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GLOSARIO

Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas, utilizada como medio de
cultivo, en farmacia, en bacteriologia y en ciertas industrias.

Aislar: Separar un microorganismo de otro para su identificacion.

Cepa: Microorganismo viable de referencia que se utiliza para control de medios de
cultivo y procesos microbioldgicos.

Cepa de Referencia: Es una cepa proveniente de un cultivo puro, obtenidas directamente
de una coleccion nacional e internacional reconocida, con su respectivo registro y
certificado. Puede ser una cepa ATCC, cepa NCIMB o cepa NCTC.

Colonia: Formacion visible en el agar, resultado de la reproduccion de los
microorganismos.

Confiabilidad: Es un término general cualitativo que expresa el grado de cumplimiento
satisfactorio de un método analitico en términos de sus variados atributos técnicos
aplicabilidad, exactitud, precision, sensibilidad y detectabilidad), siendo, por lo tanto, un
concepto compuesto.

Error aleatorio: Componente del error de medida que en mediciones repetidas varia de
manera impredecible. El error aleatorio es igual a la diferencia entre el error de medida y
el error sistematico.

Error de medida: Diferencia entre un valor medido de una magnitud y un valor de
referencia.

Exactitud: La exactitud es la proximidad de los resultados de la prueba obtenidos
mediante el método de prueba respecto a los obtenidos por el método tradicional.
Usualmente, la exactitud se expresa como el porcentaje de la recuperacion de los
microorganismos mediante el método de valoracion.



Factor de cobertura: Numero mayor que uno, por el cual se multiplica una
incertidumbre estdndar combinada de medida para obtener una incertidumbre expandida
de medida. Usualmente se usa el simbolo K para el factor de cobertura.

Incertidumbre: Parametro asociado a una medicion que caracteriza la dispersion de los
valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurado.

Inclusividad: capacidad de detectar el analito entre un amplio grupo de cepas diana.

Inéculo: Cantidad de muestra que se siembra que procede de una suspension bacteriana
con carga o no conocida.

Limite de cuantificacion: El limite de cuantificacion es el numero mas bajo de
microorganismos que pueden contarse con exactitud.

Limite de deteccion: El limite de deteccion es el nimero mas bajo de microorganismos
en una muestra que puede detectarse bajo las condiciones experimentales establecidas.

Linealidad: La linealidad de una prueba microbioldgica cuantitativa es su capacidad para
generar resultados que sean proporcionales a la concentracion de microorganismos
presentes en la muestra dentro de un intervalo dado.

Mensurando: Magnitud propuesta para medirse. La especificacion del mensurando
requiere la descripcion del estado del fendémeno, cuerpo o sustancia a la cual esta asociada
la magnitud; incluye las componentes necesarias y las entidades quimicas involucradas.
“Magnitud sujeta a medicion”.

Muestra: Producto resultante de la operacion de muestreo.

Nivel de confianza: Probabilidad de que el conjunto de los valores verdaderos de un
mensurando esté contenido en un intervalo de cobertura especificado



Precision: La precision de un método microbioldgico cuantitativo es el grado de
coincidencia entre los resultados de las pruebas individuales cuando el procedimiento se
aplica repetidamente a muestreos multiples de suspensiones de microorganismos de
laboratorio a lo largo del intervalo de la prueba. La precision de un método
microbioldgico habitualmente se expresa como la desviacion estandar o la desviacion
estandar relativa (coeficiente de variacion).

Repetibilidad: Resultados de ensayos independientes obtenidos por el mismo método
sobre elementos de ensayo idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo operador,
usando el mismo equipo y durante cortos intervalos de tiempo.

Reproducibilidad: Resultados obtenidos con el mismo método sobre elementos de
ensayo idénticos en diferentes laboratorios, con diferentes operadores y usando equipos
diferentes.

Sesgo: Diferencia entre el resultado esperado del andlisis y un valor de referencia
aceptado.

Validacion inicial o completa: realizada con un protocolo extenso en el que se
contempla una primera fase de validacion por parte de un laboratorio experto y una
segunda fase que incluye la realizacion de un ejercicio colaborativo con la participacion
de varios laboratorios, y que utiliza un disefio de experiencias y unos criterios de
evaluacion de resultados preestablecidos y reconocidos internacionalmente (como por
ejemplo los recogidos en la Norma UNE EN ISO 16140:2003).

Validacion interna o verificacion: por parte del laboratorio de control que va a utilizar
el método alternativo, que consiste basicamente en comprobar que el laboratorio es capaz
de cumplir con los requisitos de funcionamiento del método previamente establecidos en
las condiciones habituales de trabajo.



RESUMEN

Existe una alta variabilidad bioldgica y heterogeneidad en la distribucion de los probioticos
presentes en matrices alimentarias funcionales tipo yogur, sumado a la adicion de cultivos
iniciadores que le dan textura sensorial caracteristica de este producto; por lo que se requiere
una enumeracion selectiva de las diferentes especies microbianas que los componen y su
correcta identificacion se dificulta, pues son muy pocos los medios de cultivo disponibles
que sean lo suficientemente selectivos para permitir el aislamiento de cepas probioticas de
poblaciones mixtas como las que estan presentes en el yogur. Lo que hace necesario emplear
metodologias validadas para el conteo in vitro de estos microorganismos que disminuyan la
incertidumbre y garanticen resultados confiables, debido a que el nimero de bacterias
benéficas es importante para ser declarado como alimento probiotico. Se ha adoptado el nivel
minimo recomendado de 10°UFC/mL o g, criterio normativo emitido por el Ministerio de
Proteccion Social en la Resolucion 333 del 2011 como requisito minimo de bacterias lacticas
probioticas. Por lo anterior, en la presente investigacion se valido la metodologia para el
recuento de un microorganismo probidtico (Lactobacillus acidophilus La3) en yogur
semidescremado utilizando el medio de cultivo diferenciador de homofermentadores y
heterofermentadores (HHD), con los resultados obtenidos se encontrdé que el método es
lineal, veraz y preciso con una incertidumbre combinada de 0.05 y expandida de 0.106 log
10 con un 95% de confianza. Se concluyo que el método analitico evaluado cumple con su
uso previsto garantizando que la Cooperativa Colanta® emita un reporte de recuento
confiable de este microorganismo en el producto final.

Palabras clave: Validacion, probidticos, Lactobacillus acidophilus, yogur, HHD.



ABSTRACT

There is high biological variability and heterogeneity in the distribution of probiotics present
in food matrices, yogurt-like functions, added to the source of initiating courses that give it
a sensory texture characteristic of this product; Therefore, a selective enumeration of the
different microbial species that compose it is required and its correct identification is
difficult, since there are very few culture media that are selected to allow the isolation of the
strains. They are present in yogurt. What is needed is necessary to use validated
methodologies for the in vitro counting of these microorganisms that reduce the uncertainty
and guarantee reliable results, because the number of beneficial bacteria is important to be
declared as probiotic food. The recommended minimum level of 10® CFU/mL or g has been
adopted, a normative criterion issued by the Ministry of Social Protection in Resolution 333
of 2011 as a minimum of probiotic lactic acid bacteria. Therefore, in the present investigation
the methodology for the treatment of a probiotic microorganism (Lactobacillus acidophilus
La3) in low-fat yogurt as the differentiating culture medium of homofermentators and
heterofermenters (HHD) was validated. It is linear, accurate and accurate with a combined
uncertainty of 0.05 and expanded from 0.106 log 10 with 95% confidence. It was concluded
that the analytical method evaluated fulfills its intended use guaranteeing that Cooperativa

Colanta® is a report of reliable counting of this microorganism in the final product

Keywords: Validation, probiotics, Lactobacillus acidophilus, yogurt, HHD.



INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del Problema

En la industria lactea, se utilizan cultivos iniciadores mixtos, entre los cuales se
encuentra el conocido cultivo de yogur que contiene la mezcla de las cepas Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus 'y Streptococcus thermophilus. La introduccion de
microorganismos probidticos se refiere a la fabricacion de nuevos productos que contienen,
ademas de cultivos especificos de yogur, Lactobacillus acidophilus y/o bifidobacterias
(Bigliardi & Galati, 2013; Camaschella, Mignot, Pirovano-", & Sozzi, 1998; Gilliland, 1999;
[llanes, 2015; Jensen, Grimmer, Naterstad, & Axelsson, 2012; Olagnero, Abad, &
Bendersky, 2007; Organizacion Mundial de la Salud, 2011; Song, Ibrahim, & Hayek, 2012;
Talwalkar & Kailasapathy, 2004; Tripathi & Giri, 2014). Estos microorganismos probioticos
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) de Naciones Unidas son: “Microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades apropiadas, confieren al huésped un beneficio para la salud” (FAO
& OMS, 2006). Entre los requisitos para que un microorganismo sea considerado probiotico
se encuentran: Evaluaciones in vitro necesarias para validar una cepa como potencialmente
probidtica (que no sea patdgeno, sea estable genética y fisiolégicamente en su lugar de
accion, ademas se debe considerar generalmente seguro (estatus GRAS) al ser consumido) e
in vivo necesarios para atribuirle a dicha cepa su cualidad como probiotico (supervivencia en
el paso por el tracto gastrointestinal (Kandylis, Pissaridi, Bekatorou, Kanellaki, & Koutinas,
2016), comprobacion cientifica de los beneficios en salud que confiere a su hospedero con
estudios controlados en humanos) y uno de los aspectos mds importantes es que debe
administrarse en dosis adecuadas, e instalarse en el intestino para realizar un efecto benéfico
(Caillard & Lapointe, 2017; Illanes, 2015). Es decir, que los microorganismos deben estar
viables y disponibles en recuentos altos, por lo que se sugiere que la dosis terapéutica minima
por dia sea entre 102 UFC/mL o g y 10° UFC/mL o g del probidtico dentro del producto en
el momento del consumo (Kandylis et al., 2016; Patrick, 2012). Segun la normatividad
colombiana se ha adoptado el nivel minimo recomendado de 10°UFC/mL o g, criterio
normativo emitido por el Ministerio de Proteccion Social en la Resolucion 333 de 2011, como
requisito minimo de bacterias lacticas probidticas en leches cultivadas (Ministerio
Proteccion, 2011). Esto debe verificarse para cada cepa potencialmente probiotica (Ashraf &
Shah, 2011) en las industrias de alimentos durante todo el proceso productivo hasta el final
de la vida util (con variabilidad minima de un lote a otro), utilizando instrumentos adecuados
y calibrados, métodos de andlisis documentados, patrones de referencia confiables y
preservando la integridad de la muestra. De esta forma se garantizan reportes confiables sobre
el estado del producto final.



Dado que los yogures se preparan a partir de diferentes cepas, requiere una
enumeracion selectiva de las diferentes especies microbianas que los componen (cultivos
iniciadores y cultivos probidticos) y su correcta identificacion se dificulta (Camaschella et
al., 1998; Coeuret, Dubernet, Bernardeau, Gueguen, & Vernoux, 2003; Sutula, Coulthwaite,
& Verran, 2012), pues son muy pocos los medios de cultivo disponibles que sean lo
suficientemente selectivos para permitir el aislamiento de cepas probioticas de poblaciones
mixtas como las que estan presentes en el yogur (Sutula et al., 2012), y aunque existen
estudios in vivo e in vitro sobre la actividad probidtica de microorganismos en diferentes
matrices alimentarias (Hiitt, Shchepetova, Lodivukene, Kullisaar, & Mikelsaar, 2006;
Qualities, 2002; Salva et al., 2011; Salva, Merino, Agliero, Gruppi, & Alvarez, 2012; J
Villena et al., 2012; Julio Villena et al., 2012; Wang et al., 2004), son pocos o nulos los
trabajos publicados en Colombia sobre validaciones de metodologias confiables y con baja
incertidumbre para la cuantificacion de microorganismos probidticos en yogur (Senaka
Ranadheera, Evans, Adams, & Baines, 2012), o si se realizan, éstas no son publicadas porque
podrian revelar tanto fortalezas como debilidades y esto genera desconfianza a la hora de
publicar los resultados obtenidos. Entre estos métodos de validacion, algunos pueden generar
resultados equivalentes a los suministrados por el correspondiente método de referencia,
mientras que otros pueden producir resultados con diferencias apreciables (Fornés, 2008;
Norma técnica colombiana. NTC 5014, 2001). En este sentido, mediante la validacion el
laboratorio demuestra la capacidad para reproducir los ensayos y/o pruebas que hace e indica
que si en un ensayo se obtuvieron resultados objetivos, en las pruebas posteriores se
obtendran los mismos resultados con desviaciones aceptables y con las limitaciones que
supone el uso de los mismos procedimientos, equipos y personas involucradas en la ejecucion
del analisis (Ordofiez Parra & Rojas Salazar, 2007). Esto ayudaria a las empresas a cumplir
con las normas reglamentarias (nacionales e internacionales) y asi garantizar la entrega de
las concentraciones requeridas para obtener beneficios al consumidor. Por lo cual, dentro de
la Cooperativa Colanta® se evalué una metodologia para el recuento del microorganismo
probiotico L. acidophilus La3 en agar HHD (Mcdonald et al., 1987), siendo este un método
alterno que brinda una solucion rapida al problema de diferenciacion que se daba con el
método de referencia (Agar MRS) en una matriz compleja como el Yogur Colanta®, se
necesito validarlo para dar resultados confiables en el reporte de probiodticos en su producto
final, pues si bien, existen articulos que relacionan el uso de este método atn no ha sido
validado para utilizarlo en cepas y productos comerciales (Ashraf & Shah, 2011).

En el campo microbioldgico y debido a las caracteristicas propias de los métodos de
ensayo, en general se habia optado por la utilizacion de métodos publicados, para evitar el
requisito de validacion. En algin caso esto producia dificultades, ya que los métodos no eran
seguidos estrictamente, por ejemplo, en cuanto a tolerancias de temperaturas, o
composiciones de medios. Por otro lado, la informacion existente sobre caracteristicas de los
métodos, era escasa, y en el periodo 1990-2000, se empieza a poner de manifiesto, a través
de ejercicios de intercomparacion, que los resultados obtenidos pueden ser dependientes del
método utilizado. Con la publicacion de la norma ISO 17025 y la interpretacion de la misma
realizada por los organismos de acreditacion, la validacion de los métodos microbioldgicos,



cobra un papel fundamental, ya que se solicita que se validen internamente también, aquellos
métodos que no tienen parametros definidos, de modo que una vez obtenidos €stos, puedan
compararse con requisitos preestablecidos que demuestren su aptitud para el uso. En el tiltimo

periodo se procede a la publicacion de un importante nimero de normas ISO: ISO 13843,
ISO 16140, ISO 17994 (Sanchez, 2005).

Los métodos alternativos son muy utilizados para el desarrollo de técnicas
microbioldgicas cuantitativas, estos corresponden a ensayos orientados a determinar los
recuentos de microorganismos en una muestra determinada (Desempefio, 2015), por lo que
deben ser validados para implementarlos en la rutina de andlisis de muestras alimentarias,
incluidos los alimentos funcionales. Por lo cual, como parte del control de calidad en las
industrias que elaboran leches fermentadas tipo yogur como la Cooperativa Colanta®, es
importante realizar ajustes en los procesos industriales cuando no se tengan valores acordes
a los exigidos, y ademds realizar futuras investigaciones con alta confiabilidad,
disminuyendo la variabilidad analitica, comparando lotes de productos con mayor confianza
y seleccionando el mejor punto en la produccion donde sea mas confiable muestrear. Esta
investigacion sirve de herramienta para detectar otros tipos de microorganismos, que
aumentarian la inocuidad de este alimento, mediante la validacion de la metodologia para la
cuantificacion confiable de las bacterias lacticas probidticas que se han afiadido a la matriz.
Errores en la proporcion de los microorganismos probioticos o bien, en la cuantificacion,
dard como resultado productos terminados de baja calidad, los cuales no proporcionaran al
consumidor el efecto benéfico propuesto, poniendo en riesgo la confianza de la marca en el
mercado y acarreando probables demandas legales por publicidad engafiosa lo que afectaria
el buen nombre de la Cooperativa Colanta®.

1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Validar una metodologia para la cuantificacion de un microorganismo probidtico
(Lactobacillus acidophilus La3) en yogur.

1.2.3 Objetivos Especificos

e Evaluar los parametros de desempefio del método microbiologico de recuento en
placa en agar HHD para la cuantificacion del microorganismo probiotico L. acidophilus La3
en yogur: Limite de deteccion (LOD), Limite de cuantificacion (LOQ), Inclusividad,



Veracidad (Sesgo, recuperacion) y Precision (repetibilidad, precision intermedia); y
determinar la idoneidad del método para el uso previsto.

e Determinar la incertidumbre del método microbioldgico de recuento en placa en agar
HHD para la cuantificacion del microorganismo probidtico L. acidophilus La3 en yogur.



2. MARCO TEORICO

Con el fin de brindar una mayor calidad a los consumidores, las empresas productoras
de alimentos deben realizar andlisis microbiologios y fisicoquimicos, para determinar la
confiabilidad del producto y verificar si aprueban los niveles de calidad exigidos para que
dichos productos puedan ser comercializados. Por esta razén, es necesario que los
laboratorios que llevan a cabo dichos analisis tengan como objetivo principal proporcionar
resultados altamente confiables, razon por la cual, el laboratorio debe controlar y asegurar la
calidad de sus resultados, lo cual radica principalmente en la alineacién con parametros
nacionales e internacionales, para asi poder garantizar un buen desarrollo del procedimiento
y que éste se realice en forma correcta cada vez que se ejecute, y esto se logra mediante la
implementacion de la validacion de las técnicas utilizadas en el laboratorio (Padilla, 2007).

Es asi como la utilizacion de métodos de deteccion de microorganismos en alimentos
es una de las herramientas utilizadas para garantizar la seguridad microbioldgica de los
productos. Pero, ;como garantizar resultados confiables? La respuesta esta en la validacion
de la metodologia utilizada. Segun Freitas, E.I. et al 2006 (Lemos, Marin, As, Origem, &
Doa, n.d.), la validacion es un acto documentado que atestigua que cualquier procedimiento,
proceso, equipo, material, operacion o sistema realmente lleve a los resultados esperados.

2.1 Validacion

Antes de que un procedimiento pueda proporcionar informacidén analitica util, es
necesario demostrar que sus resultados son aceptables. La validacion consiste en valorar si
la precision y la exactitud que se obtienen siguiendo el procedimiento son adecuadas para el
problema. Ademas, la validacion garantiza que el procedimiento escrito es lo suficientemente
detallado como para que distintos analistas o laboratorios obtengan resultados comparables
cuando lo utilicen (OAA, 2013).

La validacion de los diversos métodos analiticos, en concordancia con lo expresado en
la ISO NTC/IEC 17025 (Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de
ensayo y calibracion) consiste en confirmar, a través del examen y el aporte de evidencias
objetivas, que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto (Ariza
Tirado, 2015).

2.1.1. Métodos Analiticos

Los métodos analiticos pueden ser comprendidos como los recursos elementales
usados en un laboratorio, con los cuales se busca determinar la presencia o la cantidad
esperada de un analito de interés particular sobre una matriz especifica en condiciones
establecidas previamente. Ademas, para que la identificacion y/o cuantificacion del analito



de interés sea valida, es imprescindible que dicho método se encuentre reconocido antes de
su implementacion, ya sea por que sigue los lineamientos de la normativa internacional o por
que se ha desarrollado todo un proceso de validacion, por lo cual es prioritario que el
laboratorio defina los estandares de calidad de la metodologia analitica para poder garantizar
la fiabilidad o confiabilidad de las medidas y de los resultados obtenidos (Ariza Tirado,
2015).

También resulta pertinente considerar que en algunos sectores productivos, y en
particular en el sector de los alimentos, es notable la necesidad de utilizar métodos de analisis
cuantitativos “totalmente validados” para la determinacion de los diversos parametros o
indicadores de calidad, puesto que se requiere contar con la capacidad de obtener datos
oportunos y confiables que representen a la sociedad la garantia de que los productos
ofrecidos, corresponden a los estandares de excelencia normalizados para el sector
agroalimentario.

Para definir el alcance de la validacion se tendra en cuenta el tipo de ensayo; del cual
dependera los atributos y especificidad del protocolo de validacion:

Meétodo Normalizado o de Referencia

Es un método estandarizado, internacionalmente reconocido y de amplia aceptacion,
validado por otro organismo, que ha sido publicado, generalmente por comunidades
cientificas y que se aplica exactamente como esta descrito en la norma.

Meétodo No Normalizado

Se trata de una modificacion a un método de ensayo normalizado, por ejemplo, se
hicieron modificaciones a los métodos descritos en la norma que pueden tener una
repercusion sobre la calidad de los resultados.

Meétodo alternativo

Es un método de andlisis que demuestra o estima, para una categoria dada de productos,
el mismo analito que se mide con el correspondiente método de referencia (Norma técnica
colombiana. NTC 5014, 2001). El método puede ser patentado o no comercial y no se
necesita que cubra un procedimiento completo de analisis, es decir, desde la preparacion de
muestras hasta el informe de ensayo. Se caracteriza por ser rapido y facil de usar. Sin
embargo, este método debe ser validado por organismos especializados o bajo normas
internacionalmente reconocidas como la norma ISO 16140 (Veterinarias, 2015).



