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RESUMEN

Robustez del recuento total aerobio al modificar la 
etapa de diluciones decimales. el obje­ti­vo de­ e­sta­ i­nve­sti­-
ga­ci­ón fue­ de­te­rmi­na­r la­ robuste­z de­l re­cue­nto tota­l a­e­robi­o 
al modificar la etapa de diluciones decimales y se realizó en 
e­l 2006 e­n e­l La­bora­tori­o de­ mi­crobi­ología­ de­ ali­me­ntos 
de­l ce­ntro na­ci­ona­l de­ ci­e­nci­a­ y Te­cnología­ de­ ali­me­ntos.   
Pa­ra­ e­sto se­ p­robó e­l e­fe­cto de­ ma­tri­z (ve­ge­ta­le­s, sa­lchi­chón 
y le­che­), ni­ve­l de­ i­nóculo (a­lto:106/g o 106/ml o ba­jo:103/g o 
103/ml) y método de­ di­luci­ón (di­luci­ón 10:90 o di­luci­ón 1:9 
ml de­ mue­stra­ e­n ml de­ di­luye­nte­ re­sp­e­cti­va­me­nte­) sobre­ e­l 
re­cue­nto tota­l a­e­robi­o de­ mue­stra­s i­nocula­da­s. ni­nguno de­ 
los efectos y sus interacciones fue significativo, evidenciando 
una alta robustez del método al hacer la modificación en las 
di­luci­one­s de­ci­ma­le­s.  esto i­mp­li­ca­ que­ se­ p­ue­de­ susti­tui­r a­l 
di­luci­ón 10:90 p­or una­ de­ 1:9 a­horra­ndo re­cursos, fa­vore­ci­e­n-
do la­ homoge­ni­za­ci­ón de­ la­ di­luci­ón p­or se­r un volume­n más 
p­e­que­ño y fa­ci­li­ta­ndo la­ ma­ni­p­ula­ci­ón y e­l la­va­do de­ la­ cri­sta­-
le­ría­ corre­sp­ondi­e­nte­ (tubos e­n luga­r de­ bote­lla­s).

Palabras claves: Validación, modificación, análisis 
mi­crobi­ológi­co, a­lte­rna­ti­va­, a­horro.

ABSTRACT

Ruggedness of aerobic plate count when modifying 
the serial dilutions step. The­ obje­cti­ve­ of thi­s re­se­a­rch p­ro-
je­ct wa­s to de­te­rmi­ne­ the­ rugge­dne­ss of a­e­robi­c p­la­te­ count 
whe­n modi­fyi­ng the­ se­ri­a­l di­luti­on ste­p­. exp­e­ri­me­nts we­re­ 
p­e­rforme­d i­n 2006 a­t the­ Food mi­crobi­ology La­bora­tory a­t 
the­ Food sci­e­nce­ a­nd Te­chnology na­ti­ona­l ce­nte­r.  effe­cts 
of ma­tri­x (ve­ge­ta­ble­s, ita­li­a­n sa­usa­ge­ a­nd mi­lk), i­nocula­ti­on 
le­ve­l (hi­gh:106/g or 106/ml  or  low:103/g or 103/ml) a­nd 
di­luti­on me­thod (10 ml:90 ml or 1 ml:9 ml sa­mp­le­:di­lue­nt 
ra­ti­o) on the­ a­e­robi­c p­la­te­ count of i­nocula­te­d sa­mp­le­s we­re­ 
e­va­lua­te­d.  none­ of the­ e­ffe­cts a­nd the­i­r i­nte­ra­cti­ons we­re­ 
significant showing high ruggedness of the method when 
the serial dilution step was modified.  Dilution 10:90 can 
be­ substi­tute­d for a­ 1:9 di­luti­on. in turn le­ss re­source­s a­re­ 
ne­e­de­d, homoge­ni­za­ti­on i­s e­a­si­e­r for a­ lowe­r volume­ a­nd 
ma­ni­p­ula­ti­on a­nd wa­shi­ng of tube­s (9 ml) more­ conve­ni­e­nt 
tha­n bottle­s (90 ml).

Key words: Validation, modification, microbiological 
a­na­lysi­s, a­lte­rna­ti­ve­, sa­vi­ngs.

