivo y disminuye el
volumen de desechos generados, adicionalmente pueden ser utilizadas en una
gran variedad de muestras, como muestras de alimentos, ambientales y aguas, asi
mMismos ocupa un espacio reducido en la incubacion debido a su pequefio tamario.
Estas placas son una alternativa mas econOmica para llevar acabo andlisis de
recuento microbiolégico, permitiendo a los laboratorios reducir costos y a mas
personas dedicadas al sector productivo a cumplir con los parametros establecidos
en la normatividad de cada gobierno (3M FOOD SAFETY, 2016).

4.1.3. Exigencias gubernamentales

Colombia cuenta con diferentes entes gubernamentales a través de los cuales se
garantiza la inocuidad y seguridad de alimentaria; asi mismo por medio de estas se
hace seguimiento y control a las actividades relacionadas con la fabricacion y
comercializacién de alimentos destinados al consumo humano y animal. Las
principales organizaciones dedicadas a este tipo de labor en Colombia son: el
INVIMA (Instituto nacional de vigilancia de medicamentos y alimentos), ICA (Instituto
Colombiano Agropecuario), Ministerio de agricultura y desarrollo, Ministerio de salud
y proteccién social y entidades territoriales de salud. Por otro lado, a través de estos
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entes se instauro el Decreto 2055 de 2009, mediante el cual se instituyd la comisiéon
de seguridad alimentaria y nutricional, por la cual se establecen reglamentaciones,
politicas sanitarias y fitosanitarias, vigilancia y control de la salud publica y el
desarrollo de capacidades técnicas y analiticas de laboratorios dedicados al analisis
de alimentos (Ministerio de salud y proteccion social, 2017).

El INCONTEC (Instituto Nacional de Normas Técnicas Colombianas) es el ente
encargado de la normalizacion en Colombia, este cuenta con certificacion MLA del
Foro Internacional de Acreditacion (IAF) y acreditacion ONAC. EI INCONTEC tiene
como labor aportar recomendaciones normativas para el analisis de
microorganismos en alimentos, ademas de las metodologias correspondientes para
el analisis de estos. En el caso de los mohos y las levaduras se contemplan las NTC
5698-1 y 5698-2 para el recuento en placa de estos microorganismos en matrices
alimentarias de acuerdo con la actividad de agua del alimento (Ministerio de salud
y proteccion social, 2017).

4.1.4 Estudio de comparacion de métodos
4.1.4.1 Estudio de comparacion de métodos

De acuerdo con la norma ISO 16140-2, el estudio de comparacion de métodos es
una parte del proceso de validacion. Este estudio comparativo se lleva a cabo
confrontando los resultados del método de referencia con respecto al método
alternativo. Generalmente estos estudios comparativos se llevan a cabo mediante
analisis estadisticos como son: Medicion del sesgo, analisis de regresion y prueba
Fisher o T- student (ISO, 2016).

4.1.4.1.1 Medicién del sesgo (E-bias).

Es la estimacion del error de medicion, también se puede definir como la diferencia
entre el valor de referencia y el promedio de los valores replicados de la medicién
(1SO, 2017).

4.1.4.1.2 Andlisis de regresion lineal.

El andlisis de regresion es una medida que examina la exactitud de las mediciones
dentro de un rango esperado, obtenidas por un método especifico, ademas
determina si el método tiene la misma exactitud en todos los valores de referencia
(Guzman, 2011).

4.1.4.1.3 Prueba Fisher.

Busca determinar si existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos
de poblaciones independientes y que se distribuyen de forma normal. En la prueba
F la hipodtesis nula no puede ser rechazada, indicando que no existen diferencias
entre las poblaciones estudiadas (Sanchez, 2015).

4.1.4.2 Validacion

18



La validacién es un proceso mediante el cual se determina el propésito de cada
proceso y se obtiene evidencia objetiva de que el uso previsto se cumple a
cabalidad, asegurando la veracidad de los resultados obtenidos mediante el mismo
(1SO, 2016).

4.2 ANTECEDENTES

Los mohos y las levaduras son de gran importancia en la industria de los alimentos
y bebidas, debido a su capacidad de adaptacion que les permite desarrollarse sobre
cualquier medio o superficie; por tanto, a través de los afios se han realizado
estudios acerca de su crecimiento, desarrollo y métodos de recuento de estos en
matrices alimentarias. En primer lugar un estudio realizado por Bird y colaboradores,
en Q- laboratorios, Cincinnati, EE.UU, titulado “Evaluation of the 3M™ Petrifilm™
Rapid Yeast and Mold Count Plate for the Enumeration of Yeast and Mold in
Food”; busco comparar las placas Petrifilm con respecto a los medios de cultivo
de referencia normatividad, estas se emplean de acuerdo con la actividad del agua
de los alimentos. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que no existen
diferencias estadisticas significativas entre los recuentos obtenidos en las placas
Petrifilm y los métodos de referencia normativa (Bird, et al, 2015).

Por otro lado, Un estudio titulado “Comparison of New and Traditional Culture-
Dependent Media for Enumerating Foodborne Yeasts and Molds” realizado por
Beuchat y Mann, en Georgia, EE. UU; busco comparar medios de cultivo nuevos,
tradicionales y placas Petrifiim para la enumeracion de mohos y levaduras en
alimentos e ingredientes alimentarios. En este estudio se compraron los recuentos
obtenidos en: placas de recuento rapido de levaduras y mohos (RYM) Petrifilm,
placas de recuento de mohos y levaduras (YM) de Petrifilm, placas de agar dicloran
rosa de bengala cloranfenicol (DRBC), placas de agar papa-dextrosa (PDA) y
placas de agar dicloran 18% glicerol (DG18). Los resultados obtenidos muestran un
alto coeficiente de correlacion entre los recuentos obtenidos para los diferentes
medios de cultivo utilizados en el andlisis, indicando que las placas de recuento
rapido recuperan un numero de células similar a los medios de cultivo tradicionales
de andlisis. Las diferencias en el nimero de células en los medios de cultivo pudo
deberse a multiples factores como: la diversidad de levaduras y mohos presentes
en los alimentos de prueba, diferencias en los requisitos de nutrientes, pH vy
actividad del agua para la reanimacion de células estresadas y el desarrollo de
colonias (Bauchat&Mann, 2016).

En el 2016 un estudio titulado “ Comparison of conventional plating methods
and Petrifilm™ for the recovery of aerobic bacteria and mold from hatchery
fluff samples” realizado por Warren y colaboradores en la universidad de
Washington, EE. UU; tuvo como proposito evaluar la capacidad de las placas
Petrifilm para la enumeracién de mohos y bacterias aerdbicas de hisopados en
incubadoras de pollo. Esto se llevo a cabo debido a que el recuento de estos
microorganismos utilizando los medios tradicionales resulta en un proceso que
requiere mucho tiempo y representa mas gastos para la industria, mientras que el
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uso de placas listas como los Petrifilm son una alternativas mas viable para el
analisis de estos microorganismos. Los analisis se llevaron a cabo en 25 muestras
y en el caso de los mohos el recuento se realizé6 mediante 3M™ Petrifim™ RYM®
y agar dextrosa Sabouraud. Como resultado se obtuvo que las placas de petrifilm
obtienen recuentos equivalentes a las placas utilizando medios tradicionales
(Warren, et al, 2016).

