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RESUMEN 

Antecedentes: La estimación de la vida útil del huevo líquido pasterizado con 

choque térmico 4 °C es importante como factor de conservación y de 

abastecimiento. Comprender el efecto de bajas temperaturas y el tiempo de 

almacenamiento sobre sus características microbiológicas, permiten mejorar 

las actividades de la conservación. Objetivo: Se determinó el efecto de 

térmico del frio sobre los parámetros cinéticos del crecimiento de 

microorganismos mesófilos aerobios (MMA) presentes en HLP y estimar la 

vida útil mediante el modelo de Arrhenius. Métodos: El crecimiento de MMA 

a -10, O y 10 °C, expresadas en UFC/mL se ajustaron con el modelo de 

Barangy & Roberts obteniendo sus parámetros cinéticos: velocidades de 

crecimiento (pmax), tiempo de la fase de latencia (A) y los valores del estado 

fisiológico (h0). El tiempo de vida útil se calculó utilizando la velocidad de 

crecimiento a temperaturas de abuso de 15, 25 y 35 °C y el modelo secundario 

de Arrhenius. Resultados: El modelamiento del crecimiento de MMA 

presentes en el HLP reporta velocidades de crecimiento 0.012, 0.023 y 0.038 

Log UFC/mUh, tiempo fase Lag o latencia (A) de 42, 23 y 16 horas, para -10, 

O y 10 °C, respectivamente. Ambos parámetros son dependientes del estado 

fisiológico (ho) cuyos valores son: 0.31, 0.3 y 0.25, respectivamente. El tiempo 

de la vida útil del HLP conservado a 4 °C, según el modelo de Arrhenius es 

de 18.35 días, tiempo en el cual el alimento no representa un riesgo para la 

salud. Conclusiones: Los resultados de este estudio indican que el uso de 

bajas temperaturas para la conservación del huevo líquido pasteurizado no 

asegura la inhibición o eliminación de células de microorganismos mesófilos 

aerobios sobrevivientes a la temperatura de pasteurización, los cuales pueden 

adaptarse e incrementar su población por la posesión de velocidades de 

crecimiento (pmax) y estado fisiológico (ho) apropiados dentro de un tiempo de 

adaptación ó Fase Lag (A). El estado de estrés de MMA a bajas temperaturas 

acondiciona eventos regulatorios de tipo genético y metabólico que les 

permite disminuir el tiempo de vida útil. 

Palabras Claves: Conservación alimentos, huevo líquido pasteurizado, 

microrganismos mesófilos aerobios, microbiología predictiva. 
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ABSTRACT 

Background: The estimation of the useful life of the pasteurized liquid egg 

(LPE) with thermal shock 4 ° C is important as a conservation and supply 

factor. Understanding the effect of low temperatures and storage time on their 

microbiological characteristics, allow to improve conservation activities. 

Objective: The thermal effect of the cold on the kinetic parameters of the 

growth of aerobic mesophilic microorganisms (MMA) present in HLP was 

determined and the useful life estimated by the Arrhenius model. Methods: 

The growth of MMA at -10, 0 and 10 ° C, expressed in CFU / mL, was adjusted 

with the Barangy & Roberts model, obtaining its kinetic parameters: growth 

rates (pmax), time of the latency phase (A) and the values of the physiological 

state (h0). The shelf life was calculated using the growth rate at abuse 

temperatures of 15, 25 and 35 ° C and the Arrhenius secondary model. 

Results: Modeling the growth of MMA present in the LPE reports growth rates 

0.012, 0.023 and 0.038 Log CFU / mL / h, Lag phase time or latency (Á) of 42, 

23 and 16 hours, for -10, 0 and 10 ° C, respectively. Both parameters are 

dependent on the physiological state (h0) whose values are: 0.31, 0.3 and 

0.25, respectively. The shelf life of the HLP conserved at 4 ° C, according to 

the Arrhenius model, is 18.35 days, at which time the food does not represent 

a risk to health. Conclusions: The results of this study indicate that the use of 

low temperatures for the preservation of the pasteurized liquid egg does not 

ensure the inhibition or elimination of surviving aerobic mesophilic 

microorganism cells at the pasteurization temperature, which can adapt and 

increase their population by possession of appropriate growth rates (pmax) 

and physiological state (ho) within an adaptation time or Lag Phase (Á). The 

stress state of MMA at low temperatures conditions regulatory events of 

genetic and metabolic type that allows them to reduce the useful life time. 

Key Words: Food preservation, pasteurized liquid egg, aerobic mesophilic 

microorganisms, predictive microbiology. 
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INTRODUCCIÓN 

Los productos derivados del huevo y su comercialización se ha incrementado 

significativamente debido a que la industria alimentaria requiere materia prima 

para elaborar alimentos de corto periodo de vida útil pero de gran calidad e 

inócuo y además que el manejo de los resíduos del huevo no constituyan un 

impacto al ambiente. 

El huevo y sus productos crudo se catacterizan por trasladar, de alguna forma 

bacterias patógenas y está involucrado en la transmisión de enfermedades 

por lo tanto tecnologicamente se debe aplicar temperaturas de pasteurización 

que garanticen las propiedades tecnológicas para su uso. 

La normatividad peruana sobre inocuidad establece que los productos como 

el huevo líquido en sus presentaciones como pasteurizado y conservado en 

condiciones de refrigerado y congelado debe mostrar ausencia de 

microorganismos patógenos, sin embargo no considera la actividad de los 

microorganismos alterantes que puedan realizar deterrioro en la extructura, 

cambios químiicos o denaturalización de la calidad sensorial del alimento 

durante el periodo de conservación. 

El proceso de pasteurización aplicado al huevo líquido está perfilado para 

eliminar la presencia de Salmonella sps. y otros patógenos si lo hubiese, 

garantizando las condiciones de inocuidad; Sin embargo, quedan 

microorganismos mesófilos termotolerantes que pueden realizan actividad 

metabólica durante el proceso de conservación aplicando tecnologías de frio. 

La conservación del huevo líquido en frío no está reportada científicamente en 

abundancia que contribuya a caracterizada en términos de parámetros de 

cinéticos o valores constantes que permitan obtener el tiempo de vida útil en 

condiciones de estrés bacteriana dentro de entornos de bajas temperaturas 

dentro de un periodo de tiempo. 
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Obtener valores de las relaciones entre los factores intrínsecos e extrínsecos 

del huevo líquido pasteurizado conservado en frio se hace necesario para 

contribuir con los criterios de inocuidad y esta exigencia se puede cumplir 

utilizando las herramientas de la Microbiología Predictiva, la cual es una 

ciencia cada vez más utilizada y practicada en investigaciones importantes 

para la conservación de los alimentos brindándonos el uso de modelos 

matemáticos primados de Gompertz y Barangy & Roberts, y el secundarios 

de Arrhenius; con los cuales se obtendrán los parámetros cinéticos que 

servirán para obtener el tiempo de vida útil en función de la temperatura. 