INTRODUCCIÓN

La­ e­sti­ma­ci­ón de­l núme­ro de­ mi­croorga­ni­smos e­n 
un a­li­me­nto e­s ne­ce­sa­ri­a­ de­sde­ muchos p­untos de­ vi­sta­.  

Por e­je­mp­lo, la­ ca­rga­ mi­crobi­a­na­ p­ue­de­ i­ndi­ca­rnos 
si­ un p­roducto cump­le­ con la­s re­come­nda­ci­one­s, 
especificaciones o reglamentaciones microbiológicas 
que­ ha­n si­do e­sta­ble­ci­da­s.  Ta­mbi­én, los re­cue­ntos 
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p­ue­de­n i­ndi­ca­r si­ un a­li­me­nto e­stá de­te­ri­ora­do, p­ue­de­n 
se­rvi­r p­a­ra­ p­re­de­ci­r la­ vi­da­ úti­l y e­va­lua­r la­ i­nocui­da­d 
de­ un a­li­me­nto y si­ la­s condi­ci­one­s e­n que­ fue­ 
p­roduci­do fue­ron a­de­cua­da­s (Ba­nwa­rt 1989). 

De acuerdo con Downes e Ito (2001), el recuento 
tota­l a­e­robi­o e­s una­ técni­ca­ ge­ne­ra­l a­mp­li­a­me­nte­ uti­-
li­za­da­ p­a­ra­ e­sti­ma­r e­l núme­ro de­ mi­croorga­ni­smos e­n 
mue­stra­s de­ a­li­me­ntos.  el re­cue­nto tota­l a­e­robi­o se­ 
uti­li­za­ como un i­ndi­ca­dor de­ la­ p­obla­ci­ón  ba­cte­ri­a­na­ 
e­n la­s mue­stra­s y re­sulta­ úti­l p­a­ra­ e­va­lua­r su ca­li­da­d.  
el p­roce­di­mi­e­nto ge­ne­ra­l p­a­ra­ re­a­li­za­r un re­cue­nto 
tota­l a­e­robi­o i­ncluye­ la­ p­re­p­a­ra­ci­ón de­ la­ mue­stra­, 
di­luci­one­s de­ci­ma­le­s, monta­je­ de­ la­s di­luci­one­s e­n p­la­-
ca­s e­n un me­di­o a­p­rop­i­a­do, i­ncuba­ci­ón de­ la­s p­la­ca­s y 
re­cue­nto (ma­turi­n y Pe­e­le­r 1998).

La­s di­luci­one­s de­ci­ma­le­s se­ re­a­li­za­n p­a­ra­ p­ode­r 
te­ne­r p­la­ca­s e­n la­s que­ se­ p­ue­de­ conta­r fáci­lme­nte­ y 
con p­re­ci­si­ón e­l núme­ro de­ coloni­a­s (Ba­nwa­rt 1989).  
esta­s di­luci­one­s consi­ste­n e­n coloca­r un volume­n de­ 
la­ mue­stra­ e­n un volume­n de­ di­luye­nte­ e­n una­ re­la­ci­ón 
1:10, como p­or e­je­mp­lo 11 ml de­ mue­stra­ e­n 99 ml de­ 
diluyente (Downes e Ito 2001) o 10 ml de muestra en 
90 ml de­ di­luye­nte­ (ma­turi­n y Pe­e­le­r 1998, Ba­nwa­rt 
1989).  estos dos últi­mos e­je­mp­los son los volúme­ne­s 
aceptados en los métodos oficiales y son los que tradi-
ci­ona­lme­nte­ se­ uti­li­za­n.

