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RESUMEN

En la actualidad las industrias productoras de
alimentos se ven en la necesidad de implementar
metodol ogias que faciliten la obtencion de resultados
en un tiempo corto. Es por esto que en esta
investigacion se buscé validar la técnica de
Bioluminiscencia como una alternativa de control
microbiol gico que proporcione resultados rapidos y
sensibles basados en lareaccion por ATP conlaenzima
luciferasa presente en todos |0s organismos vivos.

Parallevar a cabo dicha validacion se enfrenté la
técnica de Bioluminiscencia con la de Recuento
Estéandar en Placa ya que esta Ultima es la prueba
estandar utilizada en la planta para el control
microbioldgico delosrefrescos defrutay labebidade
malta.

El procedimiento realizado consisti6é en la
inoculacion de los productos en estudio con
microorganismos (bacterias, mohos y levaduras)
identificados en estudios anteriores, para garantizar
que los resultados obtenidos se acomodaran a la
situacion real delosproductosen laplanta. A partir de
lainoculacion se procedio atomar muestras paralelas
para las dos técnicas con un intervalo de dos horas
para cada toma en condiciones controladas durante
un periodo de 12 horas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se
establecieron rangos de medicién, sensibilidades y
especificidades de las técnicas con €l fin de conocer
cual eslamés precisay més confiable paraladeteccion
de microorganismos en producto alterado. Finalmente
se pudo concluir que la técnica de Recuento Estandar
en Placa es més sensible y especifica obteniendo
resultados cuantitativamente confiables en un periodo
maslargo detiempo.

ABSTRAC

Actualy food industrias seems to have necesity to
implement new methodol ogies to improve and obtein
results in a few time. That is the reason why in this
research we wanted to validate the biolumiscence
technique as alterantive to control all microbiological
problemsand have quickly and sensitivaresults, based
inthe ATP reaction with the luciferasa enzime present
inall alive microorganisms.

To develop this validation we faced up the
Bioluminiscence technique to the plague recount
because this is the last standard test used in plant to
control all microbiologicd requestinfruitsrefreshments
and malt beverage.

This procedure was made it, doing inoculation of
the study products with microorganisms (bacteria,
fungus, yeast) identify in previous studies to give
guarantee of the obtained results and find out if this
are the redlity situation of the plant products.

The samples where talking at the same time with
intervals of two hours in controled conditions during
12 hours. We stablished sensitivies measuring and
specifieslevels of the techniques, to know wich oneis
more preci se and confident to detect microorganimsin
an contaminates product.

Finally we can conclude that the standard
technique is more sensitive and specific having
cuantitative resultsin an longer period.

PALABRAS CLAVE

Unidades Formadoras de colonia pata técnica de
Recuento en Planca, URL : Unidades Relativasde Luz
para la técnica de bioluminiscencia, ATP: Trifosfato
de Adenosina, Bioluminiscencia, Control de Calidad.
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INTRODUCCION

Debido alas diferentes técnicas de manufacturay
presentacion del producto existe una necesidad
creciente de verificar laausencia de microorganismos
viables en un volumen determinado del producto. El
control microbioldgico estandar utilizado es el
Recuento en Placa con un tiempo de cuarentenade 10
a 15 dias. La Bioluminiscencia por ATP como una
aternativaalos procedimientos de control de calidad
microbiol égico tradicionales proporciona resultados
répidos, exactosy sensibles através de unaoperacion
sencilla. La técnica de deteccion esta basada en la
reaccion ATP (Adenosin-trifosfato) presente en todos
los organismos vivos. La cantidad de luz emitida es
proporciona alacantidad de ATP presente ya seaen
unamesada (lote) o en & producto final. Mediante un
Lumindmetro portétil se mide la cantidad de fotones
emitidos en URL o Unidades Relativas de Luz que es
proporcional a la cantidad de microorganismos
presentes. En vista de lo anteriormente mencionado
este proyecto pretende considerar el método de
Bioluminiscencia basado en la reaccion de ATP que
permite ladeteccién rapida de microorgani smos como
unaestrategia dindmica, sensibley especificafrentea
la metodologia estética de Recuento en Placa que
depende de la produccién de biomasa visible.

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO

Inicialmente se realiz6 una prueba piloto con 30
muestras al azar de cada producto (refrescos de mora,
mango, naranja, durazno) con un volumen por bolsa
de 200 ml y 30 botellas al azar de bebidade maltacon
un volumen de 100 ml lacual permitié tener untamafio
de muestra apto para obtener unos datos finales
satisfactorios.