El objetivo de la investigación es determinar el efecto térmico sobre el 

crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios del huevo líquido 

pasteurizado para la estimación de la vida útil mediante el modelo de 

Arrhenius. 
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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

1.1 Descripción de la realidad problemática 

El huevo es uno de los alimentos que últimamente ha sido industrializado para 

convertirse en materia prima de productos de gran demanda aprovechando 

sus propiedades físico químico y organoléptico. Sin embargo, los 

ovoproductos deben cumplir con las exigencias microbiológicas de no ser 

portador de bacterias patógenos como es el caso de Salmonella, entre la más 

importante. 

Huevo líquido entero, clara y yema se utilizan en la elaboración de muchos 

alimentos para otorgar textura, sabor, color y otras características que los 

hacen apetecibles para todas las edades de los consumidores, de tal forma 

que si no es convenientemente pasteurizado puede ser considerado como un 

alimento transmisor de enfermedades. 

Los huevos recién puestos son estériles interiormente, circunstancialmente 

pueden producirse contaminaciones por Salmonella enteritidis durante el 

proceso de formación en el oviducto. Sin embargo, la contaminación exterior 

acaecida en el momento de la puesta y favorecida por los sistemas de 

recogida, manipulación y transporte, hace que el proceso de elaboración del 

ovoproducto sea un factor crítico para asegurar la inocuidad de los productos 

elaborados. Además, la composición misma del huevo, hace que este sea un 

medio muy favorable para el desarrollo de cualquier microorganismo que 

pudiera llegar a él, o sea procedente del mismo. 

La problemática nacional de la industria avícola, a nivel de producción primaria 

de huevos, es no tener debidamente implementado los programas de limpieza 

y desinfección de los ambientes destinado al almacenamiento de los envases 

y materiales de recolección, surgiendo de ésta forma una contaminación 

cruzada sobre el huevo crudo que repercute en el tiempo de la vida útil de los 
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ovoproductos. Actualmente no se ésta considerando al Huevo líquido como 

un agregado de valor a la producción primaria. 

El proceso de elaboración del huevo líquido puede incorporar peligros 

bacterianos en sus diferentes etapas, es así que en la selección de los huevos 

no siempre se elimina todos aquellos huevos no aptos para su procesado, su 

extrema suciedad, hallarse rajados o rotos, etc. Los huevos con grietas, una 

vez en la máquina cascadora, no producen una abertura limpia y suelen caer 

trozos de cáscara en el canal de producto líquido, aumentando la 

contaminación microbiana y los restos de cascarilla que darán problemas en 

los filtros, etc. 

Otro problema que se presenta es lo relacionado a la limpieza del huevo antes 

de ingresar al cascado. Esta etapa es obligatorio y consiste en la aplicación 

de agua a presión sobre los huevos, a una cierta temperatura y con la ayuda 

de detergentes y desinfectantes y proseguir con un eficiente enjuagado 

utilizando agua a una temperatura entre 43° y 49°C para que el contenido del 

huevo tienda a expansionarse en vez de contraerse, impidiendo que penetre 

la suciedad de la cáscara. Al no cumplirse cabalmente esta técnica de lavado 

el agua se convierte en un magnífico medio de contaminación que favorece la 

El siguiente paso es el cascado, considerado como una operación muy 

delicada que requiere un seguimiento personal permanente para el ajuste de 

los automatismos. Es imprescindible que exista supervisor en cada máquina 

patógenos. 

El huevo líquido debe pasar por el proceso de pasteurización, que es 

obligatorio de acuerdo a las normas técnicas de inocuidad en todos los países, 

 

 

 
U. 

penetración de microorganismos a través de los poros de la cáscara. 

para separar cualquier resto de cáscara que haya podido ir a parar a los 

canales de recogida del líquido. Este paso es el que menos se cumple 

permitiendo una elevada contaminación con gérmenes alterantes o 



tiene como objetivo la destrucción de distintas cepas de Salmonella. Se ha 

utilizado como cepa referencial al tratamiento térmico frecuentemente a 

Salmonella senftenberg, que se caracteriza por ser una de las más 

termoresistentes de este género y permite establecer las combinaciones de 

temperatura y tiempo. En nuestro país se fija como mínimo 65 °C/2.5 mm n ó 

60°C /3,5 mm n para huevo entero y yema; pero estos parámetros tienen como 

elemento de verificación del efecto térmico al aislamiento del grupo de las 

Enterobacteriaceae, que de hallarse en el análisis microbiológico estaría 

indicando probabilidad de presencia de Salmonella y en consecuencia es una 

no conformidad y no cumpliría con los lineamientos de las Buenas Prácticas 

de Manufactura (BPM) y el sistema de Análisis de Peligros y Puntos críticos 

de Control (HACCP). 

Al término del proceso de elaboración el huevo líquido pasteurizado pasa por 

un enfriamiento a una temperatura de 0°C a 4°C e inmediatamente envasado 

y almacenado en cámaras de frío a dichas temperaturas. En estas 

circunstancias la sobrevivencia bacteriana, termorresistente o termotolerante 

y con capacidad para formar esporas, tiene a disponibilidad un sustrato muy 

nutritivo que favorece su crecimiento y desarrollo alterando las condiciones 

físico-químicas, microbiológicas y organolépticas del producto. 

La Norma Peruana de Calidad Sanitaria e Inocuidad, considera como un 

criterio microbiológico la numeración de los grupos bacterianos mesófilos 

aerobios, los cuales son los sobrevivientes al efecto térmico de la 

pasteurización, quienes realizarán generalmente su metabolismo en relación 

a la temperatura de sus entorno que coincide con la de conservación del 

huevo líquido. 

Las temperaturas de conservación del huevo líquido no garantizan controlar 

el desarrollo de actividades metabólicas de los microorganismos indicadores 

de alteración que pertenecen a los grupos psicrofílicos y psicótropos, como es 

el caso de los microorganismos asociados con la vida útil y alteración del 
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producto tales como microorganismos aerobios mesófilos esporulados, 

Mohos y Levaduras, Lactobacillus, microorganismos lipolíticos. 