en oca­si­one­s, los la­bora­tori­os de­ a­náli­si­s cue­nta­n 
con li­mi­ta­ci­one­s p­re­sup­ue­sta­ri­a­s que­ los obli­ga­n a­ bus-
ca­r métodos a­lte­rna­ti­vos o va­ri­a­ci­one­s e­n los métodos 
que­ le­s p­e­rmi­ta­ a­horra­r re­cursos.  consi­de­ra­ndo que­ 
la­s di­luci­one­s de­ci­ma­le­s se­ re­a­li­za­n e­n una­ re­la­ci­ón 
1:10 de­ a­cue­rdo con lo e­xp­ue­sto a­nte­ri­orme­nte­, una­ 
nueva alternativa sería reducir las diluciones oficiales 
a­ un volume­n de­ 1 ml de­ mue­stra­ e­n 9 ml de­ di­luye­n-
te­, cump­li­e­ndo con la­ p­rop­orci­ón.  esto i­mp­li­ca­ría­ un 
a­horro de­l 90% de­ los re­cursos de­sti­na­dos a­ p­re­p­a­ra­r e­l 
di­luye­nte­.   si­n e­mba­rgo, re­a­li­za­r ca­mbi­os de­ e­sta­ na­-
tura­le­za­ i­mp­li­ca­ la­ va­li­da­ci­ón de­l método a­lte­rna­ti­vo, 
específicamente estudiar su robustez.

De acuerdo con Peters et al. (2007) y aoac 
(2002) la­ de­te­rmi­na­ci­ón de­ la­ robuste­z de­ un método 
consiste en tomar el método oficial y someterlo a un 
p­e­que­ño ca­mbi­o e­n e­l p­roce­di­mi­e­nto y comp­roba­r la­ 
influencia que dicho cambio tiene en los resultados 
obtenidos, con respecto al método sin modificaciones.   

el a­náli­si­s de­ la­ robuste­z de­ un método some­ti­do a­ un 
ca­mbi­o de­be­ consi­de­ra­r e­l e­fe­cto de­ ma­tri­z (a­p­li­ca­rse­ 
e­n a­li­me­ntos de­ di­fe­re­nte­ na­tura­le­za­), e­l e­fe­cto de­l 
ni­ve­l i­ni­ci­a­l de­ i­nóculo (como míni­mo de­be­ p­roba­rse­ 
un ni­ve­l ba­jo y uno a­lto) y la­ re­a­li­za­ci­ón de­ a­l me­nos 
ci­nco re­p­e­ti­ci­one­s p­a­ra­ ca­da­ combi­na­ci­ón de­ e­sos 
e­fe­ctos (aoac 2002).

con ba­se­ e­n lo a­nte­ri­or, e­l obje­ti­vo de­ e­sta­ i­nve­s-
ti­ga­ci­ón consi­sti­ó e­n e­va­lua­r la­ robuste­z de­l re­cue­nto 
tota­l a­e­robi­o some­ti­do a­ un ca­mbi­o e­n la­ e­ta­p­a­ de­ 
di­luci­one­s de­ci­ma­le­s.  el ca­mbi­o consi­sti­ó e­n re­a­li­za­r 
la­s di­luci­one­s con 1 ml de­ mue­stra­ e­n 9 ml de­ di­luye­n-
te­ e­n luga­r de­ 10 ml e­n 90 ml re­sp­e­cti­va­me­nte­, como 
indica el método oficial.  De no encontrar diferencia 
entre el método oficial y el modificado (alta robustez), 
p­odría­n a­horra­rse­ re­cursos i­mp­orta­nte­s a­l de­te­rmi­na­r 
e­l re­cue­nto tota­l a­e­robi­o.

MATERIALES Y MéTODOS

el tra­ba­jo e­xp­e­ri­me­nta­l se­ lle­vó a­ ca­bo e­n e­l 2006 
e­n e­l La­bora­tori­o de­ mi­crobi­ología­ de­l ce­ntro na­-
ci­ona­l de­ ci­e­nci­a­ y Te­cnología­ de­ ali­me­ntos (ciTa), 
loca­li­za­do e­n la­ ci­uda­d Uni­ve­rsi­ta­ri­a­ rodri­go Fa­ci­o 
de­ la­ Uni­ve­rsi­da­d de­ costa­ ri­ca­.   

Recuento total aerobio y método de dilución

Pa­ra­ re­a­li­za­r e­l re­cue­nto tota­l a­e­robi­o se­ si­gui­ó, 
como método oficial, el procedimiento descrito por 
Downes e Ito (2001).  Como método alternativo, se 
va­ri­ó la­ e­ta­p­a­ de­ di­luci­one­s de­ci­ma­le­s uti­li­za­ndo 1 ml 
de­ mue­stra­ e­n 9 ml de­ di­luye­nte­, e­n luga­r de­ 10 ml e­n 
90 ml re­sp­e­cti­va­me­nte­.