Se hizo acadamuestraderefrescoy acadabotella
de bebida de malta una induccién de contaminacion
previamente estandarizado (UFC existentes en el
inoculo: B. licheniformis, Rhodotorula sp y
Penicillium sp para refrescos de fruta; Lactobacillus
sp, Hansenula sp y Penicillium sp, para bebida de
malta) y crioconservada en glicerol al 600% a fin de
reali zar diferentes recuentos microbiol 6gicos como son

Tabla 1. Andlisis microbiolégico para refrescos
de fruta y bebida de malta

MICROORGANISMO| TECNICAS |AGAR |[TEMP| TIEMPO

°C
B. Licheniformis | Profundidad| Plate | 37 | 24-48 h
Count
Lactobacillus sp | Profundidad| SDA | 37 | 24-48 h
Mohos y Levaduras | Profundidad| PDA 25 | 3-5 dias

Paralelamente se tomaron muestras del producto
en estudio sin inocular aplicando la técnica de
Recuento en Placa y la técnica de Bioluminiscencia
agregando 100 microlitrosdelamuestraal dispositivo
de hisopo y realizando la lectura en € luminémetro
con el propésito de descartar cual quier contaminacion
antes de agregar el inoculo y conocer €l rango de
partida de cada producto. Estos mismos
procedimientos se realizaron a los productos
inoculados.

PRUEBA FINAL

A partir del tamafio muestral deducido por andlisis
estadistico de la prueba piloto, se realizaron pruebas
paralelas de bioluminiscencia y recuento en placa a
los productos en estudio induciendo contaminacion
con & mismo inéculo utilizado en la prueba inicial
(piloto) alo largo de doce horas con unintervalo de 2
horas para cada medicion

RESULTADOS Y DISCUSION

PRUEBA PARA DETERMINAR LA SENSIBI-
LIDADY ESPECIFICIDADDELATECNICADEBIO-
LUMINISCENCIA FRENTE AL RECUENTO
ESTANDAR EN PLACA PARA REFRESCOSDE
FRUTAYBEBIDASDE MALTA

-ESTADISTICA

Lasensibilidad de un método puede definirse como
la proporcion de los microorganismos buscados que
pueden desarrollarse en las condiciones de la prueba
y mostrar reacciones caracteristicas. (Doyle, 2001)

Positivos verdaderos (PV)
(PV)+ Falsos negativos (FN)

Sensibilidad =

La especificidad se refleja en la proporcion de
microorganismos no buscados que muestran dichas
reacciones. (Doyle, 2001)

e Negativos verdaderos (NV)
Especificidad =

(NV) + Falsos negativos (FN)

Deacuerdo aestapruebaestadisticalaprobabilidad
de reconocimiento de los microorganismos para la
técnicade bioluminiscenciafue:
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Tabla 2. Probabilidad de hallazgo de
microorganismos para la Técnica de
Bioluminiscencia

PRODUCTO + MICROORGANISMO| PROBABILIDAD
DE HALLAZGO
PARA URL (%)
Refresco naranja + Bacteria 81.25
Refresco naranja + Levadura 77.25
Refresco naranja + Moho 53.8
Refresco mora + Bacteria 65.5
Refresco mora + Levadura 83.3
Refresco mora + Moho 7.7
Refresco mango + Bacteria 70
Refresco mango + Levadura 83.75
Refresco mango + Moho 29.83
Refresco durazno + Bacteria 81.25
Refresco durazno + Levadura 87.75
Refresco durazno + Moho 38.75
Bebida de malta + Bacteria 16.25
Bebida de malta + Levadura 85
Bebida de malta + Moho 72.5

Dadalavariabilidad en el comportamiento de los
microorganismos no se pudo establecer con exactitud
la probabilidad de hallazgo de los mismos aplicando
esta prueba estadistica para la técnica de Recuento en
Placa por lo que se establecié un andlisis de ausencia
- presenciadelos microorganismosinoculados apartir
de los recuentos en placa observados. (Tabla 3)

Los resultados obtenidos aplicando la técnica de
Bioluminiscencia permiten conocer el porcentaje de
probabilidad de hallazgo de los microorganismos
marcado en un rango amplio de URL, disminuyendo €l
nivel de contabilidad paradeterminar cuantitativamente
la carga contaminante presente en e producto. Este
amplio rango puede ser atribuido a la ata carga de
ATP contenido en los componentes propios de cada
producto que no permiten distinguir de formaclarael
ATP no microbiano del microbiano en e momento de
analizar lamuestra.

Conrespecto a Recuento Estandar en Placapermite
conocer la sensibilidad y especificidad de la técnica
debido a que todos los recuentos para los diferentes
microorganismosfueron positivos. Este resultado pudo
ser originado a partir del medio de cultivo especifico
utilizado para cada tipo de microorganismo el cua
proporcionalosnutrientesy las condicionesrequeridas
para su 6ptimo desarrollo. Sin embargo, la poblacién
inicialmente inoculada se vio afectada por diferentes
factores tales como pH, conservantes, saborizantes,
estabilizantes y propiedades tipicas de las frutas y de
las bebidas de malta que provocaron tanto la
disminucion como el aumento de la poblacién
microbiana a lo largo del tiempo. Otra posible
explicacién a este fenémeno (disminucién y aumento
de la poblacién) puede ser que los microorganismos
Ileguen a la fase criptica (conocida como la fase en
donde en ausencia o disminucion de nutrientes, el

microorganismo comienzaaesporular parasobrevivir),
originandose un cambio en la curva de crecimiento.