Un estudio en Peru en el 2017 titulado “Validacion microbiolégica de un método
rapido para la cuantificacion de hongos en harina de maca” realizado por
Duefas; busco validar el método de recuento utilizando placas de Petrifilm para
mohos y levaduras, para esto se llevé a cabo un andlisis comparativo entre estas
placas listas para usar y el método tradicional. Los resultados obtenidos permitieron
al autor validar el uso de placas Petrifilm para el recuento de mohos y levaduras,
debido a que le permite obtener la misma recuperacion de células que el recuento
mediante el método tradicional, ademas establece las ventajas del uso de estas
placas como son el facil uso, aumento de la productividad y disminucién del tiempo
requerido para la preparacion de material (Duefas, 2017).

En México en este mismo afio un estudio realizado por Pérez titulado “Evaluacion
de condiciones higiénico sanitarias en el proceso de elaboracién y envasado
de alimentos en polvo con técnica de siembra rapida para microorganismos
indicadores” buscé determinar la eficiencia de las placas Pertifilm para la
evaluacion de microorganismos indicadores en una planta de produccion, entre los
microorganismos objeto del estudio se evaluaron mohos y levaduras, para
determinar la calidad higiénica se llevd a cabo un muestreo en equipos Yy
manipuladores y se sembré mediante el método tradicional y el uso de placas
Petrifilm para los diferentes microorganismos a evaluar; a través de los resultados
se logré determinar que las placas Petrifilm son una alternativa muy viable para
sustituir el recuento mediante el método tradicional (Pérez, 2017).

Finalmente un estudio realizado por Medina y Jordano, titulado “Petrifilm — A
Simplified Technique for Microbiological Testing of Foods and Beverages”
realizado en la universidad de Cordoba, Espafia; presenta la perspectiva del uso de
placas de Petrifilm para llevar a cabo analisis microbiolégico en muestras de
alimentos y bebidas; ademas, establece que este método de recuento alternativo
contribuye a la seguridad alimentaria, puesto que con estas placas se analizan un
namero significativo de microorganismos como mohos y levaduras, E. coli,
Enterobacterias, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Coliformes, Staphylococcus
spp.,entre otros, ademas que esta técnica ha sido reconocida, verificada y validada
internacionalmente (Medina & Jordano, 2019).

4.3 MARCO LEGAL.

Norma Técnica Colombiana 879: Es norma establece requisitos microbiolégicos
que deben cumplir los productos lacteos como leche azucarada o dulce de leche,
los parametros microbidlogo para esta establece determina un limite de aceptacion
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<10 UFC/g en el recuento de mohos y levaduras para la comercializaciéon del
producto (NTC, 2018).

Norma Técnica Colombiana 805: Esta norma rige a los derivados lacteos que
requieren el analisis de este grupo microbiano como son las leches fermentadas
como el yogurt, kumis, kéfir, leches cultivadas, acidificadas, entre otros; se estable
un criterio de aceptacion con recuentos <10 UFC/gr o ml para mohos y levaduras
(NTC, 2000).

Norma Técnica Colombiana 267: Esta norma examina la calidad microbiolégica
de Harinas, y mediante la cual se determina que las exigencias para la enumeracion
de mohos y levaduras con un recuento maximo entre 4.000 y 5.000 UFC/g (NTC
267, 2007)

Resolucion 4393 de 1991: Esta resolucidon examina la calidad microbiolégica de
las pastas y masas frescas y a través de la cual se determina que para la
enumeracion de mohos y levaduras es un recuento maximo entre 4.000 y 5.000
UFC /g (Ministerio de salud y proteccién social ,1991)

Resolucion 15511 de 2011: Mediante esta se dictamina un limite maximo de 50
UFC/g para el recuento de mohos y levaduras para productos de confiteria, ademas
en esta se determina el proceso, envase, almacenamiento y transporte que permitan
gue se importe 0 exporten este tipo de productos en territorio nacional (Ministerio
de salud y proteccion social, 2011).

Norma Técnica Colombiana 1363: Esta norma va dirigida a los productos de
molineria como los productos de panaderia, mediante esta se establece los
requisitos técnico sanitario para la comercializacion, fabricacion y circulacion de
productos de panificacion, en el andlisis microbiolégico se establece un examen de
microrganismos ajenos al proceso de fermentacion y por tanto requiere la
examinacion de mohos y levaduras, en esta horma se determina un limite maximo
de 102 UFC/g para el recuento de estos microorganismos (NTC 1363, 2014).

Norma Técnica Colombiana 5698-1: Esta norma establece el método horizontal
para el recuento de levaduras y mohos en productos con actividad acuosa superior
a 0,95 (NTC 5698-1, 2008).

Norma Técnica Colombiana 5698-2: Mediante la cual se establece el recuento de
colonias en productos con actividad de agua inferior o igual a 0,95 (NTC 5698-2,
2008)

ISO 16140-2: Norma mediante la cual se permite confrontar un método alternativo
con un método de referencia, permitiendo obtener resultados veraces, confiables y
oportunos con métodos mas rapidos y sencillos y que cumplen a cabalidad con el
objeto del analisis (ISO, 2017).
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5. METODOLOGIA
5.1 Seleccién de muestras:

La seleccidon de las muestras a analizar en el presente estudio se realiz6 teniendo
en cuenta las propiedades intrinsecas del alimento como: niveles de microbiota
autoctona, contenido de grasa, pH, contenido de sal y agua, ademas de la actividad
y la presencia de compuestos antimicrobianos que pueden tener una influencia
sustancial en el resultado. Teniendo en cuenta lo anterior las matrices alimentarias
seleccionadas fueron: pan tajado, mayonesa, jugo, harina de trigo y croquetas de
perro, la presente seleccion también se llevd a cabo de acuerdo el tipo de muestras
mas recurrentes en el laboratorio de analisis (ISO 16140-3,2014).

5.2 Preparacion del in6culo:

La preparacion del indculo se llevo a cabo utilizando dos cepas fungicas: Aspergillus
brasiliensis y Saccharomyces cerevisiae, que fueron tomadas del cerapio donde se
encuentran conservadas en criobolas. Para su activacion se procedié a sembrarlas
en agar Sabouraud dextrosa e incubarlas a 25°C durante cinco dias.

Posterior al tiempo de incubacion, se realizo la estandarizacion del indculo por
medio de la escala McFarland, este proceso se llevé a cabo con las dos cepas
fungicas de interés. La estandarizacion tiene como finalidad obtener
concentraciones conocidas del in6culo; para este fin, se procedié tomando un tubo
con 10 ml de solucion salina estéril y transfiriendo colonias hasta obtener una escala
McFarland de 2.0.En esta escala se estima que el nimero de células microbianas
es de 6x108 UFC/mL; a partir de esta se realizaron siete diluciones seriadas (hasta
107) y se sembraron en cajas para el conteo de mohos y Petrifilm para el conteo de
levaduras, esto con el fin de verificar que el nimero de células en el patrén sea el
esperado.

Los resultados obtenidos en la estandarizacion de los in6culos se muestran en el
anexo 2. De acuerdo con lo anterior se utilizé la siguiente ecuacion para obtener la
cantidad de inoculo a afadir en cada matriz, teniendo en cuenta que se van a
trabajar tres niveles de contaminacion en todas las muestra: alto, medio y bajo.