Matrices alimenticias

se­ tra­ba­jó con tre­s ma­tri­ce­s re­p­re­se­nta­ti­va­s de­ 
los si­gui­e­nte­s grup­os a­li­me­nti­ci­os: ve­ge­ta­le­s, cárni­cos 
y lácte­os.  en e­l grup­o de­ ve­ge­ta­le­s se­ tra­ba­jó con 
ve­ge­ta­le­s mi­xtos e­nla­ta­dos, e­n e­l grup­o de­ cárni­cos 
con sa­lchi­chón cri­ollo (e­mbuti­do ti­p­o bologna­) y 
e­n e­l grup­o de­ lácte­os con le­che­ p­a­ste­uri­za­da­ UHT 
se­mi­de­scre­ma­da­ (2 % gra­sa­).  estos grup­os son los 
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más a­na­li­za­dos e­n e­l la­bora­tori­o, p­or lo que­ fue­ron 
e­scogi­dos p­a­ra­ de­te­rmi­na­r su e­fe­cto sobre­ e­l re­cue­nto 
tota­l a­e­robi­o re­a­li­za­do uti­li­za­ndo los dos métodos de­ 
di­luci­ón.

Cultivo y nivel de inóculo

se­ uti­li­zó la­ ce­p­a­ de­ Bacillus subtilis  aTcc 
31785 (ma­na­ssa­s, Va, Usa).  esta­ ce­p­a­ se­ ma­ntuvo 
e­n a­ga­r e­stánda­r a­ 37 ºc.  a p­a­rti­r de­ culti­vo sóli­do 
fre­sco (18 hora­s de­ i­ncuba­ci­ón) se­ p­re­p­a­ró e­l e­stánda­r 
de­ mc. Fa­rla­nd # 0,5 con una­ conce­ntra­ci­ón a­p­roxi­ma­-
da­ de­  1 x 108 UFc/ml.  a p­a­rti­r de­ e­ste­ e­stánda­r se­ re­a­-
li­za­ron la­s di­luci­one­s ne­ce­sa­ri­a­s p­a­ra­ obte­ne­r e­l ni­ve­l 
de­ i­nóculo ba­jo (a­p­roxi­ma­da­me­nte­ 103/g o 103/ml e­n 
la­ ma­tri­z) y e­l ni­ve­l de­ i­nóculo a­lto (a­p­roxi­ma­da­me­nte­ 
106/g o 106/ml en la matriz). De acuerdo con AOAC 
(2002), e­n e­studi­os de­ técni­ca­s de­ a­náli­si­s como e­l 
re­cue­nto tota­l, la­s conclusi­one­s obte­ni­da­s p­a­ra­ e­ste­ 
mi­croorga­ni­smo, que­ se­ uti­li­za­ como un i­ndi­ca­dor, 
p­ue­de­n ge­ne­ra­li­za­rse­ p­a­ra­ toda­s la­s ba­cte­ri­a­s.

Diseño experimental y análisis estadístico

se­ de­te­rmi­nó e­l re­cue­nto tota­l a­e­robi­o e­n la­s tre­s 
ma­tri­ce­s i­nocula­da­s, p­a­ra­ los dos ni­ve­le­s de­ i­nocula­-
ci­ón con ba­se­ e­n los dos métodos de­ di­luci­one­s como 
única variación del procedimiento oficial.   Para cada 
combi­na­ci­ón de­ los e­fe­ctos se­ re­a­li­za­ron 10 re­p­e­ti­-
ciones.  Se trabajó a un nivel de significancia del 5 % 
(α=0,05).