En nuestro medio no están establecidas las características del crecimiento 

microbiano a temperaturas de refrigeración, desconociéndose sus parámetros 

correspondientes la velocidad del crecimiento (pmax), tiempo generacional 

(Tg), fase de latencia (A) y tiempo de la fase logarítmica. Estos parámetros 

permitirán, finalmente el cálculo del tiempo de vida útil. 

En síntesis el problema de huevo líquido pasteurizado es por las 

consecuencias de una deficiente aplicación térmica durante el pasteurizado 

que conduce a la probable presencia de salmonella o elevada carga de 

microorganismos alterantes. Este primer factor favorecerá a que su alteración 

empieza desde el momento que finaliza el proceso de pasteurización debido 

a que debe permanecer en estado de reposo por periodo de 6 o 24 horas 

antes de ingresar a las cámaras de conservación a bajas temperaturas 4°C. 

En dicho periodo las bacterias termotolerantes mesofílicas o psicrotrofas y 

psicrófilas procederán a su crecimiento una vez que disminuya la temperatura 

de pasteurización llegando a valores poblacionales muy altos que afectarán 

la calidad del producto. Las condiciones de bajas temperaturas pudiesen estar 

conservando a un producto que ya está alterado y afectando el tiempo de vida 

útil del huevo líquido pasteurizado y consecuentemente la producción de las 

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) que son producidas por la 

ingestión del producto con agentes tóxicos o microbiológicos. 

1.2. Formulación del problema 

Problema general 

¿De qué manera influye la temperatura de conservación en frio sobre la 

cinética del crecimiento de los microorganismos mesófilos aerobios y de 

la vida útil del huevo líquido pasteurizado? 
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Problemas específicos 

¿Cuáles son los los parámetros cinéticos del crecimiento de los 

microorganismos mesófilos aerobios en el huevo líquido 

pasteurizado conservado a temperaturas -10°C, 0°C y 10°C 

mediante el modelo primario Barangy y Roberts. 

Cómo es el estado fisiológico de los microorganismos mesófilos 

aerobios presente en el huevo líquido pasteurizado conservado a - 

10 °C, 0°C y 10°C. 

Cuáles son las características de la cinética de adaptación de los 

microorganismos mesófilos aerobios presente en el huevo líquido 

pasteurizado sometido a temperaturas de -10 °C, 0°C y 10°C. 

De qué forma el modelo secundario de Arrhenius permitirá 

determinar el tiempo de vida útil del huevo líquido pasteurizado y 

conservado a 4 °C. 

1.3. Objetivos 

Objetivo General 

Determinar el efecto térmico de -10 °C, O °C y 10°C, sobre el 

crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios del huevo líquido 

pasteurizado para la estimación de la vida útil mediante el modelo de 

Arrhenius. 

Objetivos específicos 

Determinar los parámetros cinéticos del crecimiento del grupo de 

microorganismos mesófilos aerobios a temperaturas dinámicas de - 

10°C, 0°C y 10°C mediante el modelo primario Barangy y Roberts. 

Determinar el estado fisiológico de los microorganismos mesófilos 

aerobios presente en el huevo líquido pasteurizado congelado. 
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Caracterizar la cinética de adaptación (Fase Lag) de los 

microorganismos mesófilos aerobios presente en el huevo líquido 

pasteurizado congelado. 

Determinar la velocidad de crecimiento de los microorganismos 

mesófilos aerobios a temperaturas de abuso de 15 °C, 25 °C y 35 °C 

para obtener el tiempo de vida útil del huevo líquido pasteurizado 

utilizando el modelo secundario de Arrhenius. 

1.4. Limitaciones de la investigación. 

El proyecto finalizó aceptando las hipótesis planteadas; sin embargo los 

resultados son válidos en la medida que los resultados de los procesos de 

pasteurización experimental comparados con los resultados de un 

pasteurizador de leche ajustado técnicamente para elaborar huevo líquido 

dieron resultados semejantes sin diferencia estadísticamente significativa. 

La inferencia estadística de la vida útil del huevo líquido dependió de las 

variables población microbiana en función del tiempo, de tal forma que el 

factor equipo de pasteurización permitió asociar temperatura en función del 

tiempo. Ésta situación limitó a realizar el experimento con la variable 

temperatura/tiempo que son constantes y la variable poblacional de los 

mesófilos aerobios, y a partir de esa relación obtener una variable dinámica 

poblacional y temperaturas de almacenamiento para emplear un modelo 

matemático secundario. 

La falta de datos o de datos confiables probablemente es un aspecto que 

puede limitar el alcance del análisis de los resultados y puede ser un obstáculo 

significativo para encontrar una tendencia, generalización o relación 

significativa. Ésta falta de datos a nivel de la industria nacional de 

ovoproductos es escasa o limitada al uso de las variables experimentales o 

no son confiable debido a que la determinación de sus límites críticos de su 

sistema HACCP no es confiable. 
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El acceso a las plantas de procesamiento de elaboración de huevo líquido 

tubo muchas limitaciones debido a que la operatividad de los pasteurizadores 

no pueden ser modificados en sus parámetros operativos. No están 

predispuestas a estudios de investigación y sólo se dedican a actividades de 

producción. 

Existió dificultades por el tiempo disponible para investigar el problema y medir 

el cambio o la estabilidad en el tiempo para la recolección de datos a causa 

de la fecha de vencimiento de presentación de informes parciales para el 

cumplimiento de asignación de proyectos, dejando muchas veces de tener la 

continuidad del evento a observar y la recolección de datos en forma 

completa. 

La falta de estudios previos de investigación sobre el tema y uso de las 

herramientas de la microbiología predictivas, que describe el fenómeno en 

función de la obtención de parámetros cinéticos determinados por el uso de 

modelos primarios como el de Barangy & Roberts y el modelo secundario de 

Arrhenius. 

Estas limitaciones nos permitieron tener la oportunidad para identificar nuevas 

brechas en la literatura y consecuentemente generar nuevas investigaciones. 

II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes Internacionales 

Las industrias de ovoproductos nacen por la demanda de otras industrias cuya 

materia prima para la elaboración de sus productos es el huevo, el cual tiene 

una vida útil corta, y puede ser contaminado por bacterias como Salmonella 

principalmente. Los huevos son importantes por las propiedades nutritivas y 

funcionales que éstos aportan a los productos a los que se adicionan. Además 

se suma el aumento de consumo de platos preparados y/o precocinados en 

los que se incluye el huevo (entero, yema, clara), como ingrediente. 
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La elaboración de ovoproductos requiere una serie de procesos tecnológicos 

que van desde los tratamientos de la materia prima (pretratamientos) a la 

elaboración de los distintos tipos de ovoproductos los cuales tienen como 

condición mostrar en todo momento principios de inocuidad. Todos los 

ovoproductos se deben pasteurizar e inmediatamente refrigerar a temperatura 

de 4 °C y para conservarlo más tiempo se recurre a temperaturas menores de 

-18°c. 