CixVi=C2x V2

5.3 Preparacion y acondicionamiento de las muestras:

En el presente estudio las muestras de alimentos utilizadas se enumeran en la tabla
1, cada una de estas se tom6 de marcas reconocidas a nivel nacional y disponibles
en el mercado con el fin de garantizar la inocuidad de los productos. Las muestras
se pesaron para ser utilizadas en tres niveles de contaminacién con el patrén
McFarland denominados como nivel alto (1x10% UFC/ml), medio (1x103 UFC/ml) y
bajo (1x10! UFC/ml), cada nivel de contaminacion se realiz6 por duplicado en cada
una de las muestras de ensayadas.
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De acuerdo con lo anterior, se procedié pesando 10 g de la muestra en bolsas de
pesaje estériles, cada muestra se peso seis veces; es decir, dos de estas bolsas
para contaminar con el patron del nivel bajo, dos para contaminar con el patrén en
el nivel medio y dos para contaminar con el patrén del nivel alto, seguidamente estas
se acondicionaron adicionando 90 mL de agua peptonada estéril al 0,1%, esto se
llevé a cabo con ayuda del Dilumat obteniendo una dilucion 1:10, cada muestra se
homogeniz6 con ayuda del stomacher durante 1 minuto. Las muestras pesadas y
acondicionadas se dejaron reposar durante 30 minutos y posteriormente se pasaron
al cuarto de patdgenos para proceder con la inoculacion (ISO 16140-3,2014).

5.4 Inoculacion y siembra de las matrices alimentarias.

Se procedio a llevar a cabo la inoculacion de las muestras, cada una se contaminé
de forma artificial en un nivel alto, medio y bajo, afiadiendo 1mL del inoculo de
acuerdo con el nivel de contaminacion. La contaminacion de las muestras se llevo
a cabo mediante una co-inoculacion; es decir, simultaneamente se contamind con
la especie de moho y levadura empleadas en este estudio, tomando 500uL de cada
inoculo en el nivel correspondiente de contaminacion. Seguidamente las muestras
se dejaron en reposo durante 30 minutos para estabilizar la carga microbiana en la
matriz y se procedié a sembrar. Los medios utilizados para sembrar cada una de
las muestras se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Muestras y medios de siembra correspondientes.

Matrices. Muestra. Niveles. Medios de cultivo.
Pan tajado Bajo DRBC,YGC, PETRIFILM
1 Pan tajado Medio DRBC,YGC, PETRIFILM
Pan tajado Alto DRBC,YGC, PETRIFILM
Leche en polvo _
Bajo DG18,YGC, PETRIFILM
2 Leche en polvo ,
Medio DG18,YGC, PETRIFILM
Leche en polvo
Alto DG18,YGC, PETRIFILM
Harina de trigo _
Bajo DG18,YGC, PETRIFILM
3 Harina de trigo _
Medio DG18,YGC, PETRIFILM
Harina de trigo
Alto DG18,YGC, PETRIFILM
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Jugo de fruta ,
Bajo DRBC,YGC, PETRIFILM

4 Jugo de fruta ,
Medio DRBC,YGC, PETRIFILM

Jugo de fruta

Alto DRBC,YGC, PETRIFILM
Mayonesa Bajo DRBC,YGC, PETRIFILM
2 Mayonesa Medio DRBC,YGC, PETRIFILM
Mayonesa Alto DRBC,YGC, PETRIFILM
Croquetas Bajo DG18,YGC, PETRIFILM
€ Croquetas Medio DG18,YGC, PETRIFILM
Croquetas Alto DG18,YGC, PETRIFILM

Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC); Dicloran-glicerol (DG18); Extracto de levadura, glucosa-
Clorafenicol (YGC)

Posterior al proceso de siembra se procedio a incubar a 25°C durante 5 dias, es
importante tener en cuenta que los medios utilizados para cada muestra son
conforme lo establecido con la norma y de acuerdo con la actividad de agua los
alimentos analizados, por ende DG18 se utiliz6 para muestras con aw inferior o
igual a 0,95 y el DRBC para muestras con aw superior a los 0, 95. Pasado el tiempo
de incubacion se llevo a cabo la enumeracion en placa, este conteo se realizé para
mohos y levaduras por separado. Los resultados se muestran en el anexo 1.

5.5 Andlisis estadistico
5.5.1 Medicion del sesgo (eBias)

De acuerdo con los recuentos obtenidos de los procedimientos anteriores, se
precedio a determinar el sesgo estadistico. Para esto fue importante la preparacion
del in6culo en suspension sin el alimento, a la cual se le denomind la solucion B,
esta también se prepard en tres niveles de contaminacion una sola vez y se utilizo
para todas las matrices de analisis.

La solucion B permitié obtener el valor asignado de referencia o valores tedricos
permitiendo el célculo del error de medicidon. Los resultados obtenidos mediante el
recuento en placa en agar YGC se expresaron en logio UFC/g o logio UFC/ml para
cada una de las muestras analizadas, de esta misma forma se expresan los
resultados obtenidos con la solucion B y a partir de esto se realizd un analisis
comparativo, el cual se llevo a cabo promediando los resultados obtenidos en cada
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nivel y restandolo con el promedio obtenido para cada nivel en la solucion B. Este
mismo procedimiento se llevo a cabo utilizando placas 3M™ Petrifim™ RYM® para
la enumeracion de mohos y levaduras en los diferentes niveles de contaminacion y
la solucién B, la ecuacion para el calculo del sesgo de medicion se muestra a
continuacion. Se espera que los resultados para cada nivel entre la muestra
correspondiente y la solucion B sea igual o inferior a 0,5 logio UFC / g o ml.

Donde;

Zij j¢ma medicion de la i parte

ref valor de referencia de la i¢s™2 parte
mi nimero de réplicas de la i®s™Ma parte

5.5.2 Anélisis de regresion lineal

La prueba de linealidad permitié determinar la capacidad del recuento utilizando
placas 3M™ Petrifim™ RYM® para generar resultados proporcionales a la
concentracion de microorganismos presentes en la muestra. Esta se llevd a cabo
con la muestra mas homogénea utilizada en el presente estudio (jugo de fruta), la
cual se pesoy acondicion6 ocho veces, cada una de estas se le denomina punto y
cada punto se contamind en concentraciones diferentes.

A fin de obtener las concentraciones del indculo para cada uno de los puntos del
andlisis de regresion, se realizaron 8 diluciones seriadas a partir de un inoculo inicial
con concentraciéon de 1x107 UFC/ml. La concentracion inicial se tomé como el
primer punto del analisis regresion, denominando este como punto 8§;
posteriormente, se transfirid 1 ml de la solucién inicial a un tubo con 9ml de agua
peptonada estéril y asi se obtuvo el punto 7, de este Ultimo se realizaron 2 nuevas
diluciones seriadas y de este forma se obtuvieron los puntos 5 y 3. Seguidamente,
se procedié tomando 500uL del inoculo inicial y se transfirid a un tubo con 9,5ml de
agua peptonada estéril, esta nueva diluciéon se le denominé punto 6, posteriormente
se transfiri6 de esta 500uL a otro tubo con 9,5ml de agua peptonada estéril,
obteniendo el punto 4, este procedimiento se realizé dos veces mas y se obtuvieron
los puntos 1y 2.

Una vez obtenidas las diluciones, se procedi6 a contaminar las muestras con cada
uno de ellas y se sembré por triplicado en placas de agar YGC y placas 3M™
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Petriflm™ RYM®. Con los datos obtenidos del recuento, se procedi6 a realizar una
grafica con el fin de analizar variables como: el coeficiente de variacién, la
correlacion, error tipico y el R 2 ajustado, en sintesis un andlisis de ANOVA que
permitié determinar la linealidad del método. Es importante tener en cuenta que los
recuentos obtenidos en cada punto en el agar YGC se toman como los datos de
referencia o teoricos. La ecuacion de regresion lineal simple se muestra a
continuacion:

E (y/x) =0 + B1 x
5.5.3 Prueba F

Por medio de la prueba F se busco6 determinar si existe una diferencia significativa
entre los recuentos obtenidos utilizando el medio referido en la norma (DG18 y
DRBC) y los recuentos obtenidos en el agar YGC; asi mismo, si existen diferencias
entre los recuentos utilizando los medios tradicionales y las placas 3M™ Petrifilm™
RYM®. Esta prueba F se utilizé para probar la hipétesis nula (Ho), esta indica que
el medio YGC recupera el mismo numero de celular microbianas que los medios de
referencia DRBC y DG18; asi mismo, que las placas 3M™ Petrifim™ RYM®
recupera el mismo numero de células que los medios tradicionales utilizados en el
laboratorio. Para calcular este estadistico de prueba, en primer lugar se determin6
el promedio de los recuentos obtenidos en cada uno de los medios de cada matriz
analizada, seguidamente estos se transformaron a logio UFC/g o logio UFC/mI. Una
vez obtenidos los datos, se llevdo a cabo su analisis por medio del paquete
estadistico Excel que permitié determinar variables como: media, varianza, grados
de libertad, F y valor critico. Para lograr comprobar la hipétesis nula en cada uno de
los casos se observa principalmente el valor critico y F, estableciendo que; si F es
menor que el valor critico, la hipétesis nula es aceptada.