Para la recuperacion e identificacién microbiana, los laboratorios de pruebas microbiologicas
a veces usan métodos de prueba alternativos a los descritos en las normas generales por las
razones descritas antes que incluyen la economia, el rendimiento y la conveniencia
(Convention, 2007). Con la validacion, se determinan las posibles variaciones que se
presentan entre diferentes nimeros de ensayos y de esta manera disminuir posibilidades de
error dentro del método, generando un alto grado de confianza en los resultados finales
arrojados por el sistema validado (Tijerina Rodriguez Laura Esther, 2014).

2.2 Validacion de un método alterno

Para realizar la validacion, se debe considerar si el método alternativo dard o no
resultados equivalentes o mejores que los resultados generados por el método convencional.
En caso de una disputa, solo el resultado obtenido por la prueba del método de referencia
sera concluyente (Convention, 2007).

Los estudios de validacion de métodos microbioldgicos alternativos deben tener en
cuenta un mayor grado de variabilidad. Por ejemplo, cuando se realizan pruebas
microbiologicas mediante el recuento de placas convencionales, se encuentra un rango de
resultados que es mas amplio (desviacion estandar relativa (%RSD) de 15 a 35) que los
rangos en los ensayos quimicos comunmente usados (%RSD de 1 a 3). Muchos métodos
microbiologicos convencionales estin sujetos a errores de muestreo, dilucion, placas,
incubacion y errores del operador (Convention, 2007).

Otras organizaciones de la industria han proporcionado orientacion para la validacion
de métodos microbiologicos alternativos (Microbiological & Validation, 2018), el de la
Farmacopea de Estados Unidos (siglas en inglés United Stated Pharmacopeia, USP) se detalla
a continuacion.

Tipos de pruebas microbioldgicas

Hay tres tipos principales de determinaciones especificas para pruebas
microbiologicas. Estas incluyen pruebas para determinar si los microorganismos estin
presentes en una muestra, pruebas para cuantificar el nimero de microorganismos (o para
enumerar una subpoblacion especifica de la muestra) y pruebas disefiadas para identificar
microorganismos (Convention, 2007; Microbiological & Validation, 2018). Como la
identificacién microbiana no esta en el alcance de esta validacidn, no se tratara este tema.

¢ Pruebas cualitativas para la presencia o ausencia de microorganismos



Este tipo de prueba se caracteriza por el uso de turbidez en un medio de crecimiento
liquido, como evidencia de la presencia de microorganismos viables en la muestra de prueba
(El ejemplo mas comun de esta prueba, es la prueba de esterilidad). Otros ejemplos de este
tipo de pruebas, son aquellas pruebas disenadas para evaluar la presencia o ausencia de un
tipo particular de microorganismo en una muestra (por ejemplo, Coliformes en agua potable
y Listeria monocytogenes en alimentos).

¢ Pruebas cuantitativas para microorganismos

El método de recuento en placa, es el ejemplo méas comun de esta clase de pruebas
utilizadas para estimar el nimero de microorganismos viables presentes en una muestra. La
filtracion por membrana y los métodos de tubos multiples de Ntimero mas probable (NMP)
son otros ejemplos de estas pruebas. Este ultimo se desarroll6 como un medio para estimar
el nimero de microorganismos viables presentes en una muestra, que no es susceptible de
siembra directa o filtracion por membrana.

Los métodos que caen dentro de las tres categorias descritas, tienen un grado de
variabilidad, y con estas variaciones los métodos microbioldgicos son intrinsecamente
diferentes de los analiticos. La razén de la variacion, es porque la microbiologia es una
ciencia logaritmica, pues los métodos microbiologicos son capaces de distinguir entre 100 y
1000 células (1 log), pero no diferencias menores, como 0.3 o 0.5 de un logaritmo. Esto
significa que 18 unidades formadoras de colonias (ufc) no son técnicamente diferentes de 10
ufc; y 1 ufc es diferente de 10 ufc pero no de 5 ufc.

Por lo tanto, los métodos basados en cultivos, en particular, proporcionan estimaciones
en lugar de recuentos exactos de células. La variabilidad puede dar lugar a dificultades para
comparar dos métodos. En general, solo se puede lograr una comparacion del 50% para los
métodos de cultivo. Con métodos microbioldgicos rapidos y alternativos se puede lograr una
mayor comparabilidad, sin embargo, los niveles de precision permanecen en el orden de 15
a 35% de desviacion estandar relativa (Microbiological & Validation, 2018).

¢ Consideraciones generales

Dado que las pruebas cuantitativas, por su naturaleza producen datos numéricos,
permiten el uso de técnicas estadisticas paramétricas. Al contrario, las valoraciones
microbiologicas cualitativas, como la prueba de esterilidad del ejemplo anterior, pueden
requerir analisis por métodos estadisticos no paramétricos. La validacion de métodos
microbioldgicos comparte algunas de las mismas consideraciones, aunque se debe tener en

cuenta la naturaleza peculiar de las valoraciones microbioldgicas (Ver Tabla 1) (Convention,
2007).



Tabla 1.Pardmetros de validacion por tipo de prueba microbiologica

Parametro Pruebas cualitativas Pruebas cuantitativas
Exactitud No Si
Precision No Si
Especificidad Si Si
Limite de deteccion Si Si
Limite de No Si
cuantificacion
Linealidad No Si
Intervalo operativo No Si
Repetibilidad Si Si

2.2.1 Técnicas para la validacion

Para la validacion es conveniente utilizar una o varias de las siguientes técnicas para la
determinacion del desempeno de un método:

1) Contaminaciéon de muestras artificialmente: La validacion de métodos
microbiologicos debe ser reflejo de las condiciones de ensayo reales. Esto se puede conseguir
utilizando muestras contaminadas naturalmente, o muestras contaminadas o fortificadas a un
determinado nivel. En general, el proceso consiste en la preparacion de una muestra
agregando el material interferente a una muestra real que contenga el material a ensayar. Una
segunda alicuota de la muestra original se diluye con un solvente, y ambas se analizan
determindndose la diferencia entre ambas.

2) Uso de materiales de referencia o materiales de referencia certificados: Esta
alternativa tiene algunos inconvenientes como el elevado coste econdmico, la posibilidad y
facilidad de encontrar un material de referencia suficientemente representativo de la muestra
a validar.

3) Comparacion de resultados obtenidos con otros métodos alternativos: Se analizan
muestras por el método en estudio y otro método de comparacion, luego se estima el error
sistematico, basandose en las diferencias observadas entre ambos métodos. El método de
comparacion deberia ser, en la medida de lo posible, el de referencia (gold standard).



10

4) Comparaciones interlaboratorios (validacion por pares de valores): La validacion
por pares de valores, es aplicable cuando no es posible utilizar ninguno de los métodos
anteriores, es decir, no es posible realizar contaminacion artificial de las muestras, no se
puede disponer de muestras de valor de referencia estable, o atin cuando se tengan no se
disponga de cantidad suficiente. Esta sistematica se basa en la utilizacién de resultados de
intercomparaciones en las que haya participado el laboratorio, y utilizar estos datos como
valores de referencia.

La participacion en intercomparaciones, permite una evaluacion del sesgo de forma
que el laboratorio pueda demostrar que se mantiene dentro de los criterios de aceptacion
definidos por normas, reglamentos, por el cliente o por el laboratorio.

2.2.2 Parametros de validacion

La validacion de los métodos alternos precisa un protocolo confiable que sea comin a
los proveedores/productores de los métodos mismos, a la industria alimentaria, a las
autoridades de servicios de salud publica y otras autoridades. Los datos generados pueden
también ser la base para que una organizacion independiente certifique un método (Norma
técnica colombiana. NTC 5014, 2001).

Linealidad

La linealidad de una prueba microbiologica cuantitativa, es su capacidad para generar
resultados que sean proporcionales a la concentracion de microorganismos presentes en la
muestra, dentro de un intervalo dado. La linealidad deberia determinarse en el intervalo de la
prueba. Un método para su determinacion, consiste en seleccionar por lo menos 5
concentraciones de cada microorganismo de desafio estandar, y llevar a cabo por lo menos 5
lecturas repetidas de cada concentracion. Una medida adecuada seria calcular el cuadrado del
coeficiente de correlacion, R?, a partir de un andlisis de regresion lineal de los datos generados
previamente. Aunque el coeficiente de correlacion no provee una estimacion de la linealidad,
es una medida conveniente y usualmente aplicada para aproximar la relacion. EI método
alternativo no deberia tener un valor R’ menor de 0,95 (Convention, 2007).

Limite de deteccion (LOD)

Es la menor magnitud que puede examinarse de un analito (por ejemplo,
microorganismo, etc.), que puede determinarse con un nivel aceptable de exactitud y
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precision. Es la concentracion real mas baja de analito en una muestra que puede ser
detectado consistentemente (por ejemplo, en el 95% de los especimenes probados), con una
precision aceptable, pero no necesariamente cuantificado, en condiciones de laboratorio de
rutina y en un tipo de muestra definida. En el caso de los cultivos microbiologicos es el
nimero minimo de organismos que pueden ser detectados en una cantidad de muestra con
una probabilidad dada, pero en cantidades que no pueden ser claramente cuantificadas. Se
establece determinando una muestra o material de referencia apropiado. Se aplica
generalmente a métodos cualitativos (Camard-sala et al., 2015).

Limite de cuantificacion o determinacion (LOQ)

Se define como la cantidad mas pequefia de analito (es decir, el nimero real y mas bajo
de organismo) que puede medirse y cuantificarse con precision y exactitud definidas, bajo
las condiciones experimentales y con el método que estd siendo validado (Norma técnica
colombiana. NTC 5014, 2001).

Especificidad

Es el grado en que se ve afectado un método (o no), por los otros componentes presentes
en una muestra multi-componente. Esto es la capacidad de un método para medir
exactamente un analito dado, o su cantidad, dentro de la muestra sin interferencia de
componentes no blanco como un efecto matriz o el ruido de fondo (Norma técnica
colombiana. NTC 5014, 2001).

Inclusividad

Es la capacidad de deteccion de un analito objetivo entre una amplia gama de cepas.
La eleccion de las cepas de inclusion debe cubrir la diversidad genética, seroldgica,
bioquimica o fisica de los grupos de agentes objetivo, segun sea apropiado para el método.
El nimero de organismos necesarios para la validacion, estard determinado por la diversidad
de los grupos de agentes objetivo y la reclamacion de uso previsto. El nimero de cepas
analizadas no debe ser inferior a 50 para cada especie objetivo, si esta disponible. Para los
métodos de Salmonella, el nimero de organismos objetivo aumenta a al menos 100 serovares
que se seleccionan para representar la mayoria de los grupos somadticos conocidos de
Salmonella (AOAC, 2012).
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Exclusividad

Es la falta de interferencia entre un rango relevante de cepas no objetivo, del método
alterno. La eleccion de las cepas de exclusividad debe incluir organismos no reivindicados
por el método de identificacion confirmatoria. La eleccion de cepas de exclusividad debe
reflejar organismos estrechamente relacionados y potencialmente competitivos. Se deben
considerar otros factores como la virulencia, la frecuencia de aparicion y la disponibilidad.
El nimero de especies/cepas analizadas no debe ser inferior a 30 (AOAC, 2012).

Precision

Es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al aplicar el procedimiento
analitico repetidas veces, bajo condiciones establecidas. La precision depende solo de la
distribucion de errores aleatorios y no tiene ninguna relacion con el valor verdadero o el valor
especificado. Se expresa como la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacion). Independientemente de los resultados especificos, el método
alternativo deberia tener un coeficiente de variaciéon que no sea mayor que el del método
tradicional (Convention, 2007). Por ejemplo, un método de recuento en placa podria tener
intervalos de desviacion estandar relativa como los que aparecen en la siguiente tabla.

Tabla 2. Desviacion estandar relativa esperada en funcion de ufc por placa
(Convention, 2007)

ufc por Placa Desviacion estandar relativa
esperada
30-300 <15%
10-30 <25%
<10 <35%

Si los resultados son obtenidos con el mismo método, con idéntico material de ensayo
y bajo las mismas condiciones (equipo, operador, laboratorio) en intervalos cortos de tiempo,
se habla de Repetibilidad. Por otro lado, si los resultados son obtenidos con el mismo
procedimiento de medicién, el mismo lugar y mediciones repetidas del mismo objeto u
objetos similares durante un periodo amplio de tiempo, pero que puede incluir otras
condiciones que involucren variaciones, se habla de Precision intermedia. Finalmente, si los
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resultados son obtenidos de pruebas Unicas con idéntico material de ensayo, uso del mismo
método y por operadores en diferentes laboratorios con equipos diferentes, se habla de
Reproducibilidad (Norma técnica colombiana. NTC 5014, 2001).

Veracidad

Determina el grado de concordancia entre el resultado de una medicion y el valor de
referencia aceptado. Su estudio implica disponer de un material de referencia frente al que
comprobar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores obtenidos
por aplicacion del método del laboratorio y el valor de referencia (Camaro-sala et al., 2015).

Recuperacion

Es la fraccion de la sustancia agregada a la muestra (muestra fortificada) antes del
analisis, al ser analizadas muestras fortificadas y sin forticar. Una muestra fortificada es una
solucion, en la que el analito ha sido adicionado a valores conocidos.

Muchas variables pueden afectar la recuperacion, éstas incluyen: Medios de
crecimiento; las unidades formadoras de colonias o "ufc" no es un conteo de células
verdadero (las células individuales son raras en su naturaleza, lo que lleva a que la ufc sea
una subestimacion de la cantidad de microorganismos presentes); condiciones de incubacion
(temperatura y tiempo); requerimiento nutricional del organismo; condicion fisica del
organismo (dafio estresado o subletal debido a la temperatura, humedad, alta fuerza idnica,
pH extremo, choque osmotico (en relacion con el liquido); residuos de productos quimicos
antimicrobianos); errores de dilucion; es poco probable que se recuperen los organismos
ambientales cuando se encuentran en la fase de crecimiento exponencial (el crecimiento
exponencial conduce a una mejor recuperacion); caracteristica del articulo bajo prueba y los
tipos de neutralizadores utilizados (Microbiological & Validation, 2018).

Sesgo

Es la diferencia entre las expectativas de los resultados de prueba y un valor de
referencia aceptado (Camaro-sala et al., 2015).
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2.3 Incertidumbre

La incertidumbre asociada a las mediciones realizadas en los laboratorios de ensayo,
debe estar definida para los diferentes tipos de determinaciones, con el objetivo de poder
estimar en forma mas exacta la proximidad del valor obtenido con el valor esperado y con el
valor tedrico o real del analito.

Antes de empezar a determinar la incertidumbre de una técnica, de un equipo o de un
instrumento se requiere contar con un método del ensayo que se encuentre validado y
verificado, o sea, que se debe conocer cual es el comportamiento de los datos obtenidos en
términos de: exactitud, precision, sensibilidad, selectividad, rango de linealidad, varianza,
coeficiente de variacion, repetibilidad, reproducibilidad y robustez, para poder garantizar que
los resultados obtenidos por el método aplicado son absolutamente confiables (Ariza Tirado,
2015).

Tipos de incertidumbre

Incertidumbre estandar (u)

Es la incertidumbre del resultado de una medicion expresada como desviacion
estandar.

Incertidumbre estandar combinada (uc)

Es la incertidumbre estandar del resultado de una medicion cuando ese resultado se
obtiene de los valores de una cantidad de otras cantidades, igual a la raiz cuadrada positiva
de una suma de términos, los términos son las varianzas o covarianzas de estas otras
cantidades ponderadas segiin como el resultado de la medicion varia con los cambios en estas
cantidades.

Incertidumbre expandida (U)

Es la cantidad que define un intervalo sobre el resultado de una medicion que se puede
esperar que abarque una gran fraccion de la distribucion de valores que razonablemente
podria atribuirse al mensurando (Specification, 2006).
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Cuantificacion de la incertidumbre

Tipo A

Evaluacion estadistica de la incertidumbre estandar. Se estima una desviacion estandar,
la cual se obtiene estadisticamente utilizando mediciones repetidas, actuales o previas.

Condiciones de repetibilidad, condiciones de precision intermedia y condiciones de
reproducibilidad.

Tipo B

Evaluacion no estadistica de la incertidumbre estandar. Se utiliza toda la informacion
disponible para calcular la variabilidad de cada fuente de incertidumbre.

Evaluacion basada en informaciones: Asociadas al valor de un material de referencia
certificado, obtenidas a partir de un certificado de calibracion, obtenidas a partir de la clase
de exactitud de un instrumento de medida verificado, obtenidas a partir de los limites
procedentes de la experiencia personal.

2.4 Pruebas de significancia

La validacion requiere el empleo de la estadistica como una herramienta que aporta
evidencia concreta de las tendencias en los resultados que se obtienen, para que asi el analista
esté en capacidad de conseguir datos confiables con técnicas de analisis validadas afrontando
preguntas como: /el método es exacto?, ;el método es preciso?, ;el método es robusto?, ;el
método es reproducible?, ;existen datos andmalos? entre otras. Con base en los anteriores
interrogantes es posible que el analista emita juicios reales, dejando a un lado el sesgo
personal, y tome decisiones de las modificaciones o mejoras que requiera el método en
particular segun las exigencias establecidas por la normativa y por los clientes externos y/o
internos del laboratorio (Ariza Tirado, 2015).

Test de significancia

Un test de significancia se crea para determinar si la diferencia entre dos o mas valores
es demasiado grande como para que pueda explicarse por un error aleatorio. Al crear una
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prueba de significancia, el primer paso consiste en definir el problema experimental como
una cuestion de si o no. Una hipotesis nula y una hipotesis alternativa proporcionan
respuestas a la pregunta. La hipotesis nula, Ho implica que el error aleatorio es suficiente para
explicar cualquier diferencia entre los valores que se comparan. La hipotesis alternativa, Ha,
es que la diferencia entre los valores es demasiado grande como para que pueda ser explicada
por un error aleatorio y por tanto, debe ser real. La prueba de significancia se lleva a cabo
sobre la hipdtesis nula que, tras la prueba, se acepta o se rechaza. Si la hipotesis nula se
rechaza, deberd aceptarse la hipotesis alternativa. Cuando la hipdtesis nula no se rechaza, se
dice que se acepta.

Una vez establecidas la hipotesis nula y alternativa, se elige un nivel de significacion
para el analisis. El nivel de significacion es el nivel de confianza para la retencion de la

hipdtesis nula, o, en otras palabras, la probabilidad de que el rechazo de la hipotesis nula sea
incorrecto (OAA, 2013).

Dentro de un proceso de validacion se debe especificar los requisitos y condiciones a
cumplir, determinar los parametros de desempeiio del método, establecer el disefio
experimental y el método de analisis de resultados (OAA, 2013), por lo que es fundamental
definir su alcance, especificar la matriz o matrices a estudiar; establecer condiciones tales
como temperatura y tiempo de incubacion, limites de operacion; realizar una clara
descripcion del/los microorganismos de interés. Si los parametros de desempefio no estan ya
especificados, el laboratorio que pretende realizar la validacion decidird cuales deben ser
caracterizados con el fin de validar el método, lo cual debera estar fundamentado de manera
confiable y cientifica (OAA, 2013).

2.5 Microorganismos probidticos

Segiin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) de Naciones Unidas son: “Microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades apropiadas, confieren al huésped un beneficio para la
salud”’(Douglas & Sanders, 2008).

En general, la mayoria de los probidticos son bacilos gram-positivos, usualmente
catalasa-negativa, con extremos redondeados, y se agrupan en cadenas cortas o cadenas
largas. No son flagelados, no son méviles y no forman esporas, y son intolerantes a la sal. La
temperatura 6ptima de crecimiento para la mayoria de los probidticos es 37°C, y el pH 6ptimo
para el crecimiento inicial es de 6,5-7,0. Lactobacillus acidophilus es microaerofilico con
preferencia anaerdbica y capacidad de crecimiento aerdbico. Ademas, los probiodticos
producen una variedad de compuestos beneficiosos tales como antimicrobianos, acido
lactico, perdxido de hidrogeno, y una variedad de bacteriocinas. Los probidticos deben tener
la capacidad de interactuar con la microflora del huésped y patdgenos microbianos,
bacterianos, virales y flingicos (Song et al., 2012).
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Los probidticos estan destinados a ayudar al equilibrio de la microbiota intestinal
natural del cuerpo, lo que es de gran importancia para el mantenimiento de la salud (Jankovic
et al., 2010).

En el estudio reportado por Jankovic I, et al. 2010 (Jankovic et al., 2010) indicaron la
necesidad de proporcionar una dosis apropiada de bacterias probidticas para obtener los
efectos deseados. El nivel de dosis (Douglas & Sanders, 2008) y la viabilidad del probiotico,
deben mantenerse a lo largo del almacenamiento y durante toda la vida util del producto. Por
lo tanto, el suministro de probioticos en una matriz alimentaria adecuada es uno de los medios
mas apropiados para maximizar la eficacia probiodtica (Olagnero et al., 2007; Ranadheera,
Evans, Adams, & Baines, 2012). Por lo que las proteinas de la leche proporcionan ademas,
una proteccion importante a las bacterias probiodticas durante el paso a través del estomago
(Gilliland, 1999).