El peligro biológico es considerado el principal elemento de la pérdida de su 

vida útil del huevo líquido pasteurizado desde cuando es materia prima, que 

es el huevo, Loaiza et al. (1) "detectaron bacterias contaminantes en los 

huevos comerciales y algunas de ellas potencialmente patógenas para los 

humanos, especialmente para niños, ancianos, inmuno comprometidos como 

Bacillus sp 23.5%, Enterobacter sp. 18.3% (aerogenes, agglomerans, 

cloacae, gergoviae, sakazakii, taylorae, vulneris), Pseudomonas 26.21%, 

Aeromonas sp, 1.12%, E. coli 7.1%, y S. aureus 2.4%". 

La microbiota inicial del huevo líquido consta de una mezcla variada de 

bacterias Gram positivas y Gram negativas que provienen de diferente origen. 

Zárate,2009 (59). Unos vienen a partir de la cáscara, que con frecuencia está 

contaminada con materia fecal, otros de huevos contaminados, así como 

también del material y superficies utilizadas en el tratamiento (como equipo, 

utensilios para romper los huevos, tuberías, bombas, filtros, batidoras, y 

tanques de recepción) y de los manipuladores de alimentos. Evidencias 

científicas demostraron el cumplimiento de las actividades para realizar la 

limpieza del huevo considerando que es un depósito de bacterias alterantes. 

Kuda et áL (2) "valoraron la importancia de un apropiado lavado y sanitizado 

en las superficies y utensilios que contienen restos, ya sea de yema, clara, o 

ambas, durante la producción de los ovoproducto"; así mismo, McNeill et al.(3) 

Kubota et al.(4), consideraron "relevante de que los microorganismo presentes 

en la cáscara de huevos que además de ser patógenos, se adhieren y forman 

biopelículas causando la transmisión del patógeno al alimento" 

17 



El tratar de llevar un producto con mínima posibilidad de trasladar un 

microorganismo patógeno o con poblaciones bacterianas mínimas hace que 

la limpieza y desinfección haga uso de desinfectantes que muchas veces no 

son eficaces por el tipo de microrganismo que forma la biopelícula, como se 

demuestra con los estudios de Takahashi et á/. (5), mencionan que "las 

biopelículas formadas por Pseudomonas aeruginosa tienen resistencia contra 

los desinfectantes"; así como también "para Listeria monocytogenes (6) y 

Sthapylococcus aureus (7)". 

Los ovoproductos a medida que se trasladan por el proceso de su elaboración 

deben garantizar la exclusión de todo tipo de patógeno y es así que uno de 

los tratamientos que garantiza la eliminación de éste tipo de microorganismo 

es la pasteurización, de tal forma que Salmonella es el patógeno objetivo para 

el cual fueron diseñados los tratamientos de pasteurización de los huevos. 

Afortunadamente, el grupo de Salmonella no es especialmente 

termorresistente. Sin embargo, en los ovoproductos, rodeadas de proteínas y 

grasas, su termorresistencia aumenta. Forsythe (8), indica que "los tiempos y 

las temperaturas que destruyen a este patógeno coinciden o están próximos 

a las temperaturas que afectan de modo perjudicial a las propiedades físicas 

y funcionales de los ovoproductos. Las temperaturas de pasteurización 

recomendadas para los huevos líquidos que no se les añadieron aditivos 

alimentarios varían de 55.6 a 69°C, y los tiempos de exposición varían de 10 

a 15 minutos. Las temperaturas más bajas y los tiempos más cortos aumentan 

el riesgo de supervivencia de Salmonella, mientras que las temperaturas más 

altas y los tiempos más prolongados aumentan el daño a las propiedades 

funcionales del huevo ". 

Shafi et al. (9) reportaron que "en los huevos líquidos, la pasteurización reduce 

el recuento de mesófilos aerobios en 100 a 1,000 veces, generalmente hasta 

100 UFC/g. Los microorganismos sobrevivientes son en su mayor parte 

Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus y unos pocos bacilos Gram negativos". 

Payne et al. (10), averiguaron que "los microorganismos más importantes 
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después del calentamiento a 65°C durante 3 minutos eran Microbacterium 

lacticum y Bacillus spp. Ninguno de los aislamientos fue capaz de crecer a 

5°C, pero varios fueron capaces de crecer con rapidez relativa a 10 y a 15°C". 

Kline et al. (11) demostró que "en los intervalos de temperaturas de 54.4°C a 

56.7°C, una elevación de 2°C de la temperatura aumenta el daño 2.5-3 veces 

de las proteínas del huevo líquido, mientras que el porcentaje de destrucción 

de Salmonella solo aumenta 2 veces. La cinética de la pérdida de calidad 

frente a la destrucción de Salmonella junto con la formación de material 

coagulado en las placas del pasteurizador a temperaturas más elevadas, hace 

improbable que la clara de huevo inalterada fuera pasteurizada a 

temperaturas superiores a 60°C". 

La velocidad del crecimiento de Salmonella, en los ovoproductos, es rápido 

originando grandes poblaciones debido a las bondades que le ofrece el 

alimento. Las poblaciones del patógeno se incrementarán cuando el proceso 

de elaboración trascurre dentro de un manejo en donde la temperatura es 

dinámica, representan un serio peligro para el consumidor. Bradshaw et al. 

(12); Clay et al. (13), demostraron que "el huevo liquido pasteurizado 

almacenado a 10, 15, 20 y 25°C incrementaron en 5 ciclos logarítmicos el 

crecimiento de Salmonella en huevo entero, albumen y yema con azúcar. 

Otros autores han reportado el crecimiento en 2-5 ciclos logarítmicos de otros 

serotipos de Salmonella a temperaturas de 10 y 15°C respectivamente. Este 

mismo incremento se observó a temperaturas de 30, 37 y 42°C en huevo 

entero y yema con azúcar". 