26



6. RESULTADOS Y ANALISIS
6.1 Resultados

6.1.1 Evaluacién de la eficiencia de placas 3M™ Petrifilm™ RYM® para el
analisis de levaduras.

El analisis comparativo para evaluar la eficiencia de las placas 3M™ Petrifilm™
RYM® se realizd confrontando los datos de recuento en estas placas con los
resultados obtenidos utilizando placas tradicionales de agar YGC. Los datos brutos
del presente estudio se observan en el anexo 1, donde se encuentran recuentos
para mohos y levaduras de forma individual en las diferentes matrices y medios
evaluados.

En el caso de las levaduras los recuentos obtenidos tanto en el método tradicional
como alternativo se encuentran en la tabla 2 y a partir de los cuales se determind
que las placas 3M™ Petriflm™ RYM® recupera el mismo namero de células tipo
levadura que las placas de YGC, esto se establece debido a que se acepta la
hipétesis nula de acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba de Fisher. Los
parametros establecidos en la prueba F se observan en la tabla 2, que muestran
un valor F menor al valor critico, y a través de los cuales se comprueba que el
método alternativo y de referencia recuperan el mismo nimero de células (Cabeza
y Cabeza, 2014).

Tabla 2. Promedios de Recuento en placa del método de referencia y método
alternativo para levaduras.

Promedio de recuentos Log UFC/g-mL
ENSAYO Método de Método
Muestra referencia alternativo
(YGC) (Petrifilm)
1 4,00851667 4
2 4,04914877 3,95424251
3 4,04723556 4
Alto P 4,04530535 4
5 4,06208903 4
6 4,02921301 4
1 3,70327009 3,67121134
Medio 2 3,63335098 3,60205999
3 3,69897 3,67551143
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4 3,60205099 | 3,71162294
s 366621923 | 3,66110965
5 366621923 | 3,73856063
1 3,03959062 | 3,04139269
5 330103 | 301671188
3 301671188 | 3,19010562
Bajo 4 3,0965623 | 3,06028697
c 310874197 | 3,20748667
5 3,16110965 | 3,11265464

Tabla 3. Prueba F del método de referencia (YGC) y método alternativo para la
enumeracion de levaduras

YGC Petrifilm
Media 3,60751913 3,59127539
Varianza 0,15441713 0,14549594
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17 17
F 1,06131573
P(F<=f) una cola 0,45189184
Valor critico para F
(una cola) 2,27189289

Otro parametro que permitié evaluar la eficiencia del método alternativo utilizando
placas de Petrifilm es el analisis de regresion, mediante el cual se determiné la
capacidad del método alternativo para generar medidas exactas dentro de un rango
evaluado. Para llevar a cabo esto se evaluaron medidas en 6 puntos cada uno en
concentraciones distintas del microrganismo, los recuentos en cada uno de los
puntos se llevaron a cabo tanto en las placas 3M™ Petrifim™ RYM® como en el
método de referencia con agar YGC y tomando estos ultimos como valores tedricos.
Los resultados para el analisis de regresion de las levaduras se encuentran en la
tabla 4, el andlisis de regresion se puede observar en la tabla 5 y grafica 1.

Tabla 4. Recuentos de levaduras en los puntos de analisis.

Punto Método de referencia Método alternativo
(LogUFC/g o0 ml) (LogUFC/g o ml)
1 2,425968732 2,22184875
2 3,079181246 2,90308999
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3 3,477121255 3,31527043
4 3,718778398 3,74036269
5 3,865301426 3,96378783
6 4,014240439 4,1356626

En la presente tabla se muestra el promedio correspondiente a 3 réplicas en cada punto
expresados en Log. Cada punto corresponde a una concentracion microbiana diferente.

Tabla 5. Analisis de regresion para recuento de levaduras.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,99492817

Coeficiente de determinacién R”2 0,98988206

RA2 ajustado 0,98735257

Error tipico 0,08132466
Observaciones 6

Grafica 1. Curva de regresion lineal para el recuento de levaduras.

Curva de regresion ajustada para
el recuento de levaduras.

y=1,217x - 0,7943

R?2=0,9899
/ Y

Pronéstico para Y

0 2 4 6 ——Lineal (Y)

o N B O

Recuento en placa Petrifilm
Log UFC/mL

Recuento en placa YGC
Log UFC/mL

Los datos analizados del método de referencia y alternativo para el recuento de
levaduras se muestran estrechamente relacionados ya que el coeficiente de
correlaciéon es cercano a uno indicando asi que el grado de variacion es bajo, la
relacion entre las variables también se refleja en la grafica 1, ya que todos los puntos
de los datos obtenidos se encuentran sobre la linea de regresion ajustada. Por otro
lado, el coeficiente de correlacién multiple es muy cercano a uno por lo que se puede
inferir que existe un alto grado de asociacion entre las variables (Cabeza y Cabeza,
2014).

Un parametro que permite determinar la eficiencia del método es el error de
medicion del método alternativo (Placas 3M™ Petrifim™ RYM®), para esto se
calculo el sesgo de medicion en los diferentes niveles de contaminacion de las 6
muestras, este sesgo se comparo con los valores de referencia que corresponden
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a los recuentos obtenidos para las levaduras en placas 3M™ Petrifim™ RYM® de
la solucion B, los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Calculo E-bias para las placas Petrifilm en el recuento de levaduras.

Calculo Ebias

Concentracion | Concentracién | Concentracion
alta media baja
0,010 0,040 0,040
Promedio: 0,030

Criterio de aceptacion=<0,5 Log

Los resultados corresponden a los datos promedio de los sesgos de medicidn obtenidos en cada nivel de
contaminacion.

De acuerdo con el criterio de aceptacion, el resultado obtenido para el método
alternativo es aceptable, ya que las diferencias entre los valores de referencia y los
valores obtenidos en cada muestra son bajas e indica la precision de las mediciones
obtenidas para el recuento de levaduras utilizando placas 3M™ Petrifilm™ RYM®
(Cabezay Cabeza, 2014).

6.1.2 Evaluacién de la eficiencia de placas 3M™ Petrifilm™ RYM® para el
analisis de mohos.

En el caso de los mohos al igual que con las levaduras el andlisis comparativo para
evaluar la eficiencia se realiz6 utilizando las placas 3M™ Petrifilm™ RYM® como
método alternativo y placas de YGC como método de referencia para el recuento
de estos microorganismos. Los resultados obtenidos para estos se muestran en la
tabla 7 y a partir de los cuales se llevo a cabo el analisis estadistico de la prueba
de F. Los resultados de esta prueba se observan en la tabla 8 y mediante los cuales
se rechaza la hipétesis nula, debido a que el resultado de F es mayor al valor critico
y se acepta la hipotesis alternativa donde se determina que la capacidad de
recuperacion del mohos en las Placas 3M™ Petrifim™ RYM® es diferente al medio
YCG.