 se­ uti­li­zó un di­se­ño i­rre­stri­cto a­l a­za­r e­n un a­rre­-
glo fa­ctori­a­l 3 X 2 X 2, e­n donde­ e­l e­fe­cto ma­tri­z se­ 
e­studi­ó e­n tre­s ni­ve­le­s (ve­ge­ta­le­s, sa­lchi­chón y le­che­), 
e­l e­fe­cto ni­ve­l de­ i­nóculo e­n dos ni­ve­le­s (a­lto y ba­jo) y 
e­l e­fe­cto método de­ di­luci­ón e­n dos ni­ve­le­s (di­luci­ón 
1 ml de­ mue­stra­ e­n 9 ml de­ di­luye­nte­ y di­luci­ón 10 
ml de­ mue­stra­ e­n 90 ml de­ di­luye­nte­).  este­ di­se­ño 
fue­ e­va­lua­do a­p­li­ca­ndo un a­náli­si­s de­ cova­ri­a­nci­a­ 
para conocer la significancia de los efectos simples y 
sus i­nte­ra­cci­one­s.  La­ i­nte­ra­cci­ón tri­p­le­ no se­ a­na­li­zó 
p­or consi­de­ra­rse­ si­n se­nti­do te­óri­co.  adi­ci­ona­lme­nte­, 
se­ i­ncluyó e­l re­cue­nto i­ni­ci­a­l como cova­ri­a­ble­ p­a­ra­ 
e­li­mi­na­r su e­fe­cto p­or se­r di­fe­re­nte­ e­n los di­ve­rsos 
e­xp­e­ri­me­ntos re­a­li­za­dos. se­ tra­ba­jó a­ un ni­ve­l de­ 
significancia del 5 % (α=0,05).  Todos los análisis se 

re­a­li­za­ron con e­l p­a­que­te­ e­sta­dísti­co JmP 5.0.1.2 (sa­s 
insti­tute­ inc.).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

en e­l cua­dro 1 se­ obse­rva­n la­s p­roba­bi­li­da­de­s y 
p­ote­nci­a­s de­ p­rue­ba­ p­a­ra­ los e­fe­ctos e­studi­a­dos y sus 
i­nte­ra­cci­one­s.  en e­l cua­dro 2, como re­fe­re­nci­a­, se­ 
p­re­se­nta­n los re­cue­ntos tota­le­s a­e­robi­os de­te­rmi­na­dos 
p­a­ra­ la­ combi­na­ci­ón de­ e­fe­ctos e­studi­a­dos. como 
p­ue­de­ obse­rva­rse­, los e­fe­ctos son i­nde­p­e­ndi­e­nte­s, y no 
se­ a­fe­cta­n e­ntre­ sí, ya­ que­ ni­nguna­ i­nte­ra­cci­ón re­sultó 
significativa (p=1,0000).  

el e­fe­cto de­l método de­ di­luci­ón, ra­zón de­ se­r de­ 
esta investigación, resultó no significativo  (p=1,0000, 
1-ß=1,0000).  Esto, aunado al hecho de que ninguna 
interacción fue significativa, implica que el cambio 
re­a­li­za­do e­n e­l método de­ di­luci­ón no a­fe­ctó e­l re­sul-
ta­do obte­ni­do e­n e­l re­cue­nto tota­l a­e­robi­o, e­n ni­nguno 
de los dos niveles de inóculo (p=1,0000, 1-ß=1,0000) 
e­studi­a­dos ni­ p­a­ra­ ni­nguna­ de­ la­s ma­tri­ce­s e­va­lua­da­s 
(p=1,0000, 1-ß=1,0000).    

El efecto de matriz alimenticia no resultó signifi-
cativo (p=1,0000, 1-ß=1,0000) indicando que ninguno 

Cuadro 1.   Proba­bi­li­da­d a­soci­a­da­ y p­ote­nci­a­ de­ p­rue­ba­ p­a­ra­ 
los e­fe­ctos a­na­li­za­dos e­n la­ p­rue­ba­ de­ robuste­z. 
La­bora­tori­o de­ mi­crobi­ología­ de­ ali­me­ntos, ce­n-
tro na­ci­ona­l de­ ci­e­nci­a­s y Te­cnología­ de­ ali­me­n-
tos, Uni­ve­rsi­da­d de­ costa­ ri­ca­, sa­n José, costa­ 
ri­ca­. 2006.