Luego del tratamiento térmico de pasteurización el ovoproducto sufre un 

choque térmico de 4 °C, que si bien disminuye la población microbiana quedan 

aún microorganismos sobrevivientes. Si los parámetros de pasteurización no 

están debidamente aplicados y controlados es probable que células alterantes 

o patógenas puedan mantenerse viables durante el proceso de conservación 

a 4 °C. McMeekin et al. (14), reportaron que "las cinéticas de crecimiento e 
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inactivación de Salmonella entérica serotipo Typhimurium DT104 en distintas 

temperaturas de almacenamiento para huevo entero, albumen, yema con 

azúcar al 10% y yema con sal al 10%, demostraron una lenta inactivación de 

S. entérica var. Typhimurium conservados a 4°C logrando una reducción 

menor a 0.6 ciclos logarítmicos e indican que la contaminación en productos 

refrigerados y congelados posiblemente se deba a una contaminación 

postpasteurización". 

La termoresistencia de las bacterias está influido por el pH, por lo tanto las 

bacterias son resistentes cerca de su pH óptimo de crecimiento y menos 

resistentes a medida que este pH se desvía de ese óptimo. "Un huevo de 

gallina recién puesto tiene un pH comprendido entre 7.8 - 8.2. A medida que 

el huevo envejece, el pH se eleva hasta 9.1-9.6. Se ha indicado que ajustando 

el pH de la clara de huevo desde su nivel normal próximo a 9 a un valor 

comprendido en la escala 6.5- 6.7, aumenta al mismo tiempo la estabilidad de 

la clara de huevo y de Salmonella al calor, pero la estabilidad de Salmonella 

aumenta menos que la de la clara de huevo" (15). 

El deterioro del huevo líquido comúnmente es debido a contaminaciones post-

pasteurización teniendo en cuenta a las bacterias no formadoras de esporas 

psicrotolerantes que se originan por calentamiento inadecuado o post-

pasteurización. "Los microorganismos predominantes que sobreviven a la 

pasteurización son bacterias Gram-positivas, tales como Streptococcus, 

Enterococci y esporas de Bacillus (16). Sin embargo, las especies de Bacillus 

son las principales bacterias involucrada en eventos de deterioro del huevo 

entero líquido pasteurizado. Las esporas de Bacillus están presentes en 

niveles bajos en los productos de huevo pasteurizados, resisten la etapa de 

pasteurización. Dentro de éste género "B. cereus, es capaz de multiplicarse 

en el huevo entero líquido provocando eventos enzimáticos de deterioro. 

Estas bacterias son difíciles de eliminar debido a su resistencia al calor y sus 

fuertes capacidades de adherencia, que les permiten formar biofilms en 
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superficies industriales. Finalmente, algunas cepas psicrotróficas pueden 

crecer a temperaturas alrededor de 4 a 6 °C (17). 

Nacional 

Las referencias bibliográficas existentes mayoritariamente están enfocadas al 

proceso de elaboración del huevo líquido, priorizando mantener las 

propiedades de la matriz del huevo (clara y yema) y de ésta forma cumplir con 

los criterios de inocuidad aplicando temperaturas de pasteurización y choque 

térmico 4 °C al producto. 

Durante las operaciones para la obtención del huevo líquido pasteurizado, el 

principal foco de contaminación se produce durante el cascado, Muñoz (18) 

"determinó que en la etapa del cascado del huevo los niveles altos de 

contaminación que se producen disminuyen las propiedades de formación de 

espuma. El proceso de pasteurización tuvo la finalidad de disminuir la carga 

microbiana y a la vez incrementar las propiedades funcionales". 

Otros tipos de huevos como las de codornices también buscan su 

conservación utilizando diversos tratamientos como las conservas. "Se evaluó 

el efecto de sales y conservantes orgánicos en conserva de dicho huevo, 

durante su almacenamiento. Las mejores puntuaciones de las características 

sensoriales fueron las de 2% de sales con 0,25% de ácido cítrico y de 3% de 

sales con 0,25% de ácido málico. Esta alternativa de conservación incrementa 

en 8 meses la vida útil del producto con características sensoriales y 

microbiológicas apropiadas para la comercialización" (19). 

En un estudio realizado por Kobashikawa (20), "concluyó que los 

ovoproductos exportados fueron utilizados por su capacidad de formación de 

espuma, propiedades de gelificación, emulsificación, coagulación, poder 

ligante, capacidad de retención de agua, color, entre otros. Sin embargo, se 

observó que existen muchas aplicaciones que aún no han sido exploradas y 
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por lo tanto, existe un gran reto para aprovechar todas las propiedades tecno- 

funcionales de cada fracción del huevo". 

La comprensión de los parámetros que rigen el crecimiento de los 

microorganismos alterantes y patógenos en los alimentos puede ser útil para 

determinar su supervivencia, crecimiento y comportamiento en los alimentos 

y en el control de su proliferación. Los factores responsables del crecimiento 

microbiano pueden ser estudiados efectivamente con la ayuda de modelos 

predictivos (21,22). 

La microbiología predictiva utiliza una combinación de matemática, estadística 

y microbiología para predecir cuantitativamente el comportamiento de las 

poblaciones microbianas, resultando adecuados para la caracterización de 

representantes típicos de las poblaciones microbianas (23). Se han propuesto 

una serie de funciones matemáticas para describir las curvas sigmoides y se 

han utilizado para modelar el crecimiento en lotes de cultivos microbianos (14). 

Las aproximaciones modernas de la Microbiología Predictiva de Alimentos 

han tratado de entender y establecer un vínculo entre el crecimiento de 

microorganismos y los factores que regulan el crecimiento tales como la 

temperatura, pH, actividad de agua, potencial redox, etc. La gran mayoría de 

los modelos secundarios son modelos de tipo cinético (24,26), de los cuales 

el más comúnmente usado ha sido el modelo de Arrhenius. 

El uso de modelos predictivos para predecir el comportamiento de 

microorganismos frente a factores intrínsecos y extrínsecos ha sido más 

estudiada en el caso de los patógenos, sin embargo, son más reducidas las 

investigaciones que han desarrollado modelos predictivos referentes al 

comportamiento de microorganismo alterantes en alimentos (27) entre estos 

estudios encontramos el realizado por Rodríguez et al. (28); en el que evalúo 

el comportamiento del crecimiento de alterantes como Leuconostoc 

mesenteroides. 
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Diversas técnicas de predicción utilizando modelos matemáticos se aplican en 

la medida del crecimiento bacteriano y su correlación con factores 

extrínsecos. Zwietering et al. (29), "compararon varias funciones sigmoideas 

(logística, Gompertz, Richards, Schnute y Stannard) para describir una curva 

de crecimiento bacteriana. En los casos probados, la ecuación modificada de 

Gompertz fue estadísticamente suficiente para describir los datos de 

crecimiento de Lactobacillus plantarum y fue fácil de usar. 