Una de las matrices alimentarias mas comunes que contienen probidticos es el yogur
(Ashraf & Shah, 2011), el cual segtin la Resolucion Numero 02310 de 1986 del Ministerio
de Salud de Colombia (Ministerio de la Protecccion Social, 2009), se obtiene a partir de leche
higienizada, coagulada por la accion de cultivos iniciadores especificos (Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), para obtener
las caracteristicas propias de aroma, cuerpo, textura y sabor. Asi mismo, el yogur contiene
cultivos probiodticos, tipo Lactobacillus acidophilus que consumidos habitualmente y junto a
una dieta balanceada, pueden ayudar a normalizar las funciones digestivas y regenerar la
microbiota intestinal (Jankovic et al., 2010; Wohlgemuth, Loh, & Blaut, 2010). Estos
microorganismos poseen una actividad antimicrobiana, que inhibe patdégenos a partir de la
produccion de bacteriocinas (péptidos antimicrobianos) y distintos acidos organicos (Caillard
& Lapointe, 2017; Illanes, 2015; Jankovic et al., 2010), ademas de estar asociados con una
posible disminucion en la colesterolemia (Illanes, 2015; Jankovic et al., 2010; Tripathi &
Giri, 2014), y del riesgo de cancer de colon (Illanes, 2015; Rojas-Castro, Chacén-Villalobos,
& Pineda-Castro, 2007). Tanto los microorganismos iniciadores como los probidticos
involucrados en la produccion del yogur, deben ser abundantes y viables en el producto final.
Desde la industria alimentaria en general se ha adoptado el nivel minimo recomendado de
10° ufc/ml o g, criterio normativo emitido por el Ministerio de Proteccion Social en la
Resolucion 333 del 2011 como requisito minimo de bacterias lacticas probidticas (Senaka
Ranadheera et al., 2012; Tripathi & Giri, 2014).

Vasiljevic Ty Shah NP,2008 (Vasiljevic & Shah, 2008) determinaron que ciertas cepas
aisladas de L. acidophilus fueron capaces de colonizar en el tracto digestivo donde ejercian
una apreciable actividad probiotica. Un grupo de expertos FAO/OMS (2001) sugirié que la
especificidad de la accion probiodtica es mas importante que la fuente del microorganismo.
L.acidophilus tiene una gran capacidad de amortiguacion citoplasmatica (pH 3,72~7,74), lo
que le permite resistir los cambios en el pH citoplasmatico y la estabilidad de ganancia en
condiciones acidas. Por lo tanto, es mas tolerante a condiciones acidas que Bifidobacterium
spp (Talwalkar & Kailasapathy, 2004).
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Aunque existen estudios in vivo e in vitro sobre la actividad probiodtica de
microorganismos en diferentes matrices alimentarias (Hiitt et al., 2006; Qualities, 2002;
Salva et al., 2011, 2012; J Villena et al., 2012; Julio Villena et al., 2012; Wang et al., 2004)
son pocos los trabajos publicados sobre la validacion de una metodologia confiable y con
baja incertidumbre para la cuantificaciéon del microorganismo probidtico L. acidophilus en
yogur que ayude a las empresas a cumplir con las normas reglamentarias y asi garantizar la
entrega de los beneficios terapéuticos al consumidor (Senaka Ranadheera et al., 2012).

2.6 Método para el recuento de bacterias probioticas

El método de referencia emplea el Agar MRS descrito en la NTC 5034:2002 para
recuento y enumeracion de bacterias mesofilicas de &cido lactico (Norma técnica
colombiana. NTC 5034, 2002), pero éste no permite una diferenciacion entre los
microorganismos probioticos y los cultivos iniciadores que hacen parte del yogur. Por lo que
el medio de cultivo diferenciador de heterofermentadores y homofermentadores (HHD),
surge como una buena alternativa para el problema que se tiene con el método de referencia.
El agar HHD es un medio de cultivo diferencial que permite la comprobacion de una o mas
caracteristicas fisicoquimicas o bioquimicas de los microorganismos para su identificacion
(International Organization for Standardization, 2003), por contener un indicador de pH que
ayuda a diferenciar visualmente los microorganismos heterofermentadores de los
homofermentadores pertenecientes al grupo de bacterias acido lacticas (BAL), que en su
mayoria componen la matrices lacteas como el yogur. La diferenciacion de especies se basa
en el uso de una cantidad limitada de fructosa, como la Unica fuente de carbohidratos, y en
el verde de bromocresol como un indicador de pH. Este indicador facilita la diferenciacion
de estos dos grupos de BAL, actuando como indice de una mayor produccion de acido por
unidad de peso de fructosa.

Las bacterias del acido lactico caracteristicamente carecen de citocromos y dependen
de la fosforilacion a nivel de sustrato durante la fermentacion del azlicar para obtener energia.
Se subdividen en funcién de sus vias y productos de la fermentacion del azucar. Las BAL
homofermentativas utilizan la via de Embden-Meyerhof-Warburg-Parnas (EMWP) para
generar lactato como el Unico producto de la fermentacién, mientras que las BAL
heterofermentativas usan la via de pentosa fosfoquinasa (PKP) para producir una mezcla de
CO», etanol, acetato y lactato. Las BAL que utilizan la via de EMWP generalmente tienen
sistemas de fosfotransferasa que transportan azicar dependiente de fosfoenolpiruvato
(PEPPTS), mientras que aquellos que utilizan el PKP no (Charteris, Kelly, Morelli, &
Collins, 1997). Las especies homofermentativas producen acido lactico (<85%) como unico
producto final, mientras que las especies heterofermentativas producen acido lactico, CO2 y
etanol/acetato (Axelsson & Ahrné, 2000; Murphy, 2009). En el agar HHD, las bacterias
heterofermentativas reducen una porcion de fructosa al manitol ademés de producir CO»,
acido lactico y acido acético, cuando la fructosa es la tnica fuente de carbohidratos. Por otro
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lado, las bacterias homofermentativas producen 2 moles de acido lactico a partir de cualquier
hexosa fermentable, incluida la fructosa (Mcdonald et al., 1987). Esto hace posible la

diferenciaciéon en la misma placa de las cepas probiodticas y de los cultivos iniciadores
(Camaschella et al., 1998).
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3. METODOLOGIA

La validacién es un proceso de evaluacion de las caracteristicas de un procedimiento
de medida, y comprobacion de que dichas caracteristicas cumplen una serie de requisitos pre-
establecidos para el uso especifico previsto (Asociacion, Carnicas, & Lopez, 2013). Para este
fin, se tuvo en cuenta la metodologia para validacion ISO 16140-2:2016 “Microbiologia de
la cadena alimentaria. Validacion de métodos Parte 2: Protocolo para la validacion de
métodos alternativos (registrados) frente a los métodos de referencia” (Iso, 2017).

3.1 Manejo de cepas y Técnica analitica

Para garantizar que cada montaje, tratamiento y unidad experimental contengan el
mismo tipo de microorganismo y no afecte los resultados que se obtengan en cada etapa de
este proceso, se trabajé con una cepa de referencia cualitativa Lactobacillus acidophilus
ATCC 314 Kwik-stik™ Lote 885-40-9 pase 2 del proveedor Microbiologics®. Este se tomo
como material de referencia certificado.

De igual forma se selecciond el lote de cultivo del proveedor CSL (SACCO®), que es
adicionado como probidtico en el yogur Colanta®, el cual se encuentra bajo las siguientes
condiciones: polvo liofilizado que contiene células viables de la cepa de L. acidophilus La3
con una cantidad determinada (10'! a 10">?UFC/4 dosis), descrita en el certificado de calidad
que viene con cada lote. Debido a esto se separd el lote EO07415A y se dispuso en alicuotas
de 10g y fue almacenado a -20°C, hasta la terminacion del proyecto.

3.2. Técnica analitica

A continuacion, se describen la técnica usada para el desarrollo de la investigacion, los
equipos, insumos y reactivos.

3.2.1. Recuento en placa

1. Se diluyen en 90 mL de agua triptona sal (al 0.1%) 10g de la muestra, asi
obtendra la dilucion 1:10.
2. Se toma con una pipeta electronica 0.9 mL de agua triptona sal, luego se aspira

0.1 mL de la muestra a analizar (Concentracion de 10™), se dispensa esta dilucion en un tubo
seco estéril, y se repite este procedimiento hasta alcanzar la dilucion deseada.
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3. Se adiciona al agar HHD (ver preparacion en numeral 3.2.2.2) y/o agar Man
Rogosa y Sharpe MRS (Merck®) 0.1 mL de la dilucion realizada, y se distribuye el indculo
con la espatula en forma de L de Drigalsky estéril por toda la superficie del medio.

4. Se incuba la caja invertida a una temperatura de 35 + 2°C por 72 + 3 horas, en
una jarra de anaerobiosis, con el Anaerogen® (OXOID) y la tirilla indicadora de anaerobiosis
(Merck®).

5. Verificar la pureza y compatibilidad de las caracteristicas microscopicas de
las colonias mediante la coloracion de GRAM.

6. Verificar la morfologia macroscopica y microscopica de las colonias
obtenidas versus las colonias de la cepa de referencia.

7. Seleccionar las placas de Petri que contengan entre 20 y 200 colonias.

8. Contar todas las colonias definidas con la ayuda del microscopio
estereoscopio.

9. Reportar el resultado calculando el numero N de bacterias L. acidophilus

presentes en la muestra de ensayo, como la media ponderada de las dos diluciones sucesivas,
empleando la ecuacion (NTC 4092:2009): (Norma técnica colombiana. NTC 4092, 2009)

N = 2C
" V(n, +0,1n,)d

Donde:

Y.C= es la suma de las colonias contadas en todas las cajas a partir de las dos
diluciones sucesivas, de las cuales minimo una contiene al menos 20 colonias;

V= es el volumen del indculo aplicado a cada caja, en mililitros;

n= es el nimero de cajas seleccionadas en la primera dilucion;

ny= es el nimero de cajas seleccionadas en la segunda dilucién;

d= es el factor de dilucion correspondiente a la primera dilucion retenida.

Se redondean los resultados a dos cifras decimales, si la tercera cifra es inferior a 5, no
se modifica la cifra precedente; si la tercera cifra es superior o igual a 5, incrementar la cifra
precedente en una unidad.

Se expresa el resultado preferiblemente como un ntimero entre 1,0 y 9,9 multiplicado
por la potencia correspondiente de 10, o un nimero entero con dos cifras decimales.

Ejemplo: El recuento ha producido los siguientes resultados:

e En la primera dilucion (103): 14 y 25 colonias
e En la segunda dilucion (102): 168 y 215 colonias
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xC 168 + 215 + 14 + 25 422

N = = = = 19168
V(n, +0,1n,)d  1x(2 +0,1x(2))x10-2 0,022

Aproximando el resultado tal como se especifico antes, la cantidad de microorganismos
probidticos L. acidophilus es 19.000 o 1,9x10* por mililitros o por gramo de producto.

Nota: Tener presente que el factor de dilucion en siembra en superficie es 1/100 y por
lo tanto al inverso de la dilucién en la que se obtuvo recuento se debe agregar un cero para
completar la unidad del 0.1 mL sembrado.

10. Registrar los resultados obtenidos en la bitacora destinada para ello.

Por otra parte, existen dos métodos para validaciones microbioldgicas: Referencia y
Alterno. El de referencia es un método internacionalmente reconocido y de amplia
aceptacion. Luego se tiene el método alterno, que es un método de analisis que demuestra o
estima, para una categoria dada de productos, el mismo analito que se mide con el
correspondiente método de referencia (Iso, 2017).

3.2.2 Generalidades del método alterno

El método de referencia emplea el Agar MRS descrito en la NTC 5034:2002 para
recuento y enumeracion de bacterias mesofilicas de &cido lactico (Norma técnica
colombiana. NTC 5034, 2002). El método alterno a utilizar es el agar diferenciador de
homofermentadores y heterofermentadores (HHD), que se describe a continuacion.

3.2.2.1 Principio

El recuento y la diferenciacion de las bacterias 4acido lacticas (BAL)
homofermentativas de las heterofermentativas se logra, debido a que la placa de agar HHD
contiene un indicador de pH (verde de bromocresol) que permite el viraje del color del medio
de cultivo, facilitando visualmente la diferenciacion de estos dos tipos de BAL. El medio
permanece de color azul cuando hay crecimiento de los microorganismos
heterofermentativos y cambia a color verde cuando hay crecimiento de los
homofermentativos (Mcdonald et al., 1987).
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3.2.2.2 Formulacién

El medio de cultivo diferencial para heterofermentadores y homofermentadores (HHD)
estd compuesto por: 2.5g/L Fructosa, 2.5g/LL KH2PO4, 10g/L Peptona tripticasa, 1.5g/L
Peptona fitona, 6g/L Acido casamino, 10g/L Extracto de levadura (**), 20 mL Verde de
bromocresol(*) y 20g/L de Agar. El pH se debera ajustar a 7.0 £ 0.02 y autoclavar a 151b de
presion por 15 minutos.

(*) Solucidn stock: 0.1g de verde de bromocresol en 30 mL de NaOH al 0.01N.

(**) Se modifica la cantidad de extracto de levadura que plantea el autor McDonald.

3.2.2.3 Condicion del método

Método no normalizado que se utilizara en la matriz del yogur para el recuento de
unidades formadoras de colonia de bacterias probioticas en yogur Colanta® con un rango de
lectura de 20 a 200 UFC/mL o g. La incubacion se realizara en anaerobiosis a 35+2°C por
72+3 horas (Mcdonald et al., 1987).

3.2.3 Insumos y Reactivos

¢ Cepas de trabajo:
Cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 314

Cepa de Lactobacillus acidophilus La3 (CSL-SACCO®)

¢ Diluyente Agua triptona sal 0.1% (Biomerieux®)
¢ Diluyente Peptona universal (Merck®)

e Puntas estériles

e Tubos estériles para dilucion

¢ Espatula en forma de L de Drigalsky estéril
e Agar HHD

e Agar MRS Merck®

e Vortex (Vodeco®)

¢ Anaerogen® (OXOID)

e Tirilla indicadora de anaerobiosis (Merck®).
e Jarra de anaerobiosis
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3.3. Seleccion de parametros

Para la seleccion de los pardmetros analizados se tuvo en cuenta:

e Las caracteristicas de las muestras de yogur (matriz compleja con cultivos iniciadores
para dar viscosidad, textura y sabor al producto, y cultivos probioticos).

e Matriz utilizada: Yagur Colanta ® Lotes: 2857028002, 3137026901 y 3537020501.

eLa estabilidad de la técnica implementada (recuperacion y diferenciacion del
microorganismo buscado).

¢ La necesidad de los clientes (cumplimiento de la dosis minima de probioticos).

Los parametros a evaluar segiin la ISO 16140-2: 2016 seran:

e Limites de deteccion y cuantificacion

e Linealidad

e Inclusividad (No se evalud exclusividad ni especificidad porque el método es
diferencial no selectivo).

e Precision: expresados en repetibilidad y precision intermedia

¢ Exactitud: evaluada segln la veracidad y el sesgo.

3.4 Evaluacion de parametros analiticos

3.4.1 Limite de deteccion y cuantificacion

Se llevo a una concentracion a escala de McFarland 0.5 (una suspension bacteriana
equivalente en turbidez que contiene aproximadamente 10% bacterias por mL) de la cepa de
referencia Lactobacillus acidophilus ATCC 314 suspendida en agua peptona, cuando se
obtuvo la turbidez buscada se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta llegar a la
concentracién 10'UFC/mL y de ésta se hicieron diluciones intermedias (1:2, 1:3, 1:4 de
acuerdo a la necesidad). Se tom¢ la media y la desviacion estdndar de la medicion de 10
réplicas por duplicado con la dosis mas baja detectada, luego de aplicar factores de dilucion
a una muestra con la cepa de referencia.
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3.4.2 Linealidad

La verificacion de la curva de calibracion requiere muchas muestras diferentes del
material de referencia y el nimero de niveles examinado de concentraciones es una funcion
del rango de concentraciones a ser usado en la practica, es decir, que el rango debe
establecerse de acuerdo al uso para el cual se aplicard. Debido a esto, para establecer la curva
de calibracion se utilizaron siete niveles de concentracion de la cepa de referencia partiendo
de un patrén McFarland de 0.5 hasta llegar a la concentracion 10°15 (1/1413) a 10'(1/10)
UFC/mL (Ver figura 2). En este rango de concentracion se realizd la siembra de 10
repeticiones de concentraciones intermedias que contenian a L. acidophilus ATCC 314 y se
realizaron pruebas estadisticas y andlisis de ANOVA a los resultados obtenidos para evaluar
la linealidad (Norma técnica colombiana. NTC 5014, 2001).



5 _, 10°UFC/mL
0.5 L.acidophil
us ATCC
MacFarland 314

Figura 2. Linealidad

Diluciones seriadas

tTvyopvog —>

Las proporciones varian
de acuerdo ala
necesidad de la
Concentracidn

© siembra de 10 repeticiones por dilucién. Diferenciacién
- morfolégica y Recuento
10°15 UFC/mL

] Y — ]
103 UFC/mL

10275 UFC/mL

10%5 UFC/mL

. . I — [
10%25 UFC/mL

" : : e —
102 UFC/mL
10" UFC/mL

27



28

Los procedimientos de duplicados se llevaran a cabo como se muestra en la Figura 3. Las
repeticiones de cajas de Petri se inoculan con cada dilucion decimal en agar HHD.

10g de muestra + Primera dilucion Segunda
S90mL del diluyenie.  |jr— decimal de —l dilucion
Homogenizar submuestra 0.1+0.8mL decimal

Paso de duplicacién Caja 1 Caja 1

e e

Caja 2 Caja 2

e e

Figura 3. Representacion de las siembras por duplicado en caja de Petri

3.4.3 Veracidad

Se realizo teniendo en cuenta una captura de datos con minimo 30 repeticiones de la
cepa de referencia Lactobacillus acidophilus ATCC 314, determinando el grado de
concordancia entre el promedio de una serie de mediciones y el mesurando (ISO 5725)
(International Standard, 1994). A partir de 10 réplicas de tres niveles de concentracion se
determino si hay una variacion estadisticamente significativa del método recuento en placa
de agar HHD.

Se utilizé como matriz el Yogur (Yagur marca comercial Colanta®). Por lo que se hizo
un dopaje de la matriz con un patrén McFarland de 0.5 (103UFC/mL o g), obteniéndose asi
una muestra fortificada.

Se pesaron 10g del yogur 4 veces en 90mL de agua triptona sal, se inocularon
intencionalmente (forticaron) tres muestras con 1mL cada una, de concentraciéon Baja
(I0"UFC/mL o g), Media (10> UFC/mL o g) y Alta (10> UFC/mL o g), y la cuarta muestra
se dejo como control de la matriz. Se homogenizaron las muestras y se sembraron como se
describe en el numeral 3.2.1 en agar HHD, 10 repeticiones por concentracion.

La muestra fortificada de concentracion baja se sembr6 en superficie en agar HHD en
105, la media en 10° y alta en 107. Igualmente se sembraron por triplicado las concentraciones
con las que se inoculo la matriz, y por triplicado la matriz sin fortificar.
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3.4.4 Evaluacion de Inclusividad

Se seleccionaron 47 cepas deseadas y no deseadas que pueden encontrarse en matrices
lacteas, incluso en el yogur (Ver Figura 5). Para la inclusividad en agar HHD se utilizaron
bacterias 4cido lacticas (BAL), representadas por varios géneros con caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y metabolicas en comin. En general son productoras de 4cido
lactico después de llevar a cabo el proceso de fermentacion de azticares como la lactosa y la
glucosa. Son microorganismos no esporulados, cocos o bacilos con una limitada capacidad
biosintética. Dentro de las BAL se evaluaron los géneros - Lactobacillus (Lactobacillus
acidophilus ATCC 314, Lactobacillus acidophilus 1a3, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei), Pediococcus (Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus), Enterococcus (Enterococcus lactis, Enterococcus faecium,
Enterococcus sp, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecalis ATCC 29212), Leuconostoc
(Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteroides), Streptococcus (Streptococcus
infantarius) Lactococcus (Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis, Lactococcus
lactis subsp. Cremoris) y Weissella (Weissella viridescens)-. También se evaluaron otros
microorganismos con importancia en la industria de alimentos, géneros como Candida
(Candida albicans ATCC 10231), Bacillus (Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis
ATCC 19659), Staphylococcus (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
warneri), también de la familia Enterobacteriaceae (E. coli ATCC 25922, Enterobacter
aerogenes 13048, Citrobacter freundii ATCC 6538, Salmonella spp. ATCC 12017,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Shigella sonnei ATCC9290, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis ATCC 25933), Bifidobacterium (Bifidobacterium breve ATCC 15700),
Listeria (Listeria innocua ATCC 19118, Listeria monocytogenes ATCC 19118),
Pseudomonas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) y Burkholderia (Burkholderia
cepacia).