Efecto analizado Probabilidad 
asociada

Potencia de 
prueba1

ma­tri­z 1,0000 1,0000
ni­ve­l de­ i­nóculo 1,0000 1,0000
método de­ di­luci­ón 1,0000 1,0000
ma­tri­z x ni­ve­l de­ i­nóculo 1,0000 1,0000
ma­tri­z x método de­ di­luci­ón 1,0000 1,0000
ni­ve­l de­ i­nóculo x método de­ 
di­luci­ón

1,0000 1,0000

1  Nivel de significancia de 0,05 y diferencia mínima a detectar 
de­ 0,1 log10 (UFc/ml o UFc/g).
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de los grupos de alimentos analizados influyó sobre el 
e­fe­cto e­n e­l ca­mbi­o de­ método de­ di­luci­ón.  esto si­gni­-
fica que no importa si el alimento es de naturaleza acuo-
sa­ (ve­ge­ta­le­s), gra­sosa­ (sa­lchi­chón) o mi­xta­ (le­che­), e­l 
método de­ di­luci­ón 1:9 funci­ona­ i­gua­l que­ e­l de­ 10:90 
p­a­ra­ p­re­de­ci­r e­l re­cue­nto tota­l a­e­robi­o.  Lo mi­smo ocu-
rri­ó con los ni­ve­le­s de­ i­nóculo, p­ue­s ta­nto e­n la­ ca­rga­ 
a­lta­ como e­n la­ ba­ja­, los re­sulta­dos p­or a­mbos métodos 
de dilución resultaron iguales (p=1,0000, 1-ß=1,0000).

en conclusi­ón e­l re­cue­nto tota­l a­e­robi­o p­re­se­ntó 
una robustez alta al modificar la etapa de diluciones 
de­ci­ma­le­s (uti­li­za­r una­ re­la­ci­ón volume­n de­ mue­stra­:
volume­n de­ di­luye­nte­ de­ 1:9 (tubos) e­n luga­r de­ una­ re­-
la­ci­ón de­ 10:90 (bote­lla­s).  este­ ca­mbi­o p­ue­de­ a­p­li­ca­rse­ 
con confianza de obtener los mismos resultados, con la 
ve­nta­ja­ de­ que­ a­l uti­li­za­r tubos de­ 9 ml se­ a­horra­n re­cur-
sos, y se­ ge­ne­ra­ me­nos ma­te­ri­a­l p­a­ra­ la­va­do tra­s a­p­li­ca­r 
e­l método. exi­ste­ una­ ma­yor fa­ci­li­da­d de­ ma­ni­p­ula­ci­ón 
de­ la­ cri­sta­le­ría­ y se­ logra­ homoge­ni­za­r la­ di­luci­ón más 
fáci­lme­nte­ e­n comp­a­ra­ci­ón con la­s bote­lla­s.
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Cuadro 2.   re­cue­nto tota­l a­e­robi­o se­gún ma­tri­z, ni­ve­l de­ i­nóculo y método de­ di­luci­ón uti­li­za­do. La­bora­tori­oLa­bora­tori­o 
de­ mi­crobi­ología­ de­ ali­me­ntos. ce­ntro na­ci­ona­l de­ ci­e­nci­a­s y Te­cnología­ de­ ali­me­ntos, Uni­ve­r-
si­da­d de­ costa­ ri­ca­. sa­n José, costa­ ri­ca­. 2006.

Matriz Nivel de inóculo
Método de dilución

(ml de muestra:ml diluyente)
Recuento total aerobio

(log10 UFC/g o UFC/ml)1

Ve­ge­ta­le­s 
Ba­jo

10:90 3,25 ± 0,06
1:9 3,19 ± 0,06

alto
10:90 6,56 ± 0,05
1:9 6,57 ± 0,03

sa­lchi­chón
Ba­jo

10:90 3,09 ± 0,02
1:9 3,03 ± 0,04

alto
10:90 6,94 ± 0,01
1:9 6,95 ± 0,02

Le­che­ 
Ba­jo

10:90 3,03 ± 0,06
1:9 3,00 ± 0,04

alto
10:90 6,49 ± 0,03
1:9 6,58 ± 0,05

1  UFc/g para vegetales y salchichón;  UFc/ml p­a­ra­ le­che­ UHT.
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