Tabla 7. Promedios de Recuento en placa del método de referencia y método
alternativo para mohos.

Promedio de recuentos Log UFC/g-mL
ENSAYO Método de Método
Muestra referencia alternativo
(YGCO) (Petri)
Alto 1 4,04139269 4
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) 4,04139269 | 3,95424251
3 4,04139269 4
4 4,02069634 4
c 4,06028697 4
5 4 4
1 38290057 | 3,67121134
5 3,77060235 | 3,60205999
3 374286071 | 3,67551143
Medio 4 365321251 | 3,71162294
c 375121356 | 3,66110965
5 3,75560735 | 3,73856063
1 323856063 | 3,04139269
5 3,39759229 | 3,01671188
3 325527251 | 3,19010562
Bajo 4 32887459 | 3,06028697
c 333232099 | 3,20748667
5 338907563 | 3,11265464

Tabla 8. Prueba F del método de referencia (YGC) y método alternativo para la

enumeracion de mohos

YGC

Petrifilm

Media

Varianza
Observaciones
Grados de libertad
F

P(F<=f) una cola
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3,70051286 3,59127539
0,09451849 0,14549594

18
17
0,64962974
0,19133937

18
17




Valor critico para F
(una cola) 0,4401616

Al igual que con la enumeracion de levaduras, se busco evaluar la capacidad del
meétodo alternativo para generar medidas exactas en el recuento de mohos, y de
esta manera establecer la eficiencia del método alternativo para la enumeracion de
estos en los diferentes puntos. Esto se realiz6 evaluando medidas en 6 puntos cada
uno en concentraciones distintas del microrganismo. Los recuentos en cada uno de
los puntos se llevaron a cabo utilizando tanto las placas 3M™ Petrifim™ RYM®
como el método de referencia con agar YGC y tomando estos ultimos como valores
tedricos. En este caso los datos para el analisis de regresion de mohos se
encuentran en la tabla 9, el analisis de regresion se puede observar en la tabla 10
y grafica 2.

Tabla 9. Recuentos de mohos en los puntos de andlisis.

Punto Método de referencia Método alternativo
(LogUFC/g o0 ml) (LogUFC/g 0 ml)
1 2,36797679 2,12493874
2 3,11394335 2,97003678
3 3,36172784 3,47712125
4 3,74036269 3,77815125
5 4,04139269 3,95424251
6 4,17609126 4,01424044

Tabla 10. Analisis de regresion para recuento de levaduras.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién multiple  0,98488216
Coeficiente de

determinacion R"2  0,96999288
R”2 ajustado 0,9624911
Error tipico 0,14080834
Observaciones 6

Gréfico 2. Curva de regresion lineal para el recuento de mohos.
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Curva de regresion ajustada para el
recuento de mohos
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La enumeracién de mohos realizada mediante los dos métodos se encuentra
estrechamente relacionados, esto se infiere debido a que el coeficiente de variacion
se encuentran cercano a 1, indicando que el grado de variacion de los datos es bajo;
asi mismo, esto se refleja en la grafica, donde todos los puntos se encuentran sobre
la linea de regresién ajustada, mostrando un alto grado de asociacion entre las
variables. Los resultados del andlisis correspondiente al sesgo de medicién de las
placas 3M™ Petrifim™ RYM® para la enumeracion de mohos, se observan en la
tabla 11, a partir de estos se infiere que las medidas determinas mediante las placas
Petrifilm son precisas (Cabeza & Cabeza, 2014).

Tabla 11. Calculo E-bias para las placas Petrifilm en el recuento de mohos.

Calculo Ebias

Concentracion | Concentracién | Concentracion
alta media baja
0,010 0,040 0,040
Promedio: 0,030

Criterio de aceptacion=<0,5 Log
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6.1.3 Comparacion de la capacidad de recuperacion de los medios de cultivo
tradicionales y las placas 3M™ Petrifilm™ RYM® para el andlisis mohos y
levaduras en alimentos.

Se llevo a cabo la comparacion entre placas 3M™ Petriflm™ RYM® y los medios
de cultivo referenciados por la norma, en el que se evalu6 la capacidad de esta
placas listas para usar de recuperar el mismo niumero de mohos y levaduras que el
agar DRBC y DG18. El analisis comparativo se realiz6 a través de una prueba Fisher
en la que el método tradicional utilizando el medio DRBC y DG18 son los métodos
de referencia y las placas Petrifilm son el método alternativo, los datos crudos de
recuento se encuentran en el anexo 1, asi mismo los resultados de la prueba F para
mohos y levaduras se muestran en la tabla 12 y 13 respectivamente.

Tabla 12. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
para la enumeracion de mohos.

DRBCy
DG18 Petrifilm
Media 3,54119149 2,5814701
Varianza 0,18297516 0,15110722

Observaciones 18 18
Grados de
libertad 17 17
F 1,21089618
P(F<=f) una
cola 0,3488404
Valor critico
para F (una
cola) 2,27189289

Tabla 13. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
para la enumeracion de levaduras.

DRBCy
DG18 Petrifilm

Media 3,60739503 3,59127539
Varianza 0,13651859 0,1454994
Observaciones 18 18
Grados de
libertad 17 17
F 0,93829832
P(F<=f) una
cola 0,41852953
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Valor critico
para F (una
cola) 0,4401616

Los resultados permiten inferir que las placas 3M™ Petrifim™ RYM® recuperan el
mismo numero de células tipo mohos que los medios determinados en la normativa;
sin embargo, en el analisis de levaduras, las placas Petrifilm no permiten la misma
recuperacion que los medios de referencia normativa. Como se nombré
anteriormente, esto se puede inferir a través de los resultados de F y el valor critico;
donde la prueba Fisher para mohos mostr6 un valor F menor a valor critico, tomando
la hipétesis nula como verdadera y estableciendo que: las placas 3M™ Petrifilm™
RYM® recuperan el mismo namero de células tipo mohos que los medio DRBC y
DG18 en las diferentes matrices alimentarias evaluadas. Por otro lado, los resultado
de la prueba F para las levaduras mostrd un valor F mayor al valor critico, indicando
que las placas Petrifilm no recupera el mismo numero de células tipo levaduras,
rechazando la hip6tesis nula.

Este analisis también se llevd a cabo para comprar el medio YGC con los medios
referenciados en la norma, teniendo en cuenta que el recuento en placa con los
medios DRBC y DG18 es el método de referencia y la enumeracioén con YGC es el
método alternativo. Los resultados se muestran en las tablas 14 y 15 para mohos y
levaduras respectivamente, y a través de las cuales se puede determinar que el
medio YGC recupera el mismo nimero de mohos que los medios DG18 y DRBC
debido a que se observa un valor F menor al valor critico, aceptando la hipétesis
nula como verdadera, sin embargo en el caso de las levaduras YGC no recupera el
mismo numero de células, esto se determina ya que F es mayor al valor critico.

Tabla 14. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
(YGC) para la enumeracion de mohos.

DRBCy
DG18 YGC

Media 3,54119149 3,70051286
Varianza 0,18297516 0,09451849
Observaciones 18 18
Grados de
libertad 17 17
F 1,93586636
P(F<=f) una
cola 0,09173069
Valor critico
para F (una
cola) 2,27189289
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Tabla 15. Prueba F del método de referencia (DRBC y DG18) y método alternativo
(YGC) para la enumeracion de levaduras.