Las cepas puras provenientes de cultivos de laboratorio constituyen las muestras de
prueba. El medio de cultivo HHD es diferencial pero no selectivo, por lo tanto, sélo se evalud
la inclusividad por medio de la siembra de las cepas descritas antes, unas provenientes de
casas de coleccion ATCC vy otras nativas aisladas de matrices lacteas (FANEGAS et al.,
2017), con las cuales se realizaron pruebas ecométricas tal y como se describe en la Guia de
aseguramiento de la calidad, valoracion de medios de cultivo y validacion microbiologica
cualitativa para los laboratorios de microbiologia de alimentos del INVIMA (Ana Isabel
Mufioz Cajiao, 2011). Ver Figura 6.
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Pruebas ecométricas

Permite evaluar la susceptibilidad de los medios sdlidos selectivos y no selectivos frente
a la colonizacion por un microorganismo deseado (INVIMA)

Célculo del indice de crecimiento absoluto (ICA):
1. Asignar 0.2 a cada estria.
2. Multiplicar por el # de estrias de los cuadrantes donde se observa
cto.
3. Asignar el valor de 1 a |a estria central si hay crecimieno.
4. Calcularel ICA con los valores obtenidos.
Cuando hay cto en todas las estrias el valordel ICA es 5.

Criterio de evaluacion
Productividad aceptable: 23.5
Cepas no deseadas: <2

Figura 6. Representacion de las pruebas ecométricas

3.4.5 Repetibilidad

Tres analistas realizaron en conjunto 30 veces el método de recuento en placa descrito
en el numeral 3.2.1 bajo las mismas condiciones, la misma matriz, mismo método, mismo
dia, cuyo rango de validacion fue de 10°UFC/mL o g. Se planificaron las acciones y se
document¢ la captura de datos, posteriormente se calcularon los pardmetros caracteristicos
de una distribucion de probabilidad: media y desviacion estandar, lo que permitid evidenciar
el grado de dispersion de los datos con respecto al valor promedio.

Se considerd la desviacion estandar de la repetibilidad (Sr) y se aplicaron las formulas
respectivas para determinar el indice de compatibilidad con el fin de comprobar si existe o
no diferencia significativa entre el valor de referencia (10°UFC/mL o g) y la media de las
repeticiones.
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3.4.6 Precision intermedia.

Para la determinacion de la precision del método se llevo a cabo la evaluacion
realizando siembras seriadas con la matriz contaminada naturalmente: Yagur® Colanta®, se
sembr6 en dos dias diferentes y con la participacion de tres analistas: Bact. Yesica Yepes,
Bact. Daniela Santa y Microb. Diana Marcela Rodriguez.

Para esta medida se tomaron 90 datos experimentales bajo la matriz a evaluar
sembrando en agar HHD. La captura de los datos se distribuy¢ asi:

30 datos tomados por la analista Diana Marcela Rodriguez Garcia (DMRG)
30 datos tomados por la analista Yesica Yepes Gutierrez (YYG)
30 datos tomados por la analista Daniela Santa Zapata (DSZ)

Las tres analistas realizaron el procedimiento normalizado descrito en el numeral 3.2.1
en dos dias diferentes, aunque el método fue el mismo. Luego se aplico la formula para

determinar qué tan reproducible es el método cuando con el rango de validacion de 103 a
10’UFC/mL o g.
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3.5 Estimacion de la incertidumbre

Este parametro esta asociado al resultado de una medicidn, que caracteriza la dispersion
de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando. El parametro puede
ser, por ejemplo, una desviacion estandar (o un multiplo de ella), o la mitad de un intervalo
de un nivel de confianza determinado. Este pardmetro se calculard empleando célculos
matematicos, que permitiran conocer la dispersion de los valores atribuidos al mensurando,
de acuerdo a la ISO 19036:2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs-Guidelines
for the estimation of measurement uncertainty for quantitative determinations (Specification,
2006).

3.6 Tratamiento de los datos

Todos los datos deben cumplir con los criterios de normalidad, de acuerdo a esto,
después de obtenidos los resultados mediante el disefio estadistico aplicado para garantizar
la validez de este analisis de varianza (ANOVA), es necesario que se cumpla el criterio de
normalidad, es decir, la distribucion de los residuales sea normal (que se ajuste a una curva
gausiana). Como los datos que se obtendran serda en UFC/mL o g, éstos siguen una
distribucion asimétrica, por lo que se realizd una transformacion matemadtica previa a fin de
realizar el tratamiento estadistico propuesto. Para ellos se transformaran los datos de
UFC/mL o g a Logaritmo en base 10 (Convention, 2007).
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4. RESULTADOS

A continuacién se detallan los resultados obtenidos para los atributos evaluados.

4.1 Limite de deteccion y cuantificacion

Después de realizar la siembra de 10 muestras en la dilucion més baja cuantificable se
obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 3. Limite de deteccion para el recuento de L. acidophilus ATCC 314 en el medio
de cultivo agar HHD a la temperatura de 35+2°C durante 72 horas de incubacion en
anaerobiosis

LIMITE DE DETECCION AGAR HHD
= I o 3 ‘“ ° S h A = Desviacion
Concentracid S 3 3 S 3 S S 3 3 s .| Mediana i
= = = = = = = = = ] Promedio estandar
nUFCmL | 5 | & | 5| 5| 5| 5|5 | 5| 5]|% (Xo)
& 2 |2 | 2 | 2 | 2| £ | £ | 2| &8 (SD)
10-0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10-0,7 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1
10-1 2 2 3 5 2 4 2 3 5 4
10-2 29 20 30 25 22 20 21 31 26 25 08 ) 0422
10-2,5 55 57 57 74 62 61 70 60 63 52
10-3 119 128 125 126 138 115 118 125 127 115
10-3,2 >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
10-3,5 >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200

Se determinaron los limites de acuerdo a la cantidad mas baja detectada por el método
(concentracion 10°7), calculando la mediana (Xo) y la desviacion estandar (SD) para aplicar
las formulas descritas en la ISO 16140-2:2016 (Iso, 2017) . El Limite de deteccion (LOD =
(3,3*SD) +Xo) para el método de recuento en placa HHD es de 2 UFC/mL o g (es la menor
concentracion o cantidad absoluta de un analito que produce una sefial significativamente
mayor que la que se obtiene con el blanco de reactivo) y el limite de cuantificacion (LOQ=
(10 x SD) +Xo) es 5 UFC/mL o g, siendo esta la concentracion o cantidad absoluta mas
pequetia de un analito que puede determinarse con seguridad (OAA, 2013).

Se determinaron los limites de acuerdo a la cantidad mas baja detectada por el método
(concentracion 10°7), calculando la mediana (Xo) y la desviacion estandar (SD) para aplicar
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las formulas descritas en la ISO 16140-2:2016 (Iso, 2017) . El Limite de deteccion (LOD =
(3,3*SD) +Xo) para el método de recuento en placa HHD es de 2 UFC/mL o g (es la menor
concentracion o cantidad absoluta de un analito que produce una sefial significativamente
mayor que la que se obtiene con el blanco de reactivo) y el limite de cuantificacion (LOQ=
(10 x SD) +Xo) es 5 UFC/mL o g, siendo esta la concentraciéon o cantidad absoluta mas
pequefia de un analito que puede determinarse con seguridad (OAA, 2013).

4.2 Linealidad

Después de realizar la siembra de 10 repeticiones de los inoculos desde la
concentracion 10313 (1/1413) a 10" (1/10) UFC/mL o g para obtener resultados intermedios,
evitando tener una grafica de extremos se realizaron diluciones 1/2 respetando el limite de
cuantificacion del medio de cultivo agar HHD que es hasta 200 UFC.

Tabla 4. Datos de Linealidad para el recuento de L. acidophilus en muestra de yogur
semidescremado Colanta® en el medio de cultivo agar HHD a la temperatura de 35+2°C durante 72
horas de incubacion en anaerobiosis.

. Promedio LOG Esperado Prome(.ho LOG
Concentracion UFC/mL (Log10/mL) Experimental
g (Log10/mL)
10 (1/1413) 2,277 2,273
10° (1/1000) 2,103 2,102
10%7 (1/562) 1,978 1,970
10*° (1/316) 1,802 1,785
10%%°(1/178) 1,501 1,535
107 (1/100) 1,103 1,059
10" (1/10) 0,000 0,000

Con los datos de la tabla 4 se obtiene la siguiente grafica lineal:
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Linealidad en agar HHD

2,500 ~

y =1,0016x - 0,0084
R?=0,9991

2,000

1,500

1,000

0,500

0,000 ‘ \ \ \ \
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500
-0,500

Valor experimental (Log10/mL o g)

Valor esperado (Log10/mL o g)

Grifica 1. Regresion lineal de los datos obtenidos para el recuento de L. acidophilus
en agar HHD.

Se obtuvo un buen coeficiente de correlacion (R?=0,9991), es decir que la
concentraciéon del microorganismo presente en la muestra es proporcional a la cantidad
detectada por el método (OAA, 2013), existiendo una relacion relativamente fuerte entre las
variables.

Referencia Grafico de los residuales
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*
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Referencia

Grafica 2. Residuales obtenidos de la determinacion de Linealidad para el recuento de
L. acidophilus en agar HHD.

El grafico de residuales indica que tan dispersos estan los datos respecto a la media.
Por lo que se evidencia que estos no superan los 0.05 Logio. Es decir que estdn muy cercanos
los datos entre si.
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Tabla S. Estadisticas de regresion de la linealidad

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion multiple 0,999
Coeficiente de determinacion R"2 0,999
R”2 ajustado 0,999
Error tipico 0,025
Observaciones 7

El error tipico indica la desviacion estandar de los residuos, este valor es una medida
de la variacion que existe entre las observaciones en las unidades experimentales y que no
puede evitarse.

Tabla 6. Analisis de varianza

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
Referencia Experimental
Media 1,538 1,532
Varianza 0,614 0,617
Observaciones 7 7
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,999
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 6
Estadistico t 0,673
P(T<=t) una cola 0,263
Valor critico de t (una cola) 1,943
P(T<=t) dos colas 0,526
Valor critico de t (dos colas) 2,447
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En esta tabla el valor del estadistico t es 0,673. El punto positivo que delimita la region
critica y de aceptacion para el caso bilateral aparece como valor critico para dos colas 2,447
ya que se asume para este caso diferencia entre las medias. También aparece el valor critico
para una cola, es decir, cuando en la hipdtesis nula se asume un sentido a las diferencias y se
plantea la hip6tesis nula como: la media de A es mayor que la media de B. Se puede ver que
el valor positivo para una cola es 1,943.

Para este caso, la hipdtesis nula para linealidad se asume igualdad, y el estadistico
t<teritico, S€ puede decir que no hay diferencia significativa entre la media de la variable teorica
o esperada con la experimental.

4.3 Veracidad

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 7. Resultados de la prueba de veracidad del agar HHD en Yogur

Rangos de Concentracion Promedio
Descripcion del parametro
Baja Media Alta
Concentracion en UFC/mL del 5 31 171
Inoculo (L. acidophilus ATCC 314)
Ma'ltrlz na‘fural en UFC/mLo g 104 104 104
(Yogur sin dopaje)
Matriz dopada en UFC/mL o g
(ATCC + Matriz natural) 109 135 275
LOG10 Indculo 0,699 1,491 2,233
LOG10 Matriz 2,017 2,017 2,017
LOG10 Matriz dopada 1,754 2,139 2,385
LOGI10 Inéculo + Matriz 2,037 2,130 2,439
Sesgo (Matriz dopada -
(Indeulo+Matriz)) 0,283 -0,008 0,054 0,110
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Se obtiene un porcentaje de recuperacion promedio del 94,8% en las tres
concentraciones evaluadas, una desviacion estandar de 0,994, un coeficiente de variacion del
1,05% y un sesgo del 10,98%. El sesgo es la diferencia entre los resultados esperados y los
valores de referencia aceptados. Es el error total sistematico en contraste con el error
aleatorio. Pueden existir uno o mas errores sistematicos que contribuyan a los sesgos. Una
gran diferencia sistematica a partir de los valores de referencia aceptados se refleja en un
elevado valor de sesgo (Ortega Gonzalez, Rodriguez Martinez, & Zhurbenko, 2013), éste
debe ser inferior al 15%.

Tabla 8. Analisis de varianza

Prueba F para varianzas de dos muestras
Logl0 Logl0
MR ME
Media 2,202 2,093
Varianza 0,031 0,070
Observaciones 30 30
Grados de libertad 29 29
F 0,435
P(F<=f) una cola 0,014
Valor critico para F (una cola) 0,537

Con esta prueba se pretende comprobar la igualdad de varianzas, con un Fcaiculado
(0,435) menor al Feritico (0,537), se determina que no hay diferencia significativa entre la
varianzas de las concentraciones evaluadas, respecto al valor verdadero o esperado.



4.4 Inclusividad

Los resultados de inclusividad del medio HHD se detallan a continuacion:

Tabla 9. Resultados de la prueba de inclusividad del medio HHD con cepas nativas y ATCC
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acidilactici

2 3
: E En
=) . s e
2 N 1 E o ) - - terist
2 ombre de a S = Fotografia Caracteristica macroscopica me(?lo . Carztc ceristiea
o cepa m O cambia de microscopica
()
~ color
Bacilos Gram
LACI Lactobacillus 40 Colonia irregular en forma de coliflor S positivos en cadena,
D acidophilus ATCC 314 ’ verde, plana sin elevacion grandes que forman
hilos
o1 Pediococcus 44 Colonia con bordes definidos, redonda, SI Cocos gram
’ blanca con centro verde oscuro, cremosa. positivos
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Bacilos gram

Lactobacillus Colonia azul pequefia puntiforme, con N .

Co6 5.0 . L. positivos, cortos y
fermentum bordes definidos, translucida.
delgados

Enterococcus Colonia verde oscuro, con bordes blancos Cocos gram
Cc7 ) 24 . . SI .

lactis y definidos, elevada y brillante positivos
LP Lactobacillus 50 Colonia blanca en forma de coliflor, S Bacilos gram

plantarum

cremosa con centro pequefio elevado y verde

positivos, medianos
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25 Enterococcus 23 Colonia verde con centro oscuro y borde S Cocos gram
faecium ’ blanco definido, elevada y brillante positivos, grandes
C26 Enterococcus 5.0 Colonia verde con centro oscuro y borde S Cocos gram
faecium ’ blanco definido, elevada y brillante positivos, grandes
Lactobacillus Colonia verde con bordes blancos, Bacilos gram
LC . 1.2 . ST .
casei cremosa con borde definido. positivos
C32 Lactobacillus 42 Colonia azul pequeiia puntiforme, con N osi tiv(]iaf(l)csoiram
fermentum ’ bordes definidos, translicida. p i Y

delgados
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Leuconostoc Bacilos gram
. . - N .
C12 mesenteroides subsp. 5.0 Colonia azul pequefia, opaca positivos, largos y
mesenteroides delgados
Leuconostoc . Bacilos gram
ucon Colonia transparente con centro verde, N i, &
Cc22 mesenteroides subsp. 5.0 . positivos, largos y
. bordes irregulares y centro elevado
mesenteroides delgados
Cl1 Streptococcus 5.0 Colonia elevada verde oscuro, con borde SI Cocos gram
infantarius ’ transparente y definido, positivos en cadena
. ~ . Cocos gram
Lactococcus Colonia pequefia, borde definido, N " ~g
C8 3.8 positivos pequeifios, en

lactis subsp. lactis

transparentes, levantada, lisa.

racimos
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. o . Cocos gram

Lactococcus Colonia pequeiia, borde definido, N . Ng

Cs . . 1.8 . positivos pequefios, en
lactis subsp. lactis transparentes, levantada, lisa. .
racimos
Colonia verde oscuro, con bordes muy

Lactococcus , . Cocos gram
LL . 3.0 delgados y de un verde mas claro, colonia con SI . -

lactis - positivos en racimos

elevacion leve y en forma de cono.
Colonia blanca transparente, con una leve .

Lactobacillus . P ’ . N Bacilos gram
C31 . 5.0 elevacion, con un punto en el centro un poco mas .

casei positivos alargados.

grande, bordes definidos.
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. N . Cocos gram
Colonia de tamafno mediano, bordes .. g
Lactococcus . positivos, definidos
C30 ] 4.8 definidos, de color blanco con azul claro, y un SI ;
lactis . grandes, dispuestos de
centro levantado de color azul cielo, cremosa. L
manera individual
Colonia casi transparente, bordes lisos Cocos gram
Lactococcus . N - N ..
C23 lactis 4.4 definidos, de tamafio pequefio y centro elevado, positivos, agrupados en
punto central mas blanco pares o cadenas cortas
Enterococcus Colonia verde con centro oscuro y borde Cocos gram
27 46 v SI £

faecium

blanco definido, elevada y brillante

positivos, grandes




Colonia de gran tamafio, bordes no
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. . Cocos gram
definidos, textura levemente rugosa, colonia N L. g
Cc4 Enterococcus sp. 5.0 ., positivos, agrupados en
transparente en sus bordes, leve elevacion en el
pares o cadenas
centro y de color blanco.
Colonia grande de borde definido pero no Barras
. siempre perfectamente circular, bordes .
Weissella cocoides gram
C28 . 5.0 transparentes, color blanco o azul claro y centro SI ...
viridescens positivos, agrupados en

elevado, con punto verde azul oscuro y un borde
en azul mas claro.

cadenas cortas




Colonias de tamafio mediano, textura
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. . . Cocos gram
Pediococcus lisa, elevadas, borde definido pero no siempre o Ng
C19 5.0 . SI | positivos pequefios, en
pentosaceus circular, borde azul claro y centro verde azul .
, racimos
oscuro en degradé.
. ~ . Cocos gram
Lactococcus Colonia pequefia, borde definido, N . &
C13 . . 5.0 . positivos pequefios, en
lactis subsp. lactis transparentes, levantada, lisa. .
racimos
Lactococcus Colonia pequena y de borde transparente, Bacilos mu
c1s 0.8 peduetia y P S| Y

lactis subsp. cremoris

definido, con elevacion, lisa sin puntos.

cortos gram positivos.




Colonias pequeiias, borde no definido y

51

Lactococcus levemente rugoso, centro elevado y liso, borde o CocosNgram
C10 . . 2.8 . SI | positivos pequefios, en
lactis subsp. lactis azul clarito, centro verde azul muy oscuro y .
racimos
elevado
Colonias de tamafio mediano con bordes .
Leuconostoc . Bacilos gram
] definidos y transparentes, centro azul claro y .
C29 mesenteroides subsp. 3.6 . N Lo SI positivos, largos y
. punto central azul cielo pequefio con apariencia de
mesenteroides . delgados
ojo de pescado.
CA Candida 50 Colonia de gran tamafio, color blanco de N Estructuras
albicans ATCC 10231 bordes definidos algodonosos. ovaladas




Colonias de gran tamafio, planas, bordes
no definidos de color azul claro y va llegando al
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BC Bacillus cereus 5.0 centro con tonos azules mas oscuros, el centro N B?CIIOS gram
ATCC 11778 . . . positivos
tiene forma circular pero en general la colonia es
plana y opaca.
EC E. coli ATCC 42 Colonias grandes, brillantes, bordes no N Bacilos gram
25922 ’ definidos con apariencia de hoja, textura no lisa. negativos
Staphvi Colonias pequefias circulares, bordes Cocos aram
SA aphylococcus 5.0 definidos, levantadas levemente, lisas, brillantes, SI . g
aureus ATCC 25923 positivos en racimos
color verde oscuro.
EA Enterobacter 29 Colonias grandes, cremosas, entre azules N Bacilos gram

aerogenes ATCC13048

y bordes transparentes con centro elevado.

negativos
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BB Bifidobacterium 38 Colonias puntiformes elevadas, con N irre lareiacrli:r);
breve ATCC 15700 ’ forma de gota de agua, bordes definidos. gulares &
positivos
Bacilos Gram
Lactobacillus Colonia irregular en forma de coliflor positivos en cadena,
LA3 . ; 4.8 -, SI
acidophilus La3 verde, plana con elevacion en el centro grandes que forman
hilos
LI Listeria innocua 318 Colonia pequefia blanca cremosa borde S OSiltBia((::Sl(:lsOgram
ATCC 19118 ’ definido sin diferenciacion central Postiv
esporulado, en cadena.
EF Enterococcus 46 Colonia mediana de color azul brillante S ositivoscizofsofrrr?an;
faecalis ’ con borde definido. p d

cadenas
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Colonia verde azul claro con bordes en

CF Citrobacter 5.0 degradé irregulares, aplanada. El centro es de N Bacilos gram
freundii ATCC 6538 ’ color azul oscuro con elevacion y los alrededores negativos
blancos planos.
ss Salmonella spp. 30 Colonia grande irregular con centro azul N Bacilos gram
ATCC 12017 ’ elevado y circular, bordes en degradé negativos
Colonia verde azul claro con bordes en
Salmonella degradé irregulares, aplanada. El centro es de N Bacilos gram
ST | typhimurium ATCC 5.0 grace Hieguates, apanaca. crios g
color mas oscuro con elevacion y los alrededores negativos
14028
blancos planos.
SH Shigella sonnei 0 No hay crecimiento - --

ATCC9290
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Colonia grande cremosa con centro

KP Klel?szella 1.6 elevado azul y bordes transparentes. Forma N .Bac1los gram
pneumoniae . . negativos cortos
irregular expandida
Listeria Colonia pequeifia puntiforme, Bacilos eram
M monocytogenes ATCC 5.0 transparente con centro verde claro. Forma SI .. %
. positivos pequefios.
19118 irregular y cremosa.
EF Enterococcus 42 Colonia mediana de color verde brillante SI ositivoscizofsofrrr?an;
faecalis ATCC 29212 : con borde definido. p d

cadenas
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Bacillus subtilis

BS ATCC 19659 0 No hay crecimiento - --
Staphylococcus Colonia azul clara con centro azul Cocos gram
SW . 24 . . ST I
warneri oscuro, pequefia circular con bordes definidos positivos
PA Pseudomonas 40 Colonia aplanada grande sin centro N Bacilos gram
aeruginosa ATCC 9027 ’ definido, borde irregular y rugoso negativos
BK Burkholderia 46 Colonia blanca cremosa, irregular con N Bacilos gram

cepacia

punto central elevado azul, aplanada y expandida

negativos
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PM

Proteus
mirabilis ATCC 25933

32

Colonia expandida con centro elevado
azul, borde irregular y en degradé

Bacilos gram
negativos

De las 47 cepas evaluadas, s6lo dos no presentaron crecimiento en agar HHD (B. sutilis ATCC 19659 y Shigella sonnei
ATCC9290), por lo que el 95,7% de las cepas evaluadas tuvo crecimiento en el agar HHD, por ser un medio diferencial més no selectivo
se puede hacer una separacion morfoldgica de las colonias y evidenciar el viraje del color del medio, lo que facilita el recuento de
Lactobacillus acidophilus de la microbiota acompafiante, que pueden ser microorganismos adicionados intencionalmente (cultivos
iniciadores), como deteriorantes (Hongos, Coliformes totales, entre otros), hasta patogenos (L. monocytogenes, Salmonella spp.).