El crecimiento de los microorganismos en los alimentos se ve afectado tanto 

por factores intrínsecos como por factores extrínsecos como la temperatura, 

el pH, el nitrito de sodio, el cloruro de sodio, la actividad del agua, los 

antimicrobianos y las condiciones de envasado en atmósfera modificada (30). 

Fu et. al (26) utilizó ecuaciones de Arrhenius y de raíz cuadrada para modelar 

el crecimiento de Pseudomonas fragi. Los modelos permitieron observar un 

efecto negativo significativo en la tasa de crecimiento de P. fragi., mientras 

que el efecto histórico fue positivo en la fase de retraso, en ciertas condiciones 

no isotérmicas. 

Actualmente el uso de la microbiología predictiva es útil para realizar estudios 

de crecimiento en situaciones no convencionales utilizadas para la 

conservación de los alimentos. Tradicionalmente se estima que la 

conservación a bajas temperaturas es una garantía para el control de los 

microorganismos, sin embrago, las investigaciones en estas condiciones de 

temperatura demuestras crecimientos significativos. 

Ohkochi et al. (31) "examinó la cinética de crecimiento de Listeria 

monocytogenes y flora natural en huevo líquido pasteurizado producido 

comercialmente a 4.1 a 19.4 °C, Los datos cinéticos experimentales se 

ajustaron al modelo de Baranyi y se estimaron los parámetros de crecimiento, 

tales como la tasa de crecimiento específico máximo (pmax), la densidad de 

población máxima (Nmax) y el tiempo de retraso (A). Como resultado de la 
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estimación de estos parámetros, encontramos que L. monocytogenes puede 

crecer sin problemas por debajo de 12.2 °C. Estos resultados sugieren que el 

modelo desarrollado aquí puede usarse para estimar la cinética y el rango de 

crecimiento de L. monocytogenes en huevos líquidos pasteurizados bajo 

temperatura refrigerada". 

Singh (32) desarrolló y validó un modelo dinámico para el crecimiento de 

Salmonella spp. en el huevo entero líquido bajo temperatura variable. Los 

datos de crecimiento a cada temperatura se ajustaron al modelo primario de 

Baranyi para estimar las tasas máximas de crecimiento correspondientes. Las 

tasas máximas de crecimiento obtenidas se representaron gráficamente en 

función de la temperatura y se modelaron usando el modelo Ratkowsky 

modificado. El modelo dinámico desarrollado fue validado para dos perfiles 

sinusoidales de temperatura, 5-15°C y 10-40°C y puede usarse para predecir 

el crecimiento de Salmonella spp. en huevo entero líquido bajo condiciones 

variables de la temperatura. 

Los modelos secundarios se utilizan para modelar el impacto de las 

condiciones ambientales, como Temperatura, pH, actividad del agua y 

factores responsables del crecimiento de bacterias sobre los valores de los 

parámetros de un modelo primario. Tasa máxima de crecimiento específico 

pmax y el tiempo de latencia (A),  son dos parámetros más importantes en el 

modelado de bacterias (30). 

Dentro de los modelos secundarios destacamos el modelo de Arrhenius. Esta 

ecuación es una expresión matemática que se utiliza para comprobar la 

dependencia de la constante de velocidad (o cinética) de un crecimiento 

microbiano con respecto a la temperatura a la que se lleva a cabo dicho 

crecimiento. La ecuación de Arrhenius fue originalmente usada para describir 

cómo la velocidad de una reacción química podía variar en función de la 

temperatura (33). Esta ecuación aporta el cálculo de la energía de activación 

(Ea) dada en KJoule/mol y el factor pre exponencial A que es una constante. 
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Al calcular la energía de activación, se logra determinar la sensibilidad que 

cada microorganismo presenta frente a los cambios térmicos. 

Huang et al. (34), desarrolló un modelo matemático para evaluar el efecto de 

la temperatura y la tasa de crecimiento microbiano combinando Arrhenius y la 

de Eyring-Polanyi, el cual fue validado usando una colección de 23 curvas de 

temperatura-crecimiento incluyendo Pseudomonas spp., Listeria 

monocytogenes, Salmonella spp., Clostridiunn perfringens, y Escherichia coli. 

El modelo se compara favorablemente con el Ratkowsky y la ecuación de 

Eyring. Sugiere que el modelo puede ser utilizado para describir la relación 

inherente entre Temperatura y tasas de crecimiento microbiano. 

Los parámetros experimentales y ambientales de un modelo pueden aplicarse 

para un producto en especial. De estos, la temperatura es normalmente 

considerada como el factor más importante en las reacciones de deterioro de 

los alimentos, especialmente, para la alteración microbiana donde la velocidad 

de crecimiento específico y la fase de latencia son altamente dependientes de 

la temperatura (35). 

2.2 Bases teóricas 

Modelo primario de Barangy y Roberts 

El modelo propuesto por Baranyi y Roberts (1994), descrito en la ecuación (2), 

es uno de los más extendidos para el modelado del crecimiento microbiano 

en la actualidad. Este modelo describe el crecimiento como una cinética de 

primer orden de ratio p(t), que varía en función de las condiciones ambientales 

y según la fase en que se encuentre la población. Durante la fase exponencial 

este coeficiente es igual a pmax, mientras que durante las fases de adaptación 

y estacionaria se reduce por medio de los coeficientes a (t) y y(t), ambos 

comprendidos entre cero y uno. 
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En este modelo se describe la fase de adaptación asumiendo que existe una 

sustancia ficticia P(t) que hace de cuello de botella. El crecimiento de esta 

sustancia sigue una cinética de Michaelis-Menten, lo que se ve reflejado en el 

parámetro a(t) tal y como define la ecuación (1). 

Modelo de Barangy y Roberts 

	

Y(t)
I- 	—1 +exp(gmax1)+exp(pmax.t) 

	

(1) Yinctx 	[ Ln 
-i+exp(umax.t)+exp(mmaxl+ymax-Y0) 

Modelo secundario de Arrhenius 

La ecuación de Arrhenius fue derivada empíricamente basada en 

consideraciones termodinámicas (Labuza et. al. (37) "describe la velocidad 

con que una reacción cambia cuando se emplean diferentes temperaturas 

conocidas (38). La forma más simple de esta ecuación es: 

-Ea 

K = Aernr o Lnk= LnA - 	 (2) 
RT 

Donde, k es la velocidad de reacción; A {(ufc/ml, g o cm2)/tiempo} es un factor 

pre-exponencial —parámetro a ser determinado (intercepto de "y" en una 

gráfica de Lnk vs 1/T) R es la constante de los gases (8.314 J mol-1 K-1), 

T es la temperatura absoluta (K), y Ea es denominada como la energía de 

activación de la reacción límite de velocidad-crecimiento (38). 