DRBCy
DG18 YGC
. 3,60751913
Media 3,60739503
, 0,15441713
Varianza 0,13651859
Observaciones 18 18
Grados de
libertad 17 17
0,88408971
P(F<=f) una
cola 0,39003352
Valor critico
para F (una
cola) 0,4401616

6.1.4 Viabilidad econémica de la implementacién de placas 3M™ Petrifilm™
RYM® para la enumeracion de mohos y levaduras en alimentos.

Un factor importante en el momento de llevar a cabo un andlisis microbioldgico es
el costo de este, por tal razon es esencial realizar un andlisis de costos para los
medios tanto referidos por la norma como los utilizados en métodos alternativos
como el YGC y Petrifilm, los costos de los medios de cultivo se muestran en la tabla
16, asi mismo las diferentes casas comerciales que ofrecen estos productos.

Tabla 16. Estudio comparativo de costos de metodologia referenciada en la norma
nacional y el medio de cultivo ara el método alternativo YCG y placas 3M™
Petriflm™ RYM®

CASA 3M™ Petrifilm™
COMERCIAL DRBC DG18 YGC RYM®.
Merk Millipore 1.925.000 2.178.000 1.090.877 631.000

Fisher

Scientific 1.580.040 1.090.877 1.073.561 554.096

Oxoid 1.630.058 1.250.000 1.020.000 581.496
Promedio de | 1.711.699,33 1.061.479,3

costos 3 1.506.292,33 3 588.864

A fin de establecer diferencias entre el costos de los andlisis utilizando medios
tradicionales y las placas 3M™ Petrifilm™ RYM®, se realizé un estudio econémico
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de los gatos relacionados al analisis de matrices alimentarias utilizando medios
tradicionales y placas Petrifilm.

Tabla 17. Andlisis de costo entre el analisis utilizando medio de cultivo tradicional y
placas 3M™ Petrifim™ RYM®

Metodologia | Costo por Numero de | Repeticiones | Costo total
muestra muestras por muestra. | del estudio.
analizadas en
el estudio.
Método $70.000 36 2 $5.040.000
tradicional
(Placas de
YGC, DRBC,
DG18)
Placas 3M™ | $33.000 36 2 $2.376.000
Petrifilm™
RYM®

Los datos expuestos en la tabla 17 corresponden a los precios que generalmente
se cobran en el laboratorio de analisis, en este cobro no se hace distincion en el
medio de cultivo empleado, sin embargo se contemplan los gatos relacionados a la
mano de obra del analista, acondicionamiento de la muestra, la elaboracién del
medio de cultivo, gasto de material y el uso se instrumentos como autoclaves, jarras,
probetas y demas utensilios asociados a la preparacion. Es importante tener en
cuenta que el gasto total del estudio, utilizando el método tradicional, corresponde
al uso de un solo medio de cultivo, por lo que el costo real de lo gastado se estima
en $10.080.000, para un total de 72 muestras analizadas mediante el método de
recuento en placa tradicional utilizando agar YGC, DRBC y DG18, estos ultimos de
acuerdo con la actividad de agua del alimento. En contraparte, los gastos generados
por el uso se placas Petrifilm solo representan el 23% de los gastos generados
utilizando el método tradicional de recuento. El costo de analisis mediante placas
de Petrifilm engloba: Mano de obra del analista, acondicionamiento de la muestra,
uso de instrumentos como cabina y de materiales como puntas y micropipeta.

6.2 Andlisis de resultados

Los parametros estadisticos permiten determinar la enumeracion en placas 3M™
Petrifiilm™ RYM® como eficiente en su comparacion con los resultados en el medio
YGC, en el caso del recuento de levaduras la prueba F permite aceptar que este
meétodo recupera el mismo numero de células que el método de referencia, y aunque
en el caso de los mohos la hipétesis nula no puede ser aceptada existen otros
pardmetros estadisticos que indican a las placas Petrifilm como método eficiente
para el recuento de este grupo microbiano. Entre estos parametros podemos
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observar el analisis de regresion lineal, donde se manifiesta una recuperacion de
mohos en las diferentes concentraciones proporcional entre el método de referencia
y el alternativo, esto esta determinado porque el valor de R? es cercano a 1, asi
mismo todos los puntos se encuentran sobre la linea de ajuste corroborando que
estos estan estrechamente relacionados, en el caso de las levaduras los datos
crudos muestran la mayor recuperacién por parte de las placas Petrifilm que el
medio YCG, esto mismo se puede observar en los puntos evaluados para el analisis
de regresion de los mohos, donde en el punto 3 y 4 el mayor recuento de mohos se
observa en las placas Petrifilm, por lo que se infiere que el uso de estas placas son
eficientes para el andlisis de este grupo microbiano en diferentes matrices
alimentarias. Por otra parte, el sesgo de medicidén de este método en ambos casos
es menor a 0,5 Log, indicando que el error en la enumeracion mediante placas 3M™
Petriflm™ RYM® es bajo y ademas demuestra precision entre las medidas
realizadas mediante Petrifilm influyendo en la baja dispersion de datos
proporcionados mediante estas (Cabeza y Cabeza, 2014).

Por otra parte, los analisis estadisticos también permitieron determinar que las
placas Petrifilm y el medio de cultivo YGC muestran resultados estrechamente
relacionados a los obtenidos con los medios DRBC y DG18 para el recuento de
mohos, sin embargo en el caso de las levaduras, de acuerdo con la prueba F, el
método de referencian utilizando DRBC y DG18 no recupera el mismo nimero de
células que los métodos alternativos usando placas 3M™ Petrifim™ RYM® vy
placas de YGC. No obstante en las gréficas 3 y 4 se muestra la capacidad de
recuperacion de células tipo levaduras del método de referencia y el método
alternativo utilizando el Petrifilm y placas de YGC, y mediante las cuales se pone en
manifiesto que los dos métodos recuperan un numero similar de células tipo
levaduras, esto se comprueba ya que en las graficas de barras muestran el recuento
de levaduras tanto para el método de referencia como el método alternativo
representado por barras azules y naranjas respectivamente, donde se evidencia
qgue a partir de las 18 medidas examinadas, que corresponden 6 medidas al nivel
alto, 6 al nivel medio y 6 al nivel bajo, el nimero de levaduras recuperadas es similar
para ambos casos e incluso en algunas medidas los métodos alternativos superan
en recuento al método de referencia, demostrando asi que estos métodos
alternativos son viables para el andlisis de levaduras en alimentos.

Grafica 3. Diagrama de barras para la comparacién de recuentos entre método de
referencia y método alternativo con placas 3M™ Petrifilm™ RYM®
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Grafica 4. Diagrama de barras para la comparaciéon de recuentos entre método de
referencia y método alternativo con placas tradicionales de YGC.
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En los datos crudos obtenidos mediante el presente estudio se puede observar que
en algunos recuentos de las diferentes repeticiones en los niveles alto, medio y bajo,
los métodos alternativos con Petrifilm y YGC obtuvieron mayores recuentos tanto
para mohos como levaduras, una de las principales razones es debido a la
composicion de los medios referidos por las norma. En primero lugar el medio de
cultivo DRBC tiene compuestos inhibidores como el dicloran y rosa de bengala que
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pueden inhibir en nimero y tamafio a microrganismos como Aspergillus brasiliensis
asi como a las esporas viables de este, en el caso del medio DG18 dentro de su
composicion contiene glicerol que disminuye la actividad de agua del medio,
teniendo efecto sobre el crecimiento del microorganismo y haciéndolo especifico
para mohos con capacidad de crecer en alimentos con condiciones de baja actividad
del agua, asi mismo, debido a esto se dificulta mas el crecimiento de levaduras no
xerdfilas como Saccharomyces cerevisiae, que requieren una mayor actividad de
agua para su crecimiento y desarrollo, ademas el medio de cultivo DG18 limita su
uso dentro del laboratorio solo a alimentos con baja aw, haciendo mas laborioso el
analisis y menos eficiente en cuanto al rendimiento dentro del laboratorio (Microkit,
2017; Merk, 2017).