Tabla 10. Colonias observadas en el estereomicroscopio utilizando el medio de cultivo agar HHD.

Microorganismo

Fotografia en estereoscopio
microscopio (120X de magnificacion)

Descripcion morfologica

Bifidobacterium breve ATCC

15700

Colonias puntiformes elevadas, con
forma de gota de agua, bordes definidos.
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Streptococcus thermophilus (Tipo

Colonias definidas, brillantes con

marcado.

Candida albicans ATCC 10231

Colonia blanca con elevacion,
textura cremosa, con borde definido y
algodonoso.

)] centro elevado, verde oscuro.
Streptococcus thermophilus (Tipo Colonias azules, con bordes
1) definidos, centro elevado mas oscuro.
. . Colonias verdes, de borde irregular
Streptococcus thermophilus (Tipo , . ., gl
1) y mas claro, sin elevacion y centro
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Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (Tipo I)

Colona pequena irregular, opaca,
con borde blanco y centro verde.

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (Tipo 1I)

Colonia pequeia, de color azul,
bode definido y con elevacion.

Bacillus cereus ATCC 11778

Colonias de gran tamafio, planas,
bordes no definidos de color azul claro y
va llegando al centro con tonos azules mas
oscuros, el centro tiene forma circular
pero en general la colonia es plana y
opaca.

E. coli ATCC 25922

Colonias grandes, brillantes, bordes
no definidos con apariencia de hoja,
textura no lisa.
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Enterobacter aerogenes
ATCC13048

Colonias grandes, cremosas, azules
y bordes transparentes con centro elevado.

Staphylococcus aureus ATCC
25923

Colonia cremosa, puntiforme, de
tamafio pequefio, blanca y con centro
definido y elevado.

Lactobacillus acidophilus La3

Colonia irregular en forma de
coliflor, transparente y con centro verde,
plana con elevacion en el centro. Presenta
brillo metalico al movimiento.

Salmonella spp. ATCC 12017

Colonia grande irregular con centro
azul elevado y circular, bordes en degradé
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Salmonella typhimurium ATCC
14028

Colonia verde azul claro con bordes
en degrad¢ irregulares, aplanada. El centro
es de color més oscuro con elevacion y los

alrededores blancos planos

Citrobacter freundii ATCC 6538

Colonia verde azul claro con bordes
en degrad¢ irregulares, aplanada. El centro
es de color azul oscuro con elevacion y los

alrededores blancos planos.

Proteus mirabilis ATCC 25933

Colonia expandida con centro
elevado azul, borde irregular y en degradé.

Listeria innocua ATCC 19118

Colonia pequefia blanca cremosa
borde definido sin diferenciacion central.
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Burkholderia cepacia

Colonia mediana de color azul
brillante con borde definido.

Enterococcus faecalis ATCC
29212

Colonia mediana de color verde
brillante con borde definido




63

4.5 Repetibilidad y Precision intermedia

Se determino el valor de Sr (desviacion de repetibilidad) después de realizar la siembra
por tres analistas: Bacteridlogas Yesica Yepes y Daniela Santa y la Microbidloga Diana
Marcela Rodriguez el mismo dia bajo las mismas condiciones y el valor de SR (desviacion
de reproducibilidad) realizando siembra por las tres analistas en dias y concentraciones
diferentes.

Tabla 11. Resultados de Repetibilidad

PARAMETRO Desviacion Coeficiente de variacion
estandar (%)
Sr 0,03 3
SR 0,05 5

La Sr (repetibilidad), es la precision obtenida cuando todas las mediciones son hechas
por el mismo analista durante un solo periodo de trabajo analitico, utilizando las mismas
soluciones y el mismo instrumental y la SR (Precision intermedia) es la precision obtenida
en cualquier otro conjunto de condiciones, por ejemplo, por distintos analistas o en distintos
dias de trabajo de laboratorio por un mismo analista. Como la precision intermedia abarca un
numero mayor de fuentes de variabilidad, nunca puede ser mejor que la repetibilidad (S¥<SR)
(Scotter et al., 2001).

Tabla 12. Resultados de Precision intermedia

CONCENTRACION PARAMETRO RESULTADO
Nivel Bajo Media (Log10/mL) 1,59
Desviacion estandar 0,07
Coeficiente de variacion 4%
Nivel Medio Media (Log10/mL) 1,94
Desviacion estandar 0,05
Coeficiente de variacion 3%
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Nivel Alto

Media (Log10/mL) 2,32
Desviacion estandar 0,04
Coeficiente de variacion 2%

Para la precision intermedia se analizaron los niveles de concentracion por separado,
evidenciandose una desviacidn y variaciones mas altas en concentraciones mas bajas en las

tres analistas.

Tabla 13. Analisis de varianza Nivel Bajo

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR
RESUMEN
Cuen Varian
Grupos ta Suma Promedio za
Columna 1 10 403 40,3 19,789
Columna 2 10 397 39,7 60,233
Columna 3 10 373 37,3 25,567
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma Grados Promedio robab Valor
variaciones de cuadrados  de libertad de los cuadrados F ilidad  critico para F
Entre grupos 50,4 2 25,2 0,716  ,498 3,354
Dentro de los
grupos 950,3 27 35,196
1000,
Total 7 29

El valor F es menos al F critico, por lo que no hay diferencia significativa entre las varianzas
de las analistas para el nivel Bajo con un 95% de confianza.



Tabla 14. Anélisis de varianza Nivel Medio
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ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

RESUMEN
Varian
Grupos Cuenta Suma Promedio za
Analista 1 10 941 94,1 90,544
Analista 2 10 863 86,3 95,344
Analista 3 10 836 83,6 83,378
ANALISIS DE
VARIANZA
Prob
Origen de Suma Grados Promedio abilid Valor
las variaciones de cuadrados de libertad de los cuadrados F ad critico para F
Entre
grupos 594.,6 2 2973 3,312 0,052 3,354
Dentro de
los grupos 24234 27 89,756
Total 3018 29

El valor F es menos al F critico, por lo que no hay diferencia significativa entre las varianzas
de las analistas para el nivel medio con un 95% de confianza.
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Tabla 15. Analisis de varianza Nivel Alto

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Analista 1 10 2250 225 187,333
Analista 2 10 2122 2122 107,733
Analista 3 10 2084 2084 412,044
ANALISIS DE
VARIANZA
Valor
Origen de Suma Grados Promedio Probabili  critico
las variaciones de cuadrados de libertad de los cuadrados F dad para F
Entre
grupos 1512,8 2 756.,4 3,209 0,056 3,354
Dentro de
los grupos 6364 27 235,704
Total 7876,8 29

El valor F es menos al F critico, por lo que no hay diferencia significativa entre las varianzas
de las analistas para el nivel alto con un 95% de confianza.

4.6 Estimacion de la incertidumbre

Se identificaron y caracterizaron las fuentes de incertidumbre del método
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Medio de \ .
cultivo, equipos Submuestreo Bid esgo
y reactivos de dilucion
Autoclave primaria 7/

Pipetas Balanza

Preparacion del inéci

pH-metro

Estufa de incubacién Diluciones sucesivas

Termohigrometro
Jarra de
anaerobiosis

AgarHHD

Diluyente
Dilutor

Resultados
AgarHHD

Tiempo de
incubacién

Precisionintermedia

Yogur i i
(ReprodudbilidadR)

Repetibilidad

Analistas

Errores
aleatorio

Operadores/
Tiempo

Figura 9. Identificacion de las fuentes de incertidumbre (X: Fuente que no se considero)

Tabla 16. Caracterizacion de las fuentes de incertidumbre

Descripcion Fuente de incertidumbre Dis trii?fitﬁf
Pipeta Certificado Tipo B
Termo higrometro Certificado Tipo B
Diluyente Experimental Tipo A
Balanza Certificado Tipo B
Dilutor Certificado Tipo B
Autoclave Certificado Tipo B
Estufa de incubacion Certificado Tipo B
Diluciones Experimental Tipo A
Muestras Experimental Tipo A
Precision Experimental Tipo A
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Todas las fuentes fueron contempladas en la precision intermedia, basados en la ISO
19036:2006 (Specification, 2006). El método de recuento en placa en agar HHD tiene una
incertidumbre combinada (1) y expandida (U) con un 95% de confianza obtenida en el
método validado.

Tabla 17. Incertidumbre del método

Incertidumbre

combinada (1) 0,050 log10/mL

Incertidumbre

Expandida (V) 0,106 log10/mL
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5. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a la necesidad que tiene la industria alimentaria, de evaluar en forma rapida la
calidad microbioldgica de las materias primas y productos terminados, asi como el estado
microbioldgico de procedimientos de manufactura, ha llevado al desarrollo y refinamiento
de métodos microbioldgicos alternos de analisis mas rapidos o mas faciles que el método
correspondiente de referencia (Norma técnica colombiana. NTC 5014, 2001). Entre estos
métodos, algunos pueden generar resultados equivalentes a los suministrados por el
correspondiente método de referencia, mientras que otros pueden producir resultados con
diferencias apreciables (Fornés, 2008; Norma técnica colombiana. NTC 5014, 2001). Por lo
que dentro de la Cooperativa Colanta® se evalué una metodologia para el recuento del
microorganismo probidtico L. acidophilus La3 en agar HHD, cémo éste es un método
alterno, el cual brindaba una solucion rapida al problema de diferenciacion que se daba con
el método de referencia (Agar MRS) en una matriz compleja como el Yogur Colanta®, se
necesitd validarlo para dar resultados confiables en el reporte de probidticos en su producto
final.

Se evaluaron los parametros para la validacion de la metodologia para la cuantificacion
en agar HHD del microorganismo probidtico Lactobacillus acidophilus La3 en yogur
semidescremado, los resultados que se obtuvieron para el limite de deteccion fue de 2
UFC/mL o gy el limite de cuantificacion fue de 5 UFC/mL o g. No existe un criterio de
aceptabilidad para estos limites, pues éstos se adaptan para cada validacion y depende del
método, el analito, el equipo de medicion, las concentraciones, entre otras variables (Iso,
2017; Little, 2015), por lo que la comparacion con otras validaciones se dificulta y carece de
confiabilidad. El limite de deteccion es el nimero de microorganismos donde la probabilidad
de un resultado negativo equivale al 5% bajo las condiciones experimentales establecidas y
el limite de cuantificacion es el nimero real més bajo de organismos que pueden ser medidos
y cuantificados con una precision y exactitud definidos, y es muy propio de cada método (de
Benito et al., 2018; Domesle, Yang, Hammack, & Ge, 2018; Kogawa, Tomita, & Salgado,
2012; Lowther et al., 2018; Ortega Gonzalez et al., 2013; Tuomela, Stanescu, & Krohn,
2005). Determinar los limites de lo que un ensayo puede cuantificar de manera confiable es
un requisito de las autoridades reguladoras a nivel mundial (Little, 2015), por lo que se
determina que el rango de lectura es de 5 a 200 unidades formadoras de colonia en placa de
agar HHD, siendo este valor mucho mas sensible que el método de referencia que utiliza
Agar MRS, pues el recuento es preciso y exacto a partir de 15 UFC, como se indica en la
NTC 5034:2002 (Norma técnica colombiana. NTC 5034, 2002).

Después de hallar los limites, se determind la linealidad del método realizando
diluciones intermedias del microorganismo Lactobacillus acidophilus ATTC 314 para
obtener la grafica lineal (Ver gréafica 1), donde se obtuvo una pendiente de 1.0016, siendo un
valor aceptable, ya que el criterio de aceptabilidad es de 0.9 a 1.10, lo que indica que no hay
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un error sistematico proporcional en el método que pudiese afectar los limites de decision
asociados a la concentracion del microorganismo. En palabras simples, la concentracion de
L. acidophilus La3 determinado en agar HHD es directamente proporcional a la
concentracion real adicionada al yogur, lo que brinda resultados confiables a la hora de
realizar el reporte de la concentracion de este probiodtico en el producto terminado de
Colanta®. El intercepto fue de -0.0084, como es cercano a cero nos indica que no existen
errores sistematicos constantes. Es decir, que no existen errores asociados a fuentes que se
puedan controlar, sino aleatorios (Fernandez, 2015).

En el ensayo de linealidad se logré obtener un R>=0,9991 (ver grafica 1) valor muy
cercano al valor tedrico 1, lo que indica una alta correlacion, por lo que existe una
dependencia casi total o directa entre el valor matematico y el valor obtenido, cuando la sefial
o la concentracion de L. acidophilus La3 aumenta la deteccion del medio también lo hace.
Este coeficiente es altamente significativo para la evaluacion de la linealidad de los métodos,
asi se evidencia en la investigacion realizada por Dafale N. et al 2015 quien desarrolld y
validé un bioensayo microbiano para la cuantificacion de levofloxacina en preparaciones
farmacéuticas (Dafale, Semwal, Agarwal, Sharma, & Singh, 2015); esto también se indica
en la investigacion realizada por Fiorentino et. al 2013 (Fiorentino, Corréa, & Salgado, 2013)
en Brasil, donde se tuvo en cuenta la regresion lineal (R?=0,9999) para la evaluacién de la
linealidad de un método de difusion de agar simple para la dosificacion de digluconato de
clorhexidina (CHX-D) en una solucion acuosa, siendo ese resultado altamente significativo
para esa técnica. Resultados similares obtiene Mendoza et. al 2014 (Rosa, 2014) en la
validaciéon a microescala del método de ensayo 4-aminoantipirina para cuantificar
compuestos fenolicos en cultivos microbianos, donde demuestra demuestra que existe una
dependencia lineal entre la concentracion y la sefial analitica en el intervalo evaluado con un
R? de 0,9978. Otras investigaciones sobre validacion de técnicas analiticas también
mencionan la importancia de la correlacion dada por el R? en temas de linealidad (Cazedey
& Salgado, 2011; Christ et al., 2015; Dafale, Semwal, Rajput, & Singh, 2016; Fiorentino et
al., 2013; Kogawa et al., 2012; Lemos et al., n.d.; Manfio, Agarrayua, Machado, & Schmidt,
2013; Ortega Gonzdlez et al., 2013; Tanaka et al., 2010; Tuomela et al., 2005). Esta prueba
tuvo una proporcion de ratio rz del 1.9% que segtn la ISO 16297:2014 Protocolo para la
evaluacion de métodos alternativos (Em, 2014) debe ser menor del 5%, éste es un parametro
cuantitativo que determina si la tendencia observada es aceptable o no. Es decir, que no hay
sesgos en los datos. Se obtuvieron unos residules que si se observa en la grafica 2, no superan
el 0,05 log10 aceptado para el tipo de microorganismos evaluados segtn lo describe la norma
ISO/TR 13843:2000 “Water quality Guidance on validation of microbiological methods” que
es <0,5logl0 (Agua, Para, Orientacion, & La, 2003), por lo que no se evidencia una
desviacion considerable entre los datos obtenidos. Se toma como guia esta norma porque el
agua puede considerarse cercana a la matriz evaluada por ser parte integral de los alimentos.
Este criterio también se contempla en el capitulo 13 de la validacion de métodos
microbioldgicos para alimentos de la AOAC (Brunelle, 2016). Los residuales también se
tuvieron en cuenta en la validacion realizada por Mendoza et. al 2014 (Rosa, 2014), donde
se reveld que los puntos estan distribuidos al azar alrededor del eje X, indicando que la curva
es realmente lineal hasta los 5 ug.mL! de fenol.
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Para la comprobacion de la linealidad se realizo un test t student (Tabla 6), donde al
evaluar los resultados se acepta la hipotesis nula con un valor tcalculado: 0,6733 < tcritico:
2,4469. Por lo tanto, se puede considerar que la prueba ensayada present6 linealidad, ya que
los resultados microbiologicos cuantitativos (Recuentos) mostraron capacidad de generar
resultados proporcionales a la concentracion de microorganismos inicialmente inoculados en
la muestra. De esta forma, la Cooperativa Colanta® garantizara recuentos de probidticos
proporcionales a la cantidad real adicionada en el producto terminado, dentro de las
concentraciones requeridas, evitando asi errores en las cantidades reportadas en cuanto a
recuperacion del L.acidophilus La3 en yogur. Para Fiorentino et. al 2013, Kogawa et. al 2012
v Mendoza et. al 2014 (Fiorentino et al., 2013; Kogawa et al., 2012; Rosa, 2014) concluyen
por medio de los resultados estadisticos, que no se presentan desviaciones de paralelismo o
linealidad en los resultados obtenidos.

La determinacion de la exactitud del método, expresada en Veracidad (Sesgo) y en
porcentaje de recuperacion, fue de importancia para la matriz evaluada, pues cuenta con
muchos factores que influyen en la viabilidad de los probidticos en matrices como el yogur
(pH, peréxido de hidrogeno, atmodsfera de almacenamiento, concentracion de metabolitos
tales como acido lactico y acidos organicos, oxigeno disuelto, tampones tales como proteinas
de suero, entre otros) (Talwalkar & Kailasapathy, 2004), y esto se complica atin mas por la
falta de una enumeracion confiable y medios para estimar selectivamente los recuentos de L.
acidophilus en los yogures comerciales de los cultivos iniciadores presentes en la matriz, lo
que genera ciertas dudas respecto a la fiabilidad de los informes actuales sobre la poca
supervivencia de bacterias probidticas en yogures (Ashraf & Shah, 2011).

Por lo anterior, se evalu6 este atributo donde se obtuvo una recuperacion del método
del 94,8% en los niveles de carga evaluados para L. acidophilus La3 (ver Tabla 7), éste valor
cumple el requisito normativo, puesto que la USP 30:2007 indica que debe ser mayor al 70%
(Convention, 2007), se tuvo una desviacion estandar de 0,994, un coeficiente de variacion
del 1,05% y un sesgo del 10,98%. Segun la USP 30:2007 el sesgo no debe ser superior al
15%. En la investigacion realizada por Mendoza et. al 2014 (Rosa, 2014) se obtuvieron
porcentajes de recuperacion entre 99,1% y 100,9% sugiriendo que el método de ensayo 4-
aminoantipirina para cuantificar compuestos fenolicos en cultivos microbianos tiene una
buena exactitud. Ademas, la tabla 8 comprueba que no existe variacion estadisticamente
significativa entre cada una de las réplicas obtenidas, y que la concentracion del
microorganismo no afecta la recuperacion del método. Un estudio comparativo sobre los
conteos en HHD y medios de referencia son descritos por Camaschella et. al 1998
(Camaschella et al., 1998), donde se obtuvieron resultados muy bien correlacionados para las
4 especies evaluadas (S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus y
bifidobacterias). Alli, los valores de desviacion estandar estaban muy cerca de los valores
correspondientes de desviacion estandar de la regresion, lo que mostré la similitud de los
resultados con ambos métodos. El mismo autor concluye que los recuentos de HHD fueron
leves, pero significativamente mas altos que los de los medios de referencia para las 4
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especies, y aunque el medio HHD no es selectivo, permitié6 en particular una mejor
recuperacion de L. acidophilus (+0.19 log) y bifidobacterias (+0.15 log). Esta investigacion
da un gran soporte a los resultados obtenidos en esta validacion, ya que son los
microorganismos presentes en la matriz lactea evaluada.

En las validaciones, por normatividad se evaluan los mismos pardmetros (Abdelaziz,
Elbanna, & Gamaleldeen, 2012; Boubetra, Nestour, Allaert, & Feinberg, 2011; Dafale et al.,
2015; Fiorentino et al., 2013; Kogawa et al., 2012; Lemos et al., n.d.; Ortega Gonzélez et al.,
2013; Rosa, 2014), en éstas se ha determinado la importancia de los resultados obtenidos en
cuanto a la veracidad y el porcentaje de recuperacion de los métodos microbioldgicos, cuando
se trata de microorganismos especificos con importancia no sélo clinica, sino también sobre
algun beneficio especifico, para este caso, la dosis minima para que un probidtico ejerza su
beneficio en el consumidor, y que el consumidor pueda confiar en lo que dice la etiqueta.
Morovic 2016 (Morovic, Hibberd, Zabel, Barrangou, & Stahl, 2016) utiliz6 métodos
moleculares para probar la hipotesis de que los productos contienen la lista cuantitativa y
cualitativa de especies microbianas que detallan en las etiquetas. En su estudio encontrd que
17 de 52 muestras (33%) estaban por debajo de la etiqueta de reclamacion de unidades
formadoras de colonias (UFC) antes de su fecha de vencimiento. Un esquema de PCR
multiplexado mostrdé que solo 30/52 (58%) de los productos contenian una clasificacion
correctamente etiquetada, con problemas que abarcaban la taxonomia incorrecta, las especies
faltantes y las especies no etiquetadas.