"Si en la ecuación anterior los valores de k son calculados a diferentes 

temperaturas y si el lnk es graficado contra 1/T, puede obtenerse una línea 

recta en la cual la pendiente (m) es igual —Ea/R" (24, 37, 39). 

Cuando "el modelo de Arrhenius es empleado para evaluar el efecto de la 

temperatura sobre el crecimiento microbiano, entonces k se transforma en la 

317  
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velocidad de crecimiento específico" (38, 35), y la ecuación de Arrhenius 

puede escribirse como: 

-Ea 
1.1 = Ae RT 
	

(3) 

2.3. Conceptual 

La información obtenida de esta investigación apoya la idea de que la 

conservación del huevo líquido pasteurizado conservados a bajas 

temperaturas pueden alterarse por la presencia de microorganismos 

mesófilos aerobios sobrevivientes al proceso de altas temperaturas y choque 

térmico frío. Desafortunadamente existe el constructo teórico que indica que 

a menor temperatura de conservación del ovoproducto mayor es el control de 

los microorganismos alterantes y aún se sigue usando sin haber sido 

adecuadamente definido operacionalmente en base a parámetros que son 

realizados por mecanismos y herramientas multimedia de la microbiología 

predictiva. Dado este vacío, en este estudio se propone considerar la 

velocidad de crecimiento, tiempo a adaptaciones a situaciones de estrés y 

estados fisiológicos de los microorganismos mesófilos para caracterizar su 

crecimiento y poder establecer los criterios para estimar la vida útil. 

2.4 definición de términos básicos funcionales a la investigación del problema 

Microbiología predictiva en alimentos (MPA) 

Se puede definir como el conocimiento detallado de las respuestas de 

crecimiento de los microorganismos presentes en los alimentos frente a los 

factores medioambientales que les afectan. Si la ecología microbiana de una 

operación de procesado o un producto alimentario son conocidos durante la 

distribución o almacenamiento, la supervivencia y/o crecimiento de un 

microorganismo de interés puede ser estimado, en base a una relación 

matemática entre la velocidad de crecimiento microbiana y las condiciones 

medio ambientales. Esto significa que se puede estimar la calidad y seguridad 

alimentaria monitorizando las condiciones de almacenamiento (temperatura, 

atmósfera gaseosa, etc.), olas propiedades intrínsecas del alimento (aw, valor 
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de pH, etc.) y posteriormente, aplicando una base de modelos predictivos (40). 

La microbiología predictiva se basa en la premisa de que las respuestas de 

las poblaciones de microorganismos a los factores ambientales son 

reproducibles y de este modo es posible, desde observaciones realizadas, 

predecir las respuestas de esos microorganismos en otras condiciones 

similares (23). 

Estado fisiológico (ho) 

Es la cantidad inicial de trabajo a realizar para adaptarse a las nuevas 

condiciones de crecimiento. Si hay algún trabajo que hacer, este trabajo se 

lleva a cabo progresivamente a una cierta velocidad, y cuando el trabajo se 

completa, la población entra en la fase de crecimiento exponencial. En 

cualquier momento, las fluctuaciones en el entorno pueden modificar la 

velocidad a la que se realiza el trabajo, pero también pueden aumentar la 

carga de trabajo. Por lo tanto, el sistema debe reiniciarse con un nuevo valor 

para comenzar un nuevo período de latencia. h(t) cuantifica la cantidad de 

trabajo que queda por hacer en el tiempo t, durante la adaptación, donde h(0) 

= ha es el valor inicial para cualquier tiempo cero elegido arbitrariamente. La 

relación entre la cantidad de una sustancia crítica (q) y la preparación teórica 

para crecer (a) con la cantidad de trabajo a realizar durante la fase de retraso 

(h) es: 

€1(i) 
"o --- -InEtt«)] 	In[14— -711 j 

(4) 

La fase de latencia. 

Es el resultado de una serie de procesos que tienen lugar cuando la célula se 

adapta a las nuevas condiciones. Si las células no están preparadas para 

crecer ola adaptación es lenta, la fase de latencia será duradera. "Es el tiempo 

de ajuste por el cual las células bacterianas se modifican por si mismas para 

sacar ventaja del nuevo ambiente e iniciar el crecimiento exponencial" (41). 
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"Las células se adaptan a su nuevo entorno induciendo o reprimiendo la 

síntesis y actividad de determinadas enzimas, iniciando la replicación de su 

material genético, y en el caso de las esporas, diferenciándose en células 

vegetativas" (42). Se considera tres fases que tienen una correspondencia 

directa con las fases definidas inicial, transición y exponencial que quedan 

expresadas de la siguiente manera: 

Fase inicial (Fi(N)), t 5 ti 

N = No 	 (5) 

Fase de Transición (Fr(m), ti t b 

N = No. ea/ 2 (t'Y 	 (6) 

Fase Exponencial (FExp ), t b 

N = No. ea/2  ("02. eil EXP (t-t2) 

	

(7) 

donde, ti es el momento en el que tiene lugar la primera división y cuando, por 

lo tanto, la cultura entra en la llamada fase de transición, y t2 es el comienzo 

de la fase exponencial. 

Tiempo de generación 

El tiempo de generación es el tiempo necesario para que se duplique una 

población bacteriana. Según Stanier y col (43) lo define como "el tiempo 

requerido para que todos los componentes del cultivo aumenten en un factor 

de 2. Durante este periodo de generación el número de células y la masa 

celular se duplica". Muchas bacterias tienen tiempos de generación de 1-3 
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horas, conociéndose pocos microorganismos que crezcan muy rápidamente 

dividiéndose en menos de 10 minutos. Otras tienen tiempos de generación de 

varias horas o incluso días en condiciones más o menos cercanas a las 

óptimas. "El tiempo de generación es útil como indicador del estado fisiológico 

de una población celular, y es usado con frecuencia para comprobar el efecto 

negativo o positivo de un determinado tratamiento sobre un cultivo 

bacteriano". (44). 