Asi mismo, se observa que en su mayoria, los recuentos en los diferentes niveles
son equivalentes, esto debido a la composicion similar de los diferentes medios de
cultivo; todos los medios evaluados en el presente estudio, incluyendo las placas de
Petrifilm, contienen agentes antibiéticos como el cloranfenicol para inhibir el
crecimiento de células bacterianas; de igual modo, la principal fuente de carbono y
energia en estos medios de cultivo es la glucosa. Los medios del cultivo YGC,
DRBC, DG18 y Petrifilm contienen potasio como soluciéon tampdn y un pH neutro
que inhibe el crecimiento de una amplia variedad de microrganismos. Como se
nombré anteriormente, estos difieren en algunos componentes que causan la
variabilidad de los recuentos; entre estos podemos encontrar el glicerol y el Dicloran
en el DG18, que disminuyen la actividad del agua y actian como antifingicos,
dificultando el crecimiento del microorganismo de interés. Por otro lado, el agar YGC
ademas de la glucosa contiene dextrosa y extracto de levadura, por lo que este
medio contiene una fuente adicional de carbono, energia y vitaminas esenciales
para el crecimiento fingico. En el agar DRBC, el rosa de bengala puede limitar en
namero y tamafio a los mohos, por lo que interfiere en el crecimiento de la cepa de
interés y en el recuento del mismo; sin embargo, este medio contiene peptona y
sulfato de magnesio que proporciona nitrdgeno, vitaminas, oligoelementos y
minerales que favorecen el crecimiento de estos (Microkit, 2017; Merk, 2017).

Ademas de la composicion de los medios estudiados, la diferencia entre los
recuentos se puede deber a multiples factores que en cierta forma pueden inhibir
la recuperacion fungica en los medios objeto de analisis; en primer lugar se debe
considerar la microbiota presente en el momento del analisis, ya que se trabajaron
con alimentos inocuos pero no estériles. En el anexo 3 se muestran recuentos
iniciales; donde se evidencio la presencia de microorganismos mesofilos, por lo que
en el momento de la siembra en los diferentes medios existia microbiota competitiva
que hizo parte de un proceso antagdnico compitiendo por los nutrientes, el espacio
de adhesion/union y/o produccion de metabolitos que inhiben el crecimiento de la
microbiota inoculada (Bhat, et al, 2012).

Por otro lado, también se deben considerar interferentes asociados a las matrices
alimentarias evaluadas que pueden inhibir el crecimiento de las cepas utilizadas en
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el estudio, como son los agentes antimicrobianos naturales del alimento o
agregados en estos para alargar la vida util del mismo, otro factores como la
estructura del alimento, el potencial redox, pH, la formulacion del alimento, entre
otros. Un factor importante son las caracteristicas genéticas asociadas a los
microrganismo utilizados en el estudio, debido a que estas permiten metabolizar de
forma mas eficiente los nutrientes ofrecidos por el medio, ofreciendo un mejor
desarrollo de aquellas especies que poseen las capacidades metabdlicas para
utilizarlos. Otro motivo que pudo haber generado diferencias entre los recuentos de
colonias es la presencia de algunas variables que llevan al analista a cometer
errores durante el conteo como son la dispersion de las colonias y el solapamiento
de las mismas (Bhat, et al, 2012).

Un factor importante a considerar, es la metodologia empleada en la
estandarizacion de los in6culos, debido a que como se observa en el anexo 2, los
resultados evidencian 3 unidades logaritmicas por debajo del recuento esperado en
la primera dilucién, asi mismo, entre la segunda y la tercera dilucion no se evidencia
la disminucién de la unidad logaritmica correspondiente, por lo que se puede inferir
un error del analista en el recuento o en el procedimiento. En el presente estudio se
utilizaron las 3 primeras diluciones para diferenciar los 3 niveles de contaminacion,
los resultados evidencian que los medios de cultivo evaluados proporcionan conteos
similares a los reportados inicialmente en la estandarizacion del inoculo.

La estandarizacion de indculos para mohos y levaduras por medio de escala
Mcfarland presenta varias limitaciones; en primer lugar este método se disefié para
células microbianas, por lo que, en el momento de ser aplicado en este grupo
presenta errores debido al tamafio celular, que provocan que un menor nimero de
células ocupen un mayor especio, es decir, el fenébmeno de superficie/volumen; asi
mismo, la coloracion o pigmentacion de colonias como las de Aspergillus
brasiliensis, pueden conducir a densidades incorrectas y por ende a contar un
mayor o menor namero de células. Adicionalmente, factores como: la edad de
cultivo inicial y estadio del mismo, puede conducir a errores en la estandarizacion,
generalmente se debe trabajar con cultivos jovenes (menos de 24Hrs), sin embargo,
los mohos y las levaduras pueden tardar hasta 5 dias para lograr un desarrollo
celular completo. Es importante acompanar la estandarizacién de los inéculos con
otros meétodos de medida de crecimiento diferentes al recuento en placa y turbidez
con patrones comerciales, algunos de estos pueden ser: espectrometria, filtracion
e impedancia eléctrica, que permita garantizar que el nimero de células presentes
sea el requerido (Hill, 2017).

En general, los resultados obtenidos en este estudio permitieron corroborar que las
placas Petrifilm son una alternativa viable para el analisis de hongos en alimentos
debido a que generan recuentos equivalentes, ofreciendo ventajas adicionales de
un recuento rapido, resultados veraces y aumentado la productividad, sin embargo,
se deben determinar las interferencias que inhiben la recuperacion de los
microorganismos de interés. A si mismo los resultados obtenidos en esta
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investigacion permitieron determinar, al igual que en el estudio de Taniwaki et al.
(2010), una alta correlacién entre los medios de cultivo tradicionales y las placas
Petrifilm, infiriendo que el método alternativo usando placas de Petrifilm pueden ser
utilizados como una opcién factible para el analisis de alimentos independiente de
la actividad de agua de este.

Como se observa en la tabla 17, existen diferencias significativas entre los costos
establecidos para los medios tradicionales y las placas de Petrifilm, brindando una
ventaja adicional del uso de estas placas listas para el analisis de mohos y levaduras
en alimentos. En promedio un paquete de placas Petriflm permite analizar 25
muestras, mientras que los medios de cultivo dependiendo de sus instrucciones de
preparacion en promedio permitirian el analisis de 900 muestras, esto se infiere que
a partir de su contenido total que son 5009 se preparen para analisis de alimentos.
Sin embargo, es importante considerar que las placas Petrifilm son instrumentos de
analisis microbioldgico listo para usar en tres simples pasos: inocular, incubar y
contar, en contra parte para el uso de los medios tradicionales se hace necesario
considerar en el costo del analisis gatos de material como cajas de Petri, agua
destilada para la preparacién del medio de cultivo, gastos de luz en el procesos de
esterilizacion mediante el uso de autoclave, ademas de tiempo del analista para
llevar a cabo la preparacion y servido de esta placas tradicionales.