Para la evaluacion de inclusividad los resultados se describen en la tabla 9, si bien el
medio de cultivo HHD no es un medio selectivo, éste permite la diferenciacion macroscopica
de las colonias (Ashraf & Shah, 2011), lo que no se puede lograr con el medio usado en el
método convencional Agar MRS descrito en la NTC 5034:2002 (Norma técnica colombiana.
NTC 5034, 2002), siendo el HHD un medio de cultivo diferencial que permite la
comprobacion de una o mas caracteristicas fisicoquimicas o bioquimicas de los
microorganismos para su identificacion (International Organization for Standardization,
2003), por contener un indicador de pH que ayuda a diferenciar visualmente los
microorganismos heterofermentadores de los homofermentadores pertenecientes al grupo de
bacterias acido lacticas (BAL), que en su mayoria componen la matrices lacteas como el

yogur.

Dado que los BAL homofermentativas producen mas 4cido a partir de una cantidad fija
de fructosa que las heterofermentativas, se puede establecer una diferencia de pH mediante
el cambio de color del medio, de azul a verde (durante el crecimiento de bacterias
homofermentativas). Es asi, como las especies son reconocibles por los diferentes colores,
como fue observado por McDonald 1987 (Mcdonald et al., 1987), y por la forma, apariencia
y tamafio de las colonias. Camaschella et. al 1998 (Camaschella et al., 1998) determino la
idoneidad del medio de agar HHD para la deteccion y la enumeracion especifica de S.
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thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus y bifidobacterias en la misma
placa.

Para el microorganismo probidtico L. acidophilus la diferenciacion respecto a los
cultivos iniciadores de una matriz compleja como el yogur se da facilmente (Ver tabla 10),
pues la morfologia es muy tipica del microorganismo, son colonias irregulares en forma de
coliflor de color verde salvia con el centro mas oscuro, son homofermentadores por lo que el
medio de cultivo vira a verde, y en el estereoscopio se observa un brillo metalico propio de
dicha cepa. Lo que facilita la correcta identificacion y recuento del probidtico, independiente
de la experticia de las analistas que procesen las muestras, favoreciendo un adecuado reporte
de las cantidades recuperadas del microorganismo en el yogur. Segin la Guia de
aseguramiento de la calidad, valoracion de medios de cultivo y validacion microbiologica
cualitativa para los laboratorios de microbiologia de alimentos del INVIMA (Ana Isabel
Muiioz Cajiao, 2011), la productividad de un medio de cultivo debe ser mayor o igual a 3.5
en las pruebas ecométricas (indice de productividad ICA), en este ensayo, del 95,7% de las
cepas que crecieron en el agar HHD, el 73,3% (33 cepas) presentd una buena productividad
y el 26,7% (12 cepas) presentd un ICA inferior a 3.5, las cepas fueron en su mayoria
pertenecientes a los géneros de Enterocococcus 'y Lactococcus.

Al ser el yogur una matriz compleja se sembraron cepas que pueden estar de manera
natural en el producto, como las bacterias acido lacticas de Streptococcus spp. y otros
Lactobacilos, también cepas contaminantes del grupo de los Coliformes como Enterobacter
aerogenes y E. coli, hongos como la levadura C. albicans. Todas éstas crecieron en el medio,
pero se diferencian del probidtico con facilidad, lo que favorece la identificacion de una
posible contaminacion en la matriz, y evitando que de esta forma salga un producto sin las
condiciones adecuadas de calidad e inocuidad. Como el yogur Colanta® puede tener otro
tipo de probidticos del género Bifidobacterium spp. se sembro6 la cepa de Bifidobacterium
breve ATCC15700, la cual presenté una morfologia macroscopica de colonias puntiformes
elevadas, con forma de gota de agua y bordes definidos, ademas al ser una cepa
heterofermentativa el medio de cultivo HHD permanece azul, por lo que su diferenciacion
del también probidtico L. acidophilus se da de manera rapida y confiable (Camaschella et al.,
1998). Esto es un punto importante cuando se trata de negociaciones especiales con clientes
que solicitan pliegos especificos que requieran algin probidtico puntual, identificando a
tiempo el microorganismo adicionado en el producto terminado, y evitando perder clientes
por la adicién incorrecta de los probiodticos, o por no tener las herramientas necesarias para
diferenciar estos dos probioticos con un mismo método. De esta forma, se facilita la
diferenciacion y se comprueba la pureza de las colonias, y al realizar pruebas bioquimicas se
comprueba lo que se observa macroscopicamente.

En cuanto al pardmetro de precision del método expresado en repetibilidad y precision
intermedia, se determin6 que el método de recuento en placa para probiodticos en agar HHD
es preciso, ya que los resultados de S, (desviacion estandar de repetibilidad) son menores que
el Sk (desviacion estandar de precision intermedia) (ver tabla 11), y éstos no deben superar
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la especificacion de la USP del 15% y se tiene que la desviacion estandar de repetibilidad y
reproducibilidad son en promedio de 4% cumpliendo con la especificacion. Los valores
obtenidos para este atributo, son comparables con otras validaciones (Abdelaziz et al., 2012;
Biesta-Peters, Jongenburger, de Boer, & Jacobs-Reitsma, 2018; Cazedey & Salgado, 2011;
Christ et al., 2015; de Benito et al., 2018; Fiorentino et al., 2013; Kogawa et al., 2012; Lemos
et al., n.d.; Lowther et al., 2018; Manfio et al., 2013; Ortega Gonzalez et al., 2013; Tanaka et
al., 2010; Tuomela et al., 2005), lo que confirma la capacidad del método para determinar la
concentracion de L. acidophilus La3 en yogur con precision, independiente del analista que
ejecute el método. La precision del método estd dada en coeficiente de variacion (ver tabla
12), la cual esta en el rango establecido en la USP de 2007 que es <15% en el rango alto y
<35% en el rango bajo, por lo tanto el método es preciso.

En cuanto al andlisis estadistico, el analisis de varianza de un factor permite comparar
varios grupos en una variable cuantitativa. En este caso, la variable categorica o factor que
define los grupos que se desean comparar se ve representada por el analista que realiz6 la
siembra, mientras que la variable cuantitativa o dependiente que permite comparar los grupos
esta definida por la concentracion del probidtico a evaluar.

Se trabajo las concentraciones del probidtico separadas, en carga alta (10°UFC/mL)
media (10°UFC/mL) y baja (10’UFC/mL), sobre 3 analistas de manera independiente, cada
analista hacia referencia a condiciones diferentes pero la misma matriz. A su vez, cada grupo
estaba compuesto por un total de 30 muestras. De esta manera, se puede observar en las tablas
ANOVA (Tablas 13, 14 y 15), los valores obtenidos por medio de la herramienta de analisis
de datos de Excel.

El valor calculado para F en todos los casos presentados es menor que el valor critico
de F (Tablas 13, 14 y 15) por lo que finalmente, se da por hecho que la varianza de la carga
del probiotico L. acidophilus en muestras de yogur no presenta diferencias estadisticamente
significativas entre analistas, garantizando resultados confiables del recuento de probioticos
independientemente del analista que procese las muestras.

Finalmente, la ISO 19036:2006 Microbiology of food and animal feeding stuffs-
Guidelines for the estimation of measurement uncertainty for quantitative determinations
(Specification, 2006) contempla estimar la incertidumbre con los datos de reproducibilidad,
lo unico que no se contempla es el sesgo, por lo que se multiplica por el factor (k) de 2 para
contemplar la variable que no se tiene en cuenta, por lo cual se expande con un 95% de
confianza. El enfoque global puede considerarse como un sistema de "caja negra", como se
ilustra en la Figura 3, donde se identificaron las principales fuentes de incertidumbre del
método de recuento en placa en agar HHD. Dicho diagrama puede ser util para identificar las
fuentes de incertidumbre que estan cubiertas o no por el protocolo experimental elegido. El
sesgo segun esta ISO, no se tiene en cuenta en la estimacion de la incertidumbre, dada la
naturaleza empirica de las enumeraciones microbianas. En otras palabras, el procedimiento
analitico determina directamente el resultado de la medicion, por ejemplo, el niimero de
unidades formadoras de colonias por unidad de muestra. Por lo tanto, en la practica no es
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posible determinar un valor verdadero, que se requiere para determinar el sesgo. Incluso
cuando se utilizan materiales de referencia certificados o valores derivados de ensayos
interlaboratorios, s6lo se puede evaluar una parte del sesgo total (Specification, 2006). La
incertidumbre en las mediciones es una indicacion cuantitativa de la variabilidad analitica de
los resultados. Consensos internacionales apoyan el uso de los datos de reproducibilidad y
repetibilidad en la evaluacién de la incertidumbre en la microbiologia de los alimentos
(Ortega Gonzélez et al., 2013), y en la investigacion realizada por Hutchison et. al 2006
(HUTCHISON, WALTERS, MEAD, HOWELL, & ALLEN, 2006) determina la
incertidumbre so6lo de la precision. Por las condiciones de siembra del ensayo, la
incertidumbre de las tres analistas se agrupd, por lo que la desviacion estandar de la precision
intermedia o incertidumbre combinada fue de 0.05 logl0 y la incertidumbre expandida fue
de 0.106 log10 (Ver tabla 17). De acuerdo a los resultados obtenidos en la estimacion de la
incertidumbre del método de recuento en placa agar HHD de Lactobacillus acidophilus La3
en yogur, la incertidumbre expandida del método es de £1UFC/mL o g. Un ejemplo de la
expresion de esta incertidumbre asociada al método seria 9x10%/UFCmL + 1 UFC/mL de L.
acidophilus La3. La incertidumbre del método serd reportada en el informe de ensayo
unicamente por solicitud expresa del cliente.

La desviacion estandar de repetibilidad fue de 0.03 logl0. Esta es menor que la
incertidumbre combinada, lo que permite afirmar que el método es preciso. Desde el punto
de vista microbioldgico las diferencias no superan el 0.3 log10, lo que no representa variacion
en el método.

Los resultados obtenidos en esta validacion cumplen con los criterios normativos
establecidos, una explicacion para ello puede estar relacionada con el uso de procedimientos
estandarizados que se ejecutan en todos los laboratorio de Colanta®, la experticia de las
analistas que llevaron a cabo el método, evidenciada por las pruebas de rutina r y R
(repetibilidad y reproducibilidad) con ensayos de aptitud a nivel internacional (LGC
Standards, es una division del grupo LGC “Instituto Nacional de Reino Unido”, para
mediciones quimicas y bioanaliticas y un lider internacional en servicios de laboratorio,
estandares de medicion, materiales de referencia, gendmica y mercados de pruebas de
competencia www.lgcstandards.com), donde se comparan métodos y analistas de todo el
mundo con matrices puntuales dependiendo del sector (Alimentos y bebidas, farmacéutico,
ambiental, clinica y forense, entre otros); también el uso de equipos de punta en los
laboratorio y el aseguramiento metrologico de los mismos, entre muchas otras razones.

De esta manera con la validacion del método realizada en esta investigacion, le da la
confianza a la Cooperativa Colanta® de liberar productos con resultados confiables, precisos
y veraces de probioticos en yogur, con las cantidades adecuadas, verificando la dosis minima
de 1x10UFC/mL o g de probidticos en el producto y suministrandole a los consumidores la
concentracion declarado en la etiqueta.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e Los resultados obtenidos en la validacion del recuento en placa agar HHD de UFC
(unidades formadoras de colonia) de bacterias probioticas de Lactobacillus acidophilus La3
cumple con los pardmetros de validacion extraidos de las diferentes especificaciones
normativas, y tras la evaluacion estadistica de los resultados demostr6 que el método analitico
es diferencial, genera una respuesta lineal, y la precision y exactitud cumplen con los
estandares microbioldgicos. Por lo tanto el método puede ser empleado como método de
analisis de rutina para la cuantificacion de dicho microorganismo en el yogur
semidescremado.

¢ En esta investigacion se encontr6 que el método de recuento en placa agar HHD tiene
una incertidumbre combinada de 0.05 logl10 y una incertidumbre expandida de 0.106 log10
con un 95% de confianza, por lo cual al momento de la evaluacion de la incertidumbre en el
ensayo se debe aplicar al resultado para verificar el cumplimiento del resolucion que regula
dicho recuento.

eLos resultados obtenidos en la precision y exactitud son comprobados
estadisticamente y se determinan que cumplen, por lo cual estos pueden usados como
especificaciones en el control de calidad del ensayo implementado de rutina.

e Se evidencia que el método analitico para recuento en placa agar HHD de UFC
(unidades formadoras de colonia) de bacterias probioticas de Lactobacillus acidophilus La3
en yogur semidescremado tiene mejor desempefio que el método de referencia de agar MRS
para esta matriz puesto que permite en la misma placa una clara diferenciacion macroscopica
del probiotico respecto a la microbiota acompanante, ademas cumple con su uso previsto de
acuerdo a los criterios de aceptabilidad establecidos y se confirman las especificaciones del
desempefio, garantizando que no existen errores estadisticamente significativos.

e De este trabajo, surge la necesidad de evaluar la capacidad probidtica de las cepas
adicionadas al yogur Colanta®, si bien el proveedor SACCO-CSL envia cada lote con su
respectivo certificado de calidad, es importante que la Cooperativa corrobore dicha
informacion para darle un soporte mas confiable a los consumidores sobre el beneficio
esperado al consumir diariamente un microorganismo probiotico del yogur Colanta®.

e [gualmente, realizar la validacion del método de recuento en placa en agar HHD con
el probidtico Bifidobacterium spp.
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ANEXOS

ANEXO 1. Ficha técnica cultivo LACID (Lactobacillus acidophilus 1.a3)
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ANEXO 2. Trazabilidad metrolégica de equipos utilizados para la validacion
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Equipo Certificado
Estufa de incubacion (Memmert) 4385 M
Pipeta ~ Piccus  (02L05300200-45) 3662 M.V

(Sartorius)

Pipeta  Piccus (02L.05300200-55)
(Sartorius)

CCLEC-ASIU-3013

Balanza Analitica (Toledo)

9989 M

Termohigrometro

CFT2600EGO

Autoclave horizontal (Centricol)

3807-170816 POI

Dilumat Expert (AES™)

10644774




Certificado 4385 M: Estufa de incubacion (Memmert)

METROLOGIC COLOMBIA S.A.S.
Certbzz;z:ca(fo de Calibracion

Laboratorio de Temperatura

ISO/IEC 17025:2005
10-LAC-050

CERTIFICADO DE CALIBRACION N° 4385 M
Pégina 1 de 4

SOLICITANTE : COOPERATIVA COLANTA
DIRECCION AVENIDA 49 N* 43 - 282 BARRIO MIRA FLORES SAN PENDRO DE LOS MILAGROS
INSTRUMENTO ESTUFA

FABRICANTE : MEMMERT

MODELO : UE 600

NUMERO DE SERIE €602.0053

copIGo 0007059

RANGO DE CALIBRACION 35°C

RANGO DE MEDICION Max 220 °C

RESOLUCION Bind, °C

FECHA DE RECEPCION 2017-10-26

FECHA DE CALIBRACION. 1 2017-10-26

SITIO DE CALIBRACION : LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

1. METODO DE CALIBRACION
Para la calibracién se pled el método de comparacion directa con un patron de referencia.
Se toma como referencia el procedimiento DKD-R 5-7 "Calibration of Climatic Chambers" edicién 02/2009.

2 INCERTIDUMBRE DE MEDICION

I, por el factor de cobertura k = 2, con el

La i 1 se ha

cual se lograun nivel de conflanza de aproximadamente 95%.

La 1 de fue. de los de ic de medida: del patrén de referencia, del
nto de. b , de la del de prueba, de la yla del medio )

La mbre indicada no incluye una de a largo plazo. v

3. TRAZABILIDAD
El cuales son trazables al Sistema

nta la alos 5. utili en estas , los
Internacional de Unidades (SI) y Ia escala internacional de temperatura de 1990, ITS-90 a través del NIST
E1 usuario estd obligado a calibrar el instrimento a intervalos apropiados.

FIRMAS AUTORIZADAS:

. Lty Mo

w7 .
Ing. Jhon Harvey Munioz

Tec. Julidn Felipe Mora
Calibrado por: Autorizado por:
Este 72 expresa el de las No podré ser reproducido total o
parcialmente, excepto cuando se hayan obtenido previamente permiso por escrito del laboratorio que lo emite.
Los en el i se refieren al v en que se realizarén las

mediciones. El laboratorio que lo emite no se hace responsable de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado de los

Instrumentos callbrados.
RGM Lab 03 A/ aprobado 2017-06-10

CALI: Carrera 32A # 10A - 97 B/ Colseguros - Cel.: 321 701 54 20 - TELEFAX: 334 1111 - email: cali@metrologiccolombia.com
MEDELLIN: Calle 60 Sur # 44 - 51 Sabaneta - Antioquia - Cel.: 321 701 54 18 - email: medellin@metrologiccolombia.com
www.metrologiccolombia.com

89



90

METROLOGIC COLOMBIA S.A.S.

Certificado de Calibracion

Labératorio de Temperatura

e

ACREDITADO

ISO/IEC 17025:2005

o 10-LAC-050
CERTIFICADO DE CALIBRACION N° 4385 M
Pagina2de 4

4. CONDICIONES AMBIENTALES
Las condiciones ambi durante la calibracién del instr

fueron:
Temperatura Inicial : 20,5°C + 026°C Temperatura Final : 208 °C + 026°C
Humedad relativa Inicial : 599%hr + 14%hr Humedad relativa Final : 632%hr +14%hr
5 IDENTIFICACION DEL PATRON
Los patrones utilizados en la calibracién fueron;
S _'DESCRIPCION | CERTIFICADO NS _ /CALIBRADOPOR =
3440 M- N° 3441 M- N°
3442 M- N° 3443 M - N°
TERMOPAR TIPO K EN INDICADOR DIGITAL 3444 M - N®3445 M - N° METROLOGIC COLOMBIA
S 3446 M - N° 3447 M - N°
3448 M

6. RESULTADOS DE LA CALIBRACION
Los resultados de calibracion indican el valor prome

l dio del patrén, indicacion del instrumento de prueba, la correccion aplicada a la
temperatura evaluada y]g'lncelﬁdumbm de medicién,

6.1 TABLADE RESULTADOS

| Temp 6n promedio patron | Indicacién promedio prugba
! _nominal °C °C 3 9L Incertidumbre °C
35 | & 33,2 35 + 0,84
NOTA: Temperatura corregida = Temperatura indicada + L.arrecl:lén a la indicacién
c/
Volumen interno aproximado] . . i
(Volumen Util); @4 Ltros Bs E 50 c©m
Altura Interna 65 cm
Ancho Interno 80 cm —
Profundidad 45 cm G H
F I
t t 35 cm

!
Separacion de los & oty 70 cm Separacién entre
sensores a la pared los sensores

CALLI: Carrera 32A # 10A- 97 B/ Colseguros - Cel.: 321 701 54 20 - TELEFAX: 334 1111 - emalil: cali
MEDELLIN: Calle 60 Sur # 44 - 51 Sabaneta -Antioquia - Cel.: 321 701 54 18 - email: medell
www.metrologiccolombia.com

@metrologiccolombia.com
in@metrologiccolombia.com
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METROLOGIC COLOMBIA S.A.S.
Certg'ﬁcac{o de Calibracion

Labdratorio de Temperatura

[KCH
ACREDITADO

RN M AR %
AT 2 AT

T
\ ISO/IEC 17025:2005

10-LAC-050

CERTIFICADO DE CALIBRACION N° 4385 M
Péagina 3 de 4

6.2 RESULTADOS DE PRUEBA DE UNIFORMIDAD Y ESTABILIDAD A 35 °C

Temp Pos ref PosB PosC Pos D PosE Pos F Pos G Pos H Pos|
N°3440 M | N° 3441 M | N° 3442 M | N° 3443 M | N° 3444 M N*3445M [ N“3446 M | N° 3447 M | N° 3448 M
°c °C °C °C °C °C °C °C °C °c
35 33,2 33,3 33,5 33,3 335 334 338 335 33,5
Diferencia (°C) 0,1 0,3 0,1 0,3 02 04 0,3 03
Diferencia maxima 0,40 °C

La uniformidad se determina como: Uni < Max (Pos ref - Pos X), siendo la Pas X, las posiciones de la Pos B a Pos |.