Tabla 3. Rangos de UFC de productos en estudio

MICROORGANISMO + PRODUCTO | RECUENTOEN
PLACA(UFC)
Refresco naranja + Bacteria 8-23
Refresco naranja + Levadura 19-53
Refresco naranja + Moho 10-91
Refresco mora + Bacteria 3-26
Refresco mora + Levadura 7-26
Refresco mora + Moho 2-38
Refresco mango + Bacteria 4-31
Refresco mango + Levadura 8-37
Refresco mango + Moho 1-100
Refresco durazno + Bacteria 6-120
Refresco durazno + Levadura 7-26
Refresco durazno + Moho 57-106
Rango Total 1-120
Bebida de malta + Bacteria 20-39
Bebida de malta + Levadura 8-37
Bebida de malta + Moho 39-108
Rango total 8-108

LIMITESDF. CONFIANZAPARA LA MEDIA
DE UNA POBLACIONREPRESENTADAENUFCY
URL

Lamaneramésinformativa de cuantificar el error
aleatorio esconstruir interval os (limites) de confianza
deacuerdo alosresultadosdelaprueba. Losintervalos
de confianza permiten a lector observar €l intervalo
de valores compatible con los resultados obtenidos,
pudiéndole comparar con el de otras pruebas.
(Stephen, 1990).

Aplicando lasiguiente férmula:

X +-txs
NI

se obtuvieron los siguientes resultados:

m=

Tabla 4. Limites de confianza para la media
de la poblacién en estudio.

PRODUCTO+MICROORGANISMO URL UFC

Refresconaranja +Bacteria 666<nx723 | 142<m<198
Refresconarania+Levadura 630<m<669 | 29.2<m<36.9
Refresconaranja+Moho 683<m<7.26 |26.0<m<29.3
Refrescomora+ Bacteria 255<m<304 |15.7<m<17.9
Refrescomora+ Levadura 212<m<338 | 126<m<29.0
Refrescomora+ Moho 280<m<319 |16.7<m<181
Refrescomango+ Bacteria 557<m<602 |184<m<215
Refrescomango+ Levadura 520<nk559 | 148<m<275
Refrescomango+ Moho 560<m<608 | 185<m<27.6
Refrescodurazno+ Bacteria 560<m<6.06 |19.7<m<38.3
Refrescodurazno+ Levadura 556<m<594 |9.37<m<186
Refrescodurazno+ Moho 530<nk545 | 79.0<m<85.2
Behidade matta+Bacteria 199<m<240 | 249<m<305
Bebidademalta+Levadura 326<m<363 |151<m<27.9
Bebidade malta+Moho 240<m<2.79 | 59.7<nx765
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CONCLUSIONES

La metodologia empleada durante el estudio
muestra una alta confiabilidad del mismo, puesto que
permitié e cumplimiento de los objetivos propuestos.
El andlisis de regresion aplicado a la técnica de
Recuento Estandar en Placa demostré que para los
refrescos de frutael 66.6% delas UFC aceptalaHolo
gueindicaque no hay unavariacién significativaenla
poblacién existente através del tiempo al igual queen
la bebida de malta cuyo porcentaje es el mismo. El
andlisis de regresion aplicado a la técnica de
Bioluminiscencia demostré que para los refrescos de
frutael 50% delas URL aceptalaHolo queindicaque
no hay variacion significativaen lapoblacion existente
através del tiempo y paralabebida de maltaes de un
66.6% aceptando la Ho. De acuerdo a los resultados
obtenidos a partir de las pruebas de sensibilidad y
especificidad aplicadas a las dos técnicas en estudio
sepudo comprobar quelatécnicade Recuento Estandar
en Placa es més sensible y especifica que la de
Bioluminiscenciadebido alas condiciones Optimas que
ésta brinda para su crecimiento y cuantificacion. Por
medio deun andlisis deinterval os de confianza se pudo
precisar € factor de correlacion de UFC y URL. El
método de Bioluminiscenciapermite obtener resultados
en un corto periodo de tiempo, sin embargo, no
especifica cuantitativamente la poblacion microbiana
existente en una muestra determinada debido al ATP
no microbiano presente en la muestra. EI método de
Recuento Estandar en Placa garantiza la obtencion de
resultados microbiol 6gicamente confiables de una
maneramas econdmicapero con un periodo detiempo
mas prolongado que la técni cade Bioluminiscencia.
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