Una ventaja de las placas tradicionales de YGC y las placas 3M™ Petrifim™ RYM®
es gque a diferencia de los medios referidos por la norma, no estan sujetos a la
actividad del agua del alimento para poder ser utilizados en el andlisis de mohos y
levaduras, esto influye directamente en la productividad dentro del laboratorio. A si
mismo las placas 3M™ Petrifim™ RYM® son un método de enumeracion mas
rapido y facil con resultados en 48-72hrs que el método tradicional que proporciona
resultados entre 3-5 dias, las placas Petrifilm son un método aprobado y validado,
y por tanto su uso es tan confiable como el extendido en placa utilizando los agares
DG18, DRBC y YGC, ademas el uso de estas placas listas eliminan los problemas
mencionados anteriormente que conlleva la preparacion de los medios
tradicionales, asi mismo disminuye el volumen de residuos generados normalmente
por este tipo de andlisis. Las placas Petrifilm al generar un resultado més rapido,
pero igual de eficiente, permiten monitorear los procesos de produccion de forma
mas eficaz, simplificando el proceso de andlisis y de esta manera cumpliendo con
los pardmetros de calidad cada vez mas estrictos (3M ciencia para la vida, 2020).
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7. CONCLUSIONES

Las placas 3M™ Petriflm™ RYM® son eficientes para el recuento de mohos
y levaduras en matrices alimentarias con diferente actividad de agua, esto se
determind a partir de los analisis estadisticos que muestran que no existen
diferencias significativas entre los recuentos en placa con medios tradicionales
y las placas Petrifilm.

Se determind que no existen diferencias entre, la capacidad de recuperacion
de las metodologias alternativas con agar YGC y Petrifilm, y los recuentos con
Agar DRBC y DG18. Esto se evidencio debido a que los métodos alternativos
recuperan el mismo numero de células que el método de referencia,
determinado por las pruebas estadisticas F y graficos de barras, que permiten
considerar a estas metodologias alternativas como viables para el analisis de
mohos y levaduras en alimentos.

El andlisis de econdémico permiti6 determinar que el uso de placas 3M™
Petriflm™ RYM® es una metodologia viable econémicamente para el analisis
este grupo microbiano en alimentos.
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8. RECOMENDACIONES

Extender este tipo de estudios para evaluar otras metodologias alternativas
que permitan el recuento rapido, veraz y oportuno de microorganismos
indicadores, asi mismo que se realice este estudio comparativo con otros
grupos microbianos de interés en la industria alimentaria, de forma que los
laboratorios dedicados al analisis y los clientes cuenten con alternativas
econdmicas para el analisis de sus productos.

Comparar otros medios de cultivo disponibles en el mercado para el analisis
de mohos y levaduras como: OGY, M-GREEN, Sabouraud, PDA, Malta y
Czapek, de forma que los laboratorios de analisis puedan contar con un
amplia variedad de medios que me permitan el andlisis de este grupo
microbiano pero garantizando la capacidad de estos para la recuperacion de
las células presentes en los alimentos.

En préximos estudios se recomienda trabajar con alimentos estériles o
realizar una caracterizacion inicial de la microbiota presente en el alimento a
fin de garantizar que no hayan otros grupos microbianos que influyan en el
desarrollo del microorganismo de interés, asi mismo de realizar un estudio
de los posibles interferentes en los alimentos que puedan inhibir el
crecimiento de los microorganismos objeto de analisis.
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Anexo 1. Datos crudos del analisis comparativo

10. ANEXOS

LEVADURAS M1 | ™ M2 | M2 M3 | M3 Ma | M4 M5 | M5 M6 | M6
DRBC UFC/g DG18 UFC/g DG18 UFC/g DRBC UFC/MI DRBC UFC/g DG18 UFC/g
BAJO 1000 1200 1500 1800 1700 1600 1500 1800 1000 1100 1600 1800
MEDIO 4000 4800 4200 3900 4400 4700 4500 4300 4500 3900 4700 4900
ALTO 12000 11000 10000 10000 11000 10000 10000 12000 1100 10000 10000 10000
MOHOS M1 | M M2 | M2 M3 | M3 Ma | M4 Y EYE M6 | M6
DRBC UFC/g DG18 UFC/g DG18 UFC/g DRBC UFC/ml DRBC UFC/g DG18 UFC/g
BAJO 900 700 1000 1100 1000 1000 1200 1100 900 1000 1200 1100
MEDIO 3500 3800 4100 4200 4400 3900 4200 3800 4000 4300 4700 4300
ALTO 10000 9000 12000 12000 10000 10000 10000 1100 10000 10000 10000 9000
Levadura M1 | M M2 | M2 M3 | M3 Ma | M4 M5 | M5 M6 | M6
PETRIFILM UFC/g PETRIFILM UFC/g PETRIFILM UFC/g PETRIFILM UFC/ml PETRIFILM UFC/g PETRIFILM UFC/g
BAJO 1100 1100 1200 900 1500 1200 1100 1200 1500 1300 1400 1200
MEDIO 4400 4900 4000 3700 4400 5100 5000 5300 4200 5000 4500 5800
ALTO 10000 10000 9000 9000 10000 10000 9800 10000 10000 10000 10000 10000
Mohos M1 | M M2 | M2 M3 | M3 Ma | M4 M5 | M5 M6 | M6
PETRIFILM UFC/g PETRIFILM UFC/g PETRIFILM UFC/g PETRIFILMUFC/ml PETRIFILM UFC/g PETRIFILM UFC/g
BAJO 1100 1100 1200 900 1500 1200 1100 1200 1500 1300 1400 1200
MEDIO 4400 4900 4000 3700 4400 5100 5000 5300 4200 5000 4500 5800
ALTO 10000 10000 9000 9000 10000 10000 9800 10000 10000 10000 10000 10000
Levadura M1 | M M2 | M2 M3 | M3 Ma | M4 M5 | M5 M6 | M6
YGC UFC/g YGC UFC/g YGC UFC/g YGC UFC/ml YGC UFC/g YGC UFC/g
BAJO 1000 12000 1600 1800 900 1200 1200 1300 1100 1500 1500 1400
MEDIO 4800 5100 4200 4400 5000 4700 3800 3900 5000 4300 4700 4300
ALTO 10000 10400 11000 11400 10900 11300 10800 11200 11000 12100 10400 11000
Mohos M1 M1 M2 M2 M3 M3 M4 M4 M5 M5 M6 M6
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YGC UFC/g YGC UFC/g YGC UFC/g YGC UFC/ml YGC UFC/g YGC UFC/g
BAJO 1500 2000 2400 2600 1800 1800 2100 1800 2100 2200 2400 2500
MEDIO 6500 7000 6100 5700 5100 6000 4500 4500 5300 6000 5500 5900
ALTO 11000 11000 11000 11000 11000 11000 10000 11000 12000 11000 10000 10000
Anexo 2. Recuento de la escala McFarland.
Recuento de
mohos 101 10 103 10* 10°% 10° 107
Cajal 14500 5400 1300 480 98 9 <10
Caja 2 15000 4900 1500 450 86 9 <10
Recuento de
lavaduras 101 107 103 10* 10° 10° 107
Cajal 17800 8700 2500 670 59 6 <10
Caja2 15500 7700 3000 560 86 5 <10
Anexo 3. Andlisis microbiolégico inicial.
Recuento inicial de M1 M2 M3 M4 M5 M6
Aerobios mesofilos. Pan Tajado Leche en polvo Harina de trigo Jugo de Fruta Mayonesa Croqueta
10? 50 10 70 10 50 10
102 <10 <10 <10 <10 <10 <10
103 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Recuento inicial de M1 M2 M3 M4 M5 M6
mohos y levaduras. Pan Tajado Leche en polvo Harina de trigo Jugo de Fruta Mayonesa Croqueta
101! <10 <10 <10 <10 <10 <10
102 <10 <10 <10 <10 <10 <10
103 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Nota: El resultado <10 manifiesta ausencia de crecimiento.
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