P i Estabilidad a 35 °C AR,
Temperatura | Tiel Patrén Prueba Tiempo i/} n Prueba
evaluada | i g °C min | eg, °C
il 332 35 16 33.2 35
2 332 35 17 332 35
3 332 35 18 332 35
4 332 35 19 332 35
5 332 35 20 33,1 35
6 332 35 21 332 35
7 33,1 35 22 332 35
35 8 332 35 23 332 35
% 0 332 35 24 332 35
& 10 332 35 .25 33,2077 35
8 11 332 35 =0y 33250 38
©12 33,2 35, el 27 332 35
13 332 35 28 33445 35
; 14 T 35 29 I 35
15 332 35 30 3317 38
X Min & | 931 35,0 Promedio | 3318 35,00
) Max W 332 35,0, Estabilid 008 o

La Estabilidad se determina como: Est s Max (Tp - Ti), siendo Ia P el promedio de las lecturas del patrén
y Ti las lecturas del patron desde el minuto 1 al minuto 30.

|

Estabilidad

} 35,2
| 35,0
‘ 34,8

g 346 ‘

344 | l
{

.I-nnl.l-lllI.l—l...n'--nlll-l-

“ E 34.2‘ % Lectura del Equipo
| gu,o’

r + Indlcacidn del ‘
| &33,6’ Paisdn |
I 334

| N2 | vev 000 seteioi son-ea R Sy

i U — X > ey '
|

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

|

CALI: Carrera 32A # 10A - 97 B/ Colseguros - Cel.: 321 701 54 20 - TELEFAX: 334 1111 - email: cali@metrologiccolombia.com
MEDELLIN: Calle 60 Sur # 44 - 51 Sabaneta - Antioquia - Cel.: 321 701 54 18 - email: medellin@metrologiccolombia.com
www.metrologiccolombia.com
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METROLOGIC COLOMBIA S.A.S.
Certog'ﬁcac[o de Calibracion

&

Labdratorio de Temperatura (‘ \ AcrEDITADO
P

10-LAC-050
CERTIFICADO DE CALIBRACION N° 4385 M
Pagina4 de 4

7. OBSERVACIONES

1. La estampilla de calibracién fue adherida al instrumento.

2. Al valor indicado por el instrumento se le suma el factor de correccién para obtener la
temperatura verdadera.

3. El equipo no cuenta con sistema de recirculacion forzada.

4. La calibraci6n se raliz6 bajo el método A, sin carga.

FECHA DE EXPEDICION 7 2017-10-27
FM LAB T02 Revisién N° 10 / aprobado 2017-06-10

FIN DEL CERTIFICADO

CALL: Carrera 32A # 10A- 97 B/ Colseguros - Cel.: 321 701 54 20 - TELEFAX: 334 1111 - email: cali@metrologiccolombia.com
MEDELLIN: Calle 60 Sur # 44 - 51 Sabaneta - Antioquia - Cel.: 321 701 54 18 - email: medellin@metrologiccolombia.com
www.metrologiccolombia.com




Certificado 3662 M.V: Pipeta Piccus (021.05300200-45) (Sartorius)

Certificado de Calibracion

Certificate of Calibration

«©

ACREDITADO

ONAC Nimero: 3662 M.V

1SO/IEC 17025:2005 Number
12-LAC-048

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA
Detecto de Colombia Ltda. Metrologic Lab.
AREA DE VOLUMEN
Volume Area

INSTRUMENTO PIPETA A PISTON
Instrument
FABRICANTE SARTORIUS
Manujacturer
MODELO PICUS
Model
NUMERO DE SERIE 16020089
Serial Number
RANGO DE MEDICION 50 pL a 1000 pL.
measuring range
SOLICITANTE COLANTA
Customer
DIRECCION DEL SOLICITANTE AVENIDA 49# 43 -282 SAN PEDRO
Customer address
FECHA RECEPCION INSTRUMENTO 2017-12-18
Instrument reception date
FECHA DE CALIBRACION 2017 -12 -20
Date of calibration
NUMERO DE PAGINAS DEL CERTIFICADO INCLUYENDO ANEXO0S Cuatro (4)
Number of pages of this certificate and documents attached
FIRMA(S) AUTORIZADA(S)
Authorized signature (s).
|
o Mar/ me
a ! ! R
fael David Martinez c'lfflggfndra
Calibrado por - Calibrated by: Revikado por - Cheghed

Este certificado expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. No podra ser reproducido total o parcialmente, excepto cuande se
haya obtenido previamente permiso por escrito del laboratorio que lo emite.

This certificate is an accurate report of the performed measurements. This certificate may not be totally or partially reproduced, except with the
written permission of the issuing laboratory.

Los resultados contenidos en ¢l presente certificado se refieren al momento y condiciones en que s lizaron las mediciones. El laboratorio
que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado de los instrumentos calibrados.

The results of this certificate refer to the time and litions when the (s were made. The issuing laboratory assumes no wesponsibility

Sfor damages resulting from improper use of the calibrated instruments.
Bogoté D.C. Calle 91 No. 49 A-24 B/. La Castellann PBX: 634 8182 Fax: 634 8173 E-mall: bogota@detectodecolombia.com

Cali Calle 5B4 No. 38-75 B/. San Fernando - PB 58 6060 Fux: 558 6161 E-muil: eali@detectodecolombia.com
Medellin Calle 60 Sur No. 44-51 Sabanetn - Antloquin PBX: 444 1490 E-mail: medellin@detectodecolombia.com

www.detectodecolombin.com
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ACREDITADO ISO/IEC 17025:2005 Namero:. 3662 MV
12-LAC-048 Pagina 2 de 4

l"AB()RAT()RI() DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA
Arca de Volumen

1. DESCRIPCION DEL INSTRUMENTO

OBJETO DE PRUEBA : PIPETA A PISTON

TIPO : MONOCANAL DE VOLUMEN VARIABLE
CODIGO : 0210530020045

CLASE : A

RESOLUCION : 1ul

SITIO DE LA CALIBRACION LABORATORIO DETECTO SEDE SABANETA

2. METODO DE CALIBRACION

Para la medicién del volumen del instrumento s utilizé el método gravimétrico.

El método gravimétrico consiste en determinar la masa del liquido que contiene el instrumento y dividirla por su
densidad. EL agua utilizada para la calibracién es des-ionizada grado 3 segin la norma ISO-3696 con una
temperatura de referencia a 20 °C.

To measure the volume of the instrument was used the gravimetric method.

The gravimetric method is to determine the mass of the liquid containing the instrument and divided by its density. Water used for calibration is des-

ionized grade 3 according 1o 1SO-3696 with a reference temperature of 20 °C.

3. CONDICIONES AMBIENTALES

PRESION ATMOSFERICA
Mio 8423 hPa - Max8428hPa| Min 20,7°C - Max 20.8°C
Nota: Los datos reportados son las condiciones maximas y minimas en el sitio y momento de la calibracién.

Note: Data reported are high and low environmental conditions at the site and time of calibration.

TEMPERATURA DEL AIRE HUMEDAD RELATIVA DEL AIRE
Min 69,3 % hr - Max 71,5 % hr

4. INCERTIDUMBRE DE MEDICION
La incertidumbre de medicién reportada se ha determinado multiplicando la incertidumbre estandar combinada por

el factor de cobertura k = 2 con el cual se logra un nivel de confianza de aproximadamente 95,45 %.
d by multiplying the bined dard uncertainty by the coverage factor k = 2 which is achieved

The measurement uncertainty reported is de
with a confidence level of approximately 95,45%.

La incertidumbre de medicién expandida fue calculada de los componentes de incertidumbre de medida del patrén
de referencia usado, del método de calibracién, de la densidad del agua, de la densidad del aire, temperatura del
agua, densidad de las pesas, coeficiente de expansién del material del instrumento.
La incertidumbre indicada no incluye una estimacion de variaciones a largo plazo.

The expanded measurement ur ty was calculated from the 7 of meas uncertainty of the reference standard used, method of
calibration, the density of water, alr density, water temperature, density of the weighs, exy i () ol of the i "3

The uncertainty shown does not include an estimate of long-term variations.




ACREDITADO ISO/AEC 17625:2005 ,
Namero: 3662 MV
17-LAC43 Pagina 3 de 4

I:AB()RATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA
Arca de Volumen

5. TRAZABILIDAD

El certificado de calibracién documenta la trazabilidad a los patrones nacionales, que realizan las unidades de
medida de acuerdo con el Sistema Internacional de Unidades (SI).
El usuario est4 obligado a calibrar el instrumento a intervalos apropiados.

The calibration certificate d nts the traceability to national standards, which perform the measurement units gives a
Svstem of Units (SI).
The user is required to calibrate the instrument at appropriate intervals.

ding to the Inter

5.1. IDENTIFICACION DEL PATRON DE CALIBRACION

FECHA DE
LIBRADO POR
PATRONES CODIGO CERTIFICADO CALIBRACION CA :
BALANZA BAL LAB 30 9584 M 2017-10-18 Detecto de Colombia
TERMOMETRO TER LAB 28 9150 C 2017-09-29 Metrologic Colombia

6. RESULTADOS DE CALIBRACION
En la tabla de resultados se expresa el volumen calculado, el error de medicion, la incertidumbre de medicién

obtenida durante la calibracion.
La calibracion se realiza tomando como referencia, la norma UNE-EN ISO 8655-6:2003.

7. TABLA DE RESULTADOS

Punto Vol Evaluado | Vol Calculado| Error Sisteméti Error Sistemético Incertidumbre
evaluado mL mL mL ul *ul
1 0,1 0,09870 -0,00130 -1,30 0,23
2 0.5 0,49972 -0,00028 -0,28 0,22
3 1 1,00147 0,00147 1,47 0,28
Punto Temperatura del | Densidad del agua | Error Aleatorio
evaluado Agua (°C) (g/cm’) uL
1 19,8 0,99825 0,28
2 19,8 0,99825 0,25
3 19,8 0,99825 0,34

95




96

/

ACREDITADO ISO/IEC 17025:2005

1 2-LAC'048

LABORATORIO DE METROLOGj
Area de Volumen

Namero: 3662 MV
Pagina 4 de 4
A DETECTO DE COLOMBIA LTDA

8. OBSERVACIONES

1. La estampilla de calibracién fue adherida al instrumento.

2. Los certificados de calibracién sin firmar no tienen validez,

3. Los resultados contenidos en el presente certificado se refieren al momento y condiciones en que se
realizaron las mediciones.

4. Las puntas utilizadas para la calibracion son genéricas marca brand, suministradas por el Laboratorio Detecto

FECHA DE EXPEDICION: 2017 -12 -20

Date of Issue

FIN DEL CERTIFICADO
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Certificado CCLEC-ASIU-3013: Pipeta Piccus (02L.05300200-55) (Sartorius)

. Clencia CERTIFICADO DE M <@
SIUSGigpca CALIBRACION DE MICROPIPETAS ONAGC
ANy COORDINACION PROCESO GESTION DE MANTENIMIENTO e e
GESTION DE SERVICIOS ADMINISTRATIVOS Ol T0a an
LABORATORIO DE EQUIPOS CIENTIFICOS - ADMINISTRACION SIU 12-LAC-010
CERTIFICADO No. [ CCLEC-ASIU-3013 CODIGO INTERNO DEL CLIENTE] 02L05300200-55
1. IDENTIFICACION DE LA MICROPIPETA
MARCA [sarToRIUS | MODELO[PICUS
No. DE SERIE I15004664 | RANGO DE MEDICION ()[ S0 a 1000
No. CANALES [ | RESOLUCION ()1

IIl. DATOS DEL USUARIO/CLIENTE

USUARIO/CLIENTE ICOLANTA

DIRECCION IAV. 49 #42-282

CIUDAD [san Pedro

FECHA DE RECEPCION |jueves, 20 de octubre de 2016

FECHA DE CALIBRACION Imiércoles, 26 de octubre de 2016

1ll. METODO DE CALIBRACION

El equipo fue calibrado por el método gravimétrico, el cual consiste en determinar la masa del agua grado Il a partir de la diferencia de la masa
del recipiente vacio y la masa del recipiente con agua; el control de la temperatura del agua, de la temperatura ambiente, la presién
atmosférica y la humedad relativa, para realizar la evaluacién del volumén a la temperatura de referencia. La densidad del agua grado Il se
conoce en funcién de la temperatura de la prueba. Esta calibracion estd basada en las normas ISO 8655-6:2002 e ISO 8655-6:2002,
Corrigendum 1:2008 y se encuentra establecida en el Procedimiento de Calibracion de Equipos de Medicion (P-GA-03)

IV. CONDICIONES AMBIENTALES

Los valores reportados son el promedio de las condiciones ambientales medidas al inicio y al final de la calibracion.

Humedad relativa
(%)

Temperatura
Q)

Presion atmosférica (hPa)

V. RESULTADOS DE CALIBRACION

CANAL No.:

Los resultados contenidos en la siguiente tabla son valores promedios obtenidos de diez (10) mediciones:

Volumen Error Sistematico | Error Aleatorio L Emr, Em", Incenidurr\l?re e
salsccionado Volume;\ :I:lcuhdo Cakilnds Calulado Snstem'é_lm Aleatorlo la mednc.mn

(w) (W) (ul) W) () )

Méximo 1000 998,53 -1,47 0,18 8,0 3.0 0,36

Medio 500 499,83 -0,17 0,29 8,0 3,0 0,28

Minimo 100 99,07 -0,93 0,19 8,0 30 0,19
| Resultado volumen méximo: 998,53 ul i 0,36 ul
| Resultado volumen medio: 499,83 pl + 0,28 ul
Resultado volumen minimo: 99,07 ul £ 0,19 pl

Laboratorio de Equipos Cientificos * lecsiu@udea.edu.co.
Direccién: Cra. 53 No. 61- 30 - Torre 1/ $2-13 = Tel. (574) 2196427 = Fax (574) 2191077

Codigo: F-GA-43, version: 12. www.udea.edu.co * NIT: 830980040-8 * Medellin - Colombia 1de3
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(; . cia CERTIFICADO DE ' @
s I “c 'l}glfma CALIBRACION DE MICROPIPETAS ASfea a2
DEANTIOQUIA COORDINACION PROCESO GESTION DE MANTENIMIENTO crammng aciona, ot
C GESTION DE SERVICIOS ADMINISTRATIVOS 1SO/IEC 17025:2005
LABORATORIO DE EQUIPOS CIENTIFICOS - ADMINISTRACION SIU 12-LAC-010
CERTIFICADO No. | CCLEC-ASIU-3013 | CODIGO INTERNO DEL CLIENTEl 02L05300200-55 |
Errores calculados vs. errores permitidos
10 2200

78

2 6

)

3 4

8 2

8 0 » . )

£ 2 <

g 4

G -

5 -8

1000 500 100
Volimenes medidos (pl)
¢ Error Sistematico Calculado... — E O Sit i { { Inferior

La incertidumbre expandida de la medicion se establece como la incertidumbre normalizada de la medicion multiplicada por el factor de
cobertura k=2, tal que la probabilidad de cobertura corresponde aproximadamente al 95%.

V1. INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

La estimacién de la incertidumbre se encuentra basada el 1SO/TR 20461:2000 e ISO/TR 20461:2000, Corrigendum 1:2008 y el Procedimiento
de Estimacion de la Incertidumbre de la Medicién en Calibracién de Equipos (P-GA-07); considerando las fuentes de incertidumbre debidas a
efectos aleatorios (repetibilidad de la prueba) y sistematicos (instrumento de pesaje, densidad del aire, temperatura del agua y el equipo a
calibrar).

VII. TRAZABILIDAD DE LAS MEDICIONES

. 7 " Fecha de

Equipo Serie No. Certificado Calibrado por alibracisn
(S:{r)\lmlcrobalanza €rAZesD 28204870 5765M|Detecto 12/03/2015
Ermometm digital 01 UT323 | 4 565740994 6070C| Metrologic 05/12/2015
I;rmémetro clgital 01,1325 1080740994 5953C|Metrologic 09/11/2015
Barémetro digital 90080-07 150086623 1081-6528743|Control Company 05/02/2015
Termohigrometro RH520A CH20398 2421(Metrologic 19/02/2015
Cronémetro digital 01 140071034 5046-5677324|Control Company 31/01/2014

El Laboratorio de Equipos Cientificos de la SIU garantiza la trazabilidad de sus patrones utilizados en estas mediciones a patrones
nacionales o internacionales.

Laboratorio de Equipos Cientificos * lecsiu@udea.edu.co.
Direccién: Cra. 53 No. 61 - 30 - Torre 1/ 52-13 » Tel. (574) 2196427 « Fax (574) 2191077
Cédigo: F-GA-43, versidn: 12. www.udea.edu.co * NIT: 890980040-8 * Medellin - Colombia

2de3
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CERTIFICADO DE @
CALIBRACION DE MICROPIPETAS a’ﬁ“"c"
e -'-'wm\ COORDINACION PROCESO GESTION DE MANTENIMIENTO CRSANIMS NaCKNAL OF
GESTION DE SERVICIOS ADMINISTRATIVOS ISO/IEC 17025:2005
LABORATORIO DE EQUIPOS CIENTIFICOS - ADMINISTRACION SIU 12-LAC-010
CERTIFICADO No. I CCLEC-ASIU-3013 CODIGO INTERNO DEL CLIENTE 02L05300200-55 J

Observaciones

Los certificados de calibracion sin firmar no tienen validez.

Al instrumento no se le realizo ajuste

Para la calibracion del equipo se emplearon puntas sin filtro.

Se debe tener en cuenta que los resultados de las mediciones que se realicen con esta micropipeta se pueden ver afectados por el error
sistematico y la incertidumbre de la medicion expandida.

Los resultados presentados en el presente certificado se refieren al momento y condiciones en que se realizaron las mediciones. El Laboratorio

de Equipos Cientificos de la SIU no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado de los equipos calibrados.

Los errores maximos permitidos declarados en el presente certificado fueron tomados de la Norma I1SO 8655-2:2002 e 1SO 8655-2:2002,

Corrigendum 1:2008 capitulo 7 "Requisitos Metroldgicos de Rendimiento", tabla 1 "Maxi errores permisibles para micropip monocanal
tipo Ay D1". Los méaximos errores permitidos para micropipetas multicanal seran el doble de los especificados en la tabla 1 para micropipetas
monocanal.

La calibracién del equipo se realiz6 en la sede del Laboratorio de Equipos Cientificos.

El usuario es responsable de determinar la aptitud de uso del equipo de acuerdo con la tolerancia especificada en su proceso asi como de
repetir la calibracion del equipo a intervalos apropiados.

Este certificado no podra ser reproducido parcialmente sin la aprobacion escrita del Laboratorio.

Via correo electronico recibira el documento "Buenas practicas de pipeteo" con el fin de garantizar un uso adecuado del equipo y disminuir los
errores en los volumenes dispensados.

En caso de requerir presentar al laboratorio una peticion, queja, reclamo, sugerencia, denuncia o felicitacion - PQRSDF, puede hacerlo en linea

a través del link: http://siuweb.udea.edu.co:8080/pars/.

LUIS FELIPE GONZALEZ BOTERO JUAN FELIPE GALLEGO SIERRA
Realizé el control gravimétrico: Aprobado por:
Luis Felipe Gonzélez Botero Juan Felipe Gallego Sierra
Auxiliar de Laboratorio de Metrologia Ingeniero de Equipos Cientificos

FIN DEL CERTIFICADO DE CALIBRACION

Laboratorio de Equipos Cientificos * lecsiu@udea.edu.co.
Direccién: Cra. 53 No. 61- 30 - Torre 1/ 52-13 = Tel. (574) 2196427 = Fax (574) 2191077
Cédigo: F-GA-43, version: 12. www.udea.edu.co * NIT: 890980040-8 » Medellin - Colombia
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Certificado 9989 M: Balanza Analitica (Toledo)

Certificado de Calibracion

Certificate of Calibration

e

ACREDITADO

mé‘_;: Nimero: = 9989 M

1SO/IEC 17025:2005 Number
12-LAC-048

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA
Detecto de Colombia Ltda. Metrology Lab.
AREA DE MASA
Mass Area

INSTRUMENTO BALANZA DIGITAL
Instrument

FABRICANTE METTLER TOLEDO
Manufacturer

MODELO PB3001-L

Model

NUMERO DE SERIE 1128411288

Serial Number

RANGO DE CALIBRACION 8 g a 1500 g
Calibrarion Range

SOLICITANTE COLANTA

Customer

DIRECCION DEL SOLICITANTE ~ AVENIDA 49 # 43-282 SAN PEDRO

Customer address

FECHA RECEPCION INSTRUMENTO 2018 -02-23

Instrument reception date

FECHA DE CALIBRACION 2018 -02-23

Calibration date

NUMERO DE PAGINAS DEL CERTIFICADO INCLUYENDO ANEXOS Seis (6)

Number of pages of this certificate and documents attached

FIRMA(S) AUTORIZADA(S)
Authorized signature (s)

;L ( nl"(L..)
stu Alenn ra llton Jair leu ]
rado por - (fal Revisado por - Checked by:

Este certificado expresa l'iclmcn(c ¢l resulrado de las mediciones realizadas. No podri ser reproducido rotal o parcialmente, excepro cuando se
haya obtenido previamente permiso por escrito del laboratorio que lo emite.

This certificate is an accurate report of the performed measurements. This certificate may not be totally or partially veproduced, except with the
written permission of the issuing laboratory.

Los resultados contenidos en el presente certificado se refieren al momenta y condiciones en que se realizaron las mediciones. El laboratorio
que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado de los instrumentos calibradas.

The results of this certificate refer to the time and conditions when the measurements were made. The issuing labi y no resj ibility
for d sudting from improper use of the calibrated instruments.

Bogoti D.C. Calle 91 No. 49 A-24 B/. La Castellana PBX: 634 8182 Fax: 634 8173 E-mail: bogota@d
Cali Calle 5B4 No. 38-75 B/. San Fernando - PBX: 558 6060 Fax: 558 6161 E-mail: cali@detectodecolombia.com
Medellin Calle 60 Sur No. 44-51 Sabaneta - Antioquia PBX: 444 1490 E-mail: medellin@detectodecolombia.com

www.detectod 1 bia.com

decolombia.com
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ACREDITADO ISO/IEC 17025:2005 Niamero: 9989 M
12-LAC-048 Pag. 2 de 6

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA

SITIO DE CALIBRACION: LABORATORIO MICROBIOLOGIA
CODIGO: 0001974

CARGA MAXIMA: 1500 g

CARGA MINIMA: Sg

RESOLUCION: 0lg

DESVIACION ESTANDAR: 0lg

DESVIACION LINEAL: N.L

TEMPERATURA DEL AIRE: 23,1 ¢

HUMEDAD RELATIVA DEL AIRE: 55,5 % hr

PRESION ATMOSFERICA: 761,4 hPa

1. PROCEDIMIENTO DE CALIBRACION

Para la calibracion se empled el método de comparacid di{ectaconlospatrm&sysesomeﬁé el instrumento a los ensayos
de calibracion de acuerdo a lo sefialado en el numeral 5, GUIA SIM MWG7/ ¢g-01/v.00:2009,

Las pruebas realizadas durante la calibracion son las siguientes: Repetibilidad (5.1), Error de indicacion (5.2),
Excentricidad de carga (5.3).

For calibration we used the method of direct comparison with the patterns and subjected to the tests the instrument
calibration procedure mentioned in paragraph 5, GUIA SIM MWG?7/ ¢g-01/v.00: 2009.
Tests conducted during calibration are: Repeatability (5.1), Error indication (5.2), Eccentricity of load (5.3).

2. TRAZABILIDAD

El certificado de calibracion documenta la trazabilidad a los patrones nacionales, que realizan las unidades de medida de
acuerdo con el Sistema Internacional de Unidades (SI).
El usuario esta obligado a calibrar el instr a intervalos apropiados.

This calibration certificate documents the traceability to national standards, which realice the units of measurement
according to the International System of Units (SI).
The user is obliged to have the object calibrated at appropriate intervals.
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ACREDITADO ISO/IEC 17025:2005 Nimero: 9989 M
12-LAC-048 Pag 3 de 6

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA

2.1 IDENTIFICACION DEL PATRON DE CALIBRACION

Para la operacion de calibracion se utilizaron pesas patron.
For operation of calibration standard weights were used.

PESAS PATRON CLASE: Fi
| CERTIFICADO N° | FECHA DE CA ‘CALIBRADO POR___
33561 C 2017-03-28 Laboratorio Detecto de Colombia Ltda.
3. RESULTADOS DE LA CALIBRACION
Excentricidad : Se evalua el para de desempeiio del instr
Repetibilidad + Se evalua el parametro de desempeiio del instrumento
Error de indicacién + Se evalua el parametro de trazabilidad del instrumento

3.1 EXCENTRICIDAD DE CARGA / LOAD ECCENTRICITY

Carga: 500 g

La prueba se realiz6 con una carga de 500 g y se encontr6 que el instrumento no presenta desviaciones respecto a la
indicacion 1.
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ACREDITADO ISO/IEC 17025:2005 Niimero. 9989 M
12-LAC-048 Pag. 4 de 6

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA

3.2 REPETIBILIDAD / REPEATABILITY

8000 | 12000 | 15000

1

2 800,0 1200,0 1500.0
3 800.0 12000 1500,0
4 800,0 1200,0 1500,0
5 800,0 1200,0 1500,0
6 00,0 1200,0 1500,0
a 800,0 1200,0 1500,0
8 00,0 1200,0 1500,0
9 00,0 1200,0 1500,0
10 800,0 1200,0 1500,0

0,00 0,00 0,00

La desviacion estandar corresponde a la repetibilidad del instrumento y el ensayo se realizo con cargas de 800 g, 1200 gy
1500 g.

3.3 ERROR DE INDICACION / ERROR INDICATION

s 5,0 0,00 5,0 0,00 0,10
150 150,0 0,00 150,0 0,00 0,10
300 300,0 0,00 300,0 0,00 0,10
450 450,0 0,00 450,0 0,00 0,10
600 600,0 0,00 600,0 0,00 0,10
750 750,0 0,00 750,0 0,00 0,10
900 900,0 0,00 900,0 0,00 0,10
1050 1050,0 0,00 1050,0 0,00 0,10
1200 1200,0 0,00 1200,0 0,00 0,10
1350 1350,0 0,00 1350,0 0,00 0,10
1500 1500,0 0,00 1500,0 0,00 0,10




ACREDITADO ISO/IEC 17025:2005 Nimero. 9989 M
12-LAC-048 Pag 5 de 6

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA

3.3.1 GRAFICA ERROR DE INDICACION / GRAPHICS ERROR INDICATION

Error de indicacion
02
0.1
g 00§ A
130 3 1
o
0,1 1 1 1
|
|
02 4
BCraciente ©Dacreciente
Valores de masa (g)

El instrumento no presenté desviaciones en la prueba de errores de indicacion.

4. INCERTIDUMBRE DE MEDICION / MEASUREMENT UNCERTAINTY

La incertidumbre que se reporta s una funcion del valor a pesar con un factor de cobertura de k =2, con el cual se logra
un nivel de confianza de aproximadamente 95,45 %.

La incertidumbre fue evaluad do como ref ia el numeral 7.1-7.3 de la GUIA SIM MWG7/ cg-01/v.00:2009.

The uncerwinty reported is a function of value despite a coverage factor k = 2, which is achieved with a confidence level
of approximately 95,45 %.

Uncertainty was assessed by reference numeral 7.1 - 7.3 of the SIM GUIDE MWG?7/ cg-01/v.00:2009.

La incertidumbre de medicion fue calculada teniendo en cuenta f: como la desviacio d icidad de
carga, resolucion del instr incertidumbre de medida del patron de referencia usado, correccion por empuje del aire,

correccion por deriva del patrén,

1

La incertidumbre i no ye una estimacion de variaci a largo plazo.

104
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ACREDITADO ISO/IEC 17025:2005 Nimero: 9989 M
12-LAC-048 Pag 6 de 6

LABORATORIO DE METROLOGIA DETECTO DE COLOMBIA LTDA

The measurement uncertainty was calcwlated taking into accownt factors such as standard deviation, eccentricity of load,
scale division of the instrument, measurement uncertainty of the reference standard used, air buoyancy correction,
correction for drift of the pattern.

The uncertainty shown does not include an estimate of long-term variations.

U(!,p) = UO + bi R

Ugspy 0,10 + 1,1E-08 R
Incertidumbre expandida en gramos.
R - Valor del objeto a pesar en gramos.

5. OBSERVACIONES / COMMENTS
1. Laestampilla de calibracion fue adherida al instrumento de medicion.

2. Alinstrumento no se le realiz6 ajuste.

FECHA DE EXPEDICION 2018 -02 -26
Date of Issue

FIN DEL CERTIFICADO
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Certificado: 3807-170816 POI: Autoclave horizontal (Centricol)

- Pag. 1de2l
T &
=0Senr
Confiabilidad a su alcance Nro. Ensayo: 3807-170816 POI

CALIFICACION
Esterilizadores con Calor Homedo

Protocolo de operacion: Distribucion de calor a 121°C

1.Realizo: Zoser 5.A.8 Tel 235-21-05, Cra. 59 # 23-25 Medellin — Ant.

2. Solicito: Empresa: Colanta San Pedro
Ubicacién: Ptanta lactecs — Microbiologia
Responsable: William E. Jaramillo Londofic
3. Equipo: Autoclave.
Marca: Centricol
Modelo: MNIA
Nro. Serie: NIA
Codigo interno: 770212900147932
4, Fechas: Calificacion: Agosto 17 de 2016
Recalificacion: Agosto 17 de 2017

5. Aclaraciones:

Zpser garantiza que mantiene la trazabilidad de los patrones usados en la validacion, la cual esta cerfificada
por MADGETECH (NIST traceable) en los certificados adjumtos en el anexo 1.

Laos procedimientos, conceptos y definiciones estan documentados en-

(a) “Process Validation: Terminal Sterilization Proceses for Phormaceutical Producis™, Guide — 0074.
Health Products and Foed Branch Inspectorate (HPFBI), Health Canada. nov 2006.

(b} “Guidance Netes on Validation of Terminal Meist Heat Sterilization”, Guide MOA-011-004. Health
Sciences Authonty (HAS). Sep 2004

Que son adaptaciones actualizadas de la PDA 10 y la EN 285 y 1a ISO 170235.

El contemdo de este informe no podra ser reproducido parcial ni totalmente sin autorizacion por escrito del
solicitante v Zoser.

Aceptacion del solicitante:

MNombre Fecha
Prueba realizada por Ing. John J. Jiménez 17/08/2016
Fecha

Resultado revisado por:  Ing John F. Bustamante ~[ohn {"'"‘J)’ & 17/08/2016
Firma Fecha

Protocolo: P-016-FO1 Version: 01F
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Confiabilidad a su alcance Nro. Ensayo: 3807-170816 POI
PROTOCOLO CALIFICACION OPERACION AUTOCLAVE:
DISTRIBUCION DE CALOR

1. PROPOSITO

Conducir un estudio de distribucion de calor, midiendo la temperatura en varios puntos, para verificar gue el
calor es uniforme en la camara vacia. Bl estudio se ejecuta para garantizar que el equipo cumple con las
especificaciones del fabricante, las definidas por el usuario del eguipo, o los chterios fijados por organismos
intemacionales; con el fin de certificar gue las condiciones de operacion del equipo son congistentes.

El protocolo de operacion consta de tres actividades, que =e realizan simultane amente:
* Andlisis de distribucion de calor.
s Calificacion del control.
» Calificacion de sensores.

Se realizan en itres ciclos sucesivos de esterlizacion, para garantizar la estabilidad de operacion de la
autoclave.

2. DESCRIPCION DE LOS INSTRUMENTOS USADO PARA LA VALIDACION.

Para la vahidacion se utilizan recolectores digitales de daios, compuestos por una sonds auidnoma para
medir temperatura v un programa de computador para procesar los datos, tabutados y graficamente.

La sonda la conforman un sensor de temperatura y un microprocesador con las siguientes especificaciones:

|Descripcidn: | Recolector de Temperatura
Marca: Madgstech
|Modeio: HiTemp140
|Unidades: | [
|Resalucién: 0,01°C
Memoria: 32767
|Rango de lectura | -40°C | + 150°C
Tipo de Sensor 100 Ohms Platinium RTD
Cantidad de recolectores &
utifizados
Puntos de referencia de 5
0°C 1 48,6°C/ 148 °C

e u]dehmnporealomresohmmndelsegnndm a 12 horas,

mmma no volatil
|Trazabitidad | NLST.

Los certificados de calibracion estin en el anexol.

Protocolo: P-016-FO1 Version: 01F
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Confiabilidad a su alcance

5. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS
5.1 CONDICIONES DE LA VALIDACION

Presion atmosférica 85kPa (12.34 P

Temperaturas: inicial
Humedad relativa: inicial
5.2 ESTUDIO DE DISTRIBUCION

Sl
24°¢C
49 %

Temperatura de esterilizacion programada:

Tiempe de esterilizacion:
Presion de operacidn:

Pig. 7de21

Nro. Ensayo: 3807-170816 POI

final 24°C
final 49 %
121°C

15 min

16 a 20 PSig

Tabla 1. Ciclos realizados ¥ recolectores utilizados.

Hora Recolectores [+)
Gdo Feche — = e T T raans Pt | o | P
P790S0 PSO601 PT305L1 PR4EDS [ PR470L
1 1702016 | 234302 m | 100930 m —
2 17/08,2015 | 1032002 m. | 10:49:002 m. “‘;m" Faea, ik it i pea
3 17/08/2016 | 11-19:002 m. | 1134002 m. FJHEEG:D Lt Ll Raii e alitl
{")Los certificados de calibracion estan en el anexot.

= Recolector préximo al sensor de temperatura de la autoclave.

UBICACION DELOS SENSORES

La ubicacion de los recolectores usados en la validacion se presenta en la fig 1.

Figura 1. Uhicacion de los sensores patron.

Protocole: P-016-FO1

Version: 01F

108
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Pag. 8 de 21
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Confiabilidad a su alcance Nro. Ensayo: 3807-170816 POL

521 Calificacion de la distribucion de calor
Los datos capturados con los recolectores utilizados en los tres ciclos estan en el registro digital adjunto al
informe. Las graficas de los fres ciclos estan en el anexo 3.

Las temperaturas media (Thee), Minima (T} ¥ Méaxima (T..,) promediada de cada recolector en cada ciclo
estan consignadas en la tabla 2

Tabla I, Distribucion de temperaturas en la camara vacia.

CICLO Tmed Tmin Tmax dif min dif max
1 120.54 12017 120,86 0.37 042
2 120.74 120,28 121,18 035 042
3 120,82 120,28 121,25 044 043
(=) Tmed - Toun
{+} Tmmax - Tmed

Las diferencias de temperatura estan dentro del rango de valores permitides; por lo tanto la autoclave
evaluada cumple con el criterio de distribucion de calor.

5.2.1 Calificacion del controlador
Tabla 3. Calibracion dinamica del controlador de temperatura.

CICLO Tcontrol Tmed Tmin Tmax dif min dif man Cumple
1 121°C 12045 12017 120,60 0.83 -0,31
2 121°C 120,87 12040 120,88 0,860 0.1
3 129°C 120,74 120,38 120,84 0,862 -0,08
(-} Teontrol- Toun
(+} Tmax- Teontrel

La diferencia de temperatura entre el valor programado en el control y la indicada por los recolectores son
aceplables. (Se toma como referencia de control el recolector 1)

Tabla 4. Calibracion dinamica del temporizador.

Ciclo Tiempo [minutos] Desviacion Cumpile
Programa | | medido '’ (%) {si/na)
1 15 15 o i
2 15 15 o Si
3 15 15 a S5i

() Tiempo del recalector pracame al sensor

(#) Obtenida del mdicador o regstre del equpe
La desviacion enire el iempo programado en el control v el indicado por los recolectores (patron) son
aceptables.

Los valores de temperatura y tiempo media estan dentro del rango de valores pemitidos; por lo tanto la
autoclave evaluada cumple con el criterio de calificacion del control.

Protecele: P-016-FO1 Version: 01F
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6. CONCLUSIONES

Las diferencias de temperatura en distintos puntos de la camara vacia, obtenidas durante el estudio de
distribucion de calor cumplen o estan dentro del rango permitido.

Asimizmo, el control y los sensores dieron lecturas que estan dentro de los rangos permitidos, en los tres
ciclos sucesives de prusha.

Paor estas dos razones, la autoclave evaluada cumple el protocolo de validacidn de operacion.
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ANEXOS
ANEXO 1: CERTIFICADOS DE CALIERACION DE LOS RECOLECTORES DE DATOS

s’;ﬁ’e Marca | Modelo Descripcion | Calibracién | Revisidn

P79090 |MadgeTech | HiTempidp | Recolector de datos | 5y 49 5015 | 21.09.2016

P50601 | MadgeTech | HiTempidp | Fecolectorde datos | 7 49 3915 | 07.00.2016

P79091 |MadgeTech | HiTempido | Recolector de datos | 5y 49 3915 | 21002016

P94695 | MadgeTech | HiTempido | Recolectorde datos | g9 052016 | 09.05.2017

P94698 | MadgeTech | HiTempldg | Recolector de datos | g 453916 | 09.05.2017

P94701 |MadgeTech | HiTemp140 Rﬂggm““‘"‘dﬁm 09-05-2016 | 09-05-2017

Protocolo: P-016-F01 Version: 01F
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SERVICE REPORT: 10644774

ORDEN DE COMPRA:

TIPO: 008 PREVENTIVE

MAINTENANCE BIOMERIEUX .
Pagina 1 of 1
Sistema: SYS-DILUMAT EVO Direccion
Numero: 731318 COOPERATIVA COLANTA LTDA
b SUMINISTROS
Equipo: IlUW\d AV 49 43 282
Numero: 05664 SAN PEDRO
Nimero de Serie: 003F¥CT CO COLOMBIA
Tipo de Acuerdo: GARANTIA-DILUMAT Vendido A: 1052307
N Contrato: 450156921 Enviado A: 2051129
F. Vencimiento: 31-DIC-2016
Contacto:
' Fecha de Envio:  07-SEP-2017 Telefono:
F. Arribo/Hora: 12-SEP-2017
F. Finalizacion/Hr: 12-SEP-2017 14:24:07

Causa reportada:
Accion Tomada:

MAINT PREV 2017 - 2018

12.09.2017 19:22:56 UTC David BETANCUR (90016125)
MANTENIMIENTO PREVENTIVO ANUAL
SERIAL INSTRUMENTO 10037867

REVISION EQUIPO, LIMPIEZAYY DESCONTAMINACION GENERAL, VERIFICACION CABEZAL
BOMBAS PERISTALTICAS, BRAZO, DISPLAY, CABLEADO INTERNO-EXTERNO, CHEQUEO
MAGUERAS, VERIFICACION CALIBRACIONES, OK. EQUIPO EN FUNCIONAMIENTO, LISTA DE
CHEQUEO ANEXA.

Parte
Cantidad

Refe

Tiempo y Gastos
Fecha
12.09.2017
12.09.2017

rencia Nombre de Producto Namero de lote

Cantidad Nombre de Producto Tipo
1,0 ZON Viaje un recorrido TRAVEL
20 H Mano de Obra LABOUR

El sistema esta operando de acuerdo a especificaciones de fabricacion

Representante de
iomerieux:

Nombre de Cliente:
Firma de Cliente:

/

o o

hpn& Y

BIOMERIEUX COLOMBIA SAS

Carrera 7 No. 127-48 Oficina 806 - Bogota, D.C. - PBX: (571) 593 2530 -647 6011 - Fax: (571) 647 5542




ANEXO 3. Trazabilidad de la matriz empleada para la validacion

CEATIFACADO DE CALIDAD

e Control Cafidad

e e i
CEATIFICADO DE CALIDAD

YOGUR

'REMADO, CON DULCE, CON FRESA

YOGUR SEMIDESCREMADO, CON DULCE, CON MORA |

Fecha de informe

Destine  Ventas
Preacntacién 200
MNo. Lo 3537020501
Fecha de andlisis

miroolen, 7 da noviermbra de 2018
Laboratorio ylo planta  Licioos San Pedro

migrcoips, 20 de dicembne de 2007

Fechadeinforme  misrccies, 7 de noviembre do 2018
Loboratorioy'o planta  Licteos San Podre

Mo. Lote 2357028002
Fecha de analisis wernes, 13 de ootubrs de 2017

pag markes, 18 de dicermbre de 2017
Fechavencimiento  darminga, 28 & enera de 2018

Feoha empagque wiernes, 13 de ootubre de 2017
Fecha vencimiento  martes. 21 de novismbee de 2017

PARAMETRO RECARSITD
d in (3]
shcider como Acida Lictico (% mim) 0,60-1L5
) {5 iMaieria prasa % mim] 1,50- 240
T OBICAS

Racuento Colformes totales {ufa'g)

Biacusnic Cobformes tatales {uid 3]

Pecusnto d= E cal luiclg)

raduras o)

OBSERVACIONES e i)

*HA: Na aplica para esie producto

Sensorial: Curpk especificaciones da aspmcio, caicr, clor  sabor,

* WA: No apiica para este producio
Sensorial: Curpl espedficacinss de aspacto, cofor, olor y sabor.

REVISADO [ REVISADO

Cara 428 40 - 56 Bank Miflons
San Fudm @ los Miagrs - Alogdz

Carrm 40 # 40 -5 Barric Mraflens
‘San Fudes o loa Miagros - Artoguéa
o cokarts comos

W codarta com o

TIVA COLANTA

r
CEATIFICADO DE CALIDAD

YOGUR SEMIDESCREMADO, CON DULCE, CON MELOCOTON |
Fechin d= informe midrocoles, 7 da nowismbre ds 2018
Loboratosio y/o plants Lictzos San Pedo
Desting  Veonins
Presentacion 2009
No. Low 31 I70EE001

Fecha de anslisis sibada, 11 de noviersbes de 2047
Fecha empague wiornas, 10 da noviemnbre de 2017
Fechavencimientc  marizs, 15 do dicembe d= 2017

ESPECIFICACIONES FISICOOUINICAS

FARAMETRD REGUISITD
Tarmpersium de conseracion 150)
A cider como Aodo Laction (0 mim) i

RESULTADO

Maiznia grasa (Yo mim)

PARAMETRO

Fiscuento ds E. colf (uld'g)
FRacusnic da mohos v Isvaduras (o) H Maxima 500 10

* M.A: Mo aplica para asie producio
ial: Curmpl especiicac

de aspecto, color, olor ¥ saboe.
REVISADD

e Conteol Caxiaan

Caamara &1 # 4 - 56 Eamie Mo s
‘San Fod o los lags - Antbaun
W Crdania oo o
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