Velocidad de crecimiento 

El crecimiento se define como un incremento del número de células 

microbianas o de la masa microbiana en una población. En consecuencia, "la 

velocidad de crecimiento es el cambio en número de células o de la masa 

celular por unidad de tiempo" (45). "Un cultivo microbiano creciendo en 

equilibrio imita una reacción autocatalítica de primer orden, es decir, la 

velocidad del aumento de bacterias en un tiempo dado es proporcional al 

número o masa de bacterias presentes durante ese tiempo" (43). La tasa del 

crecimiento exponencial (velocidad) de un microorganismo influyen dos 

conjuntos de factores: las condiciones ambientales (temperatura, pH, 

composición del medio), y las características genéticas del microorganismo 

(44). 

Tasa máxima de crecimiento (pmax) 

Es la velocidad máxima de crecimiento microbiano por unidad de tiempo. Es 

un parámetro tan constante como lo es el tiempo de generación y depende 

exclusivamente del microorganismo y de las condiciones del medio de 

crecimiento. El valor pmax puede calcularse gráficamente, a partir del ángulo 

formado por la tangente y el eje de las abscisas en la recta imaginaria que 

coincide con la porción recta de la curva de crecimiento y matemáticamente 

puede calcularse de la siguiente manera: 

pmax = (Ln X — Ln X0) / (TX — Lag) 	 (8) 
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dónde: Ln XO es la concentración microbiana inicial, Ln X es la concentración 

microbiana en un momento determinado del crecimiento exponencial y TX el 

tiempo transcurrido desde la inoculación hasta el momento del recuento que 

da X y, Lag, fase de latencia. 

Coeficiente de determinación (R2) 

El R2  da una idea del ajuste total conseguido, midiendo la fracción de la 

variación, alrededor de la media, que es explicada por el modelo, es decir 

mide la proporción de la variabilidad total de la variable dependiente respecto 

a su media que es explicada por el modelo de regresión. El valor más cercano 

a 1 significa una mejor predicción obtenida por ese modelo (46). 

III. HIPÓTESIS Y VARIABLES 

3.1. Formulación de la hipótesis 

Hipótesis general: 

La determinación del efecto térmico sobre la cinética del crecimiento de 

los microorganismos mesófilos aerobios en el huevo líquido pasteurizado 

permitirá estimar el tiempo de vida útil mediante el modelo de Arrhenius. 

Hipótesis específicas 

1. Los parámetros cinéticos del crecimiento de los microorganismos 

mesófilos aerobios obtenidos mediante el modelo primario Barangy y 

Roberts.se  modifican por efecto de temperaturas de -10 °C, 0 °C y 

10°C. 

31 



El estado fisiológico de los microorganismos mesófilos aerobios 

presente en el huevo líquido pasteurizado es dependiente de la 

temperatura. 

La cinética de adaptación (Fase Lag) de los microorganismos 

mesófilos aerobios presente en el huevo líquido pasteurizado es 

función de la temperatura. 

El tiempo de vida útil del huevo líquido pasteurizado determinado por 

el modelo de Arrhenius está relacionado a la velocidad del crecimiento 

de los microorganismos mesófilos aerobios. 

3.2. Definición conceptual de variables: 

Variable Independiente: 

Efecto térmico: es la condición experimental que se manipulará y causará 

cambios en la cinética del crecimiento de los microorganismos mesófilos 

aerobios del huevo líquido pasteurizado 

Variable Dependiente: 

La estimación de la vida útil: es la variable que depende de los valores de los 

parámetros cinéticos del crecimiento de los microorganismos mesófilos 

aerobios presentes en el huevo líquido pasteurizado, como respuesta al efecto 

de la temperatura para ser modelado con la ecuación de Arrhenius 
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3.2.1. Operacionalización de variables: 

VARIABLE DIMENSI 

ONES 

INDICADOR 

ES 

INDICES METODO TECNICA 

Dependie Conserv Tiempo del Velocidad Abuso de Cálculo 

nte ación crecimient de temperat Energía 

o crecimient uras activación 

Vida útil microbiano o 

microbiano 

(Ea) 

Modelamient 

Arrhenius 

lndependi Factor Resistenci pmax= Log Numerad Cultivo en 

ente de 

crecimie 

a, 

inhibición o 

UFC/g/h 

Á= Horas 

ón de 

Mesófilos 

placa 

Siembra por 

Efecto nto muerte Tg= Horas aerobios inmersión 

térmico celular en Numeración 

-10 °C, O 

°C, 10 °C 

Log 

UFC/mL 

medios 

de cultivo 

en Placa 

Modelo de 

Barangy y 

Roberts 

IV. DISEÑO METODOLÓGICO 

4.1. Tipo y diseño de la investigación 

La investigación realizada es de tipo experimental y su diseño se caracteriza 

por establecer 3 grupos experimentales que recibieron tratamientos de 

temperaturas -10 °C, O °C y 10 °C. 
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El diseño experimental se esquematiza de la siguiente manera: 

Grupo 	Tratamiento 	Medición de la 

experimental 	 variación 

Gel 	X1 	01, 02 03...0 n 

Ge 2 	X2 	01, 02 03... O n. 

Ge 3 	X3 	01, 02 03. O n 

4.2. Método de Investigación. 

Se utilizó el método de investigación empírica que dirigió la investigación a 

utilizar una serie de procedimientos experimentales prácticos con el objeto de 

revelar el comportamiento de microorganismos aerobios mesófilos que 

sobreviven a los procesos de la pasteurización en el huevo líquido cuyas 

características fundamentales y sus relaciones esenciales de puedan 

modificar y que pueda ser accesibles a la observación sensorial. 

La investigación empírica permitió hacer investigación referente a su 

problemática, tomando experiencias de otros investigadores, para poder 

realizar el análisis previo de la problemática y de ésta forma verificar y 

comprobar los conceptos o criterios teóricos y sus relaciones de causalidad, 

apoyándose en la observación y la experimentación. 

Parte de la investigación utilizó el método de la modelación que opera en 

forma práctica o teórica con un objeto, no en forma directa, sino utilizando 

cierto sistema intermedio, auxiliar, natural o artificial. En éste método se crean 

abstracciones con el objetivo de explicar la realidad. Los modelos utilizados 

analizaron el número, cantidad o extensión del crecimiento de los 

microorganismos mesófios aerobios en el huevo líquido pasteurizado 

almacenado a bajas temperaturas, que permitió a la comprensión del 

funcionamiento del ovoproducto y se resuelve a través de los números, es 

decir las matemáticas. 
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Los métodos empleados se valieron de la relación de los factores intrínseca y 

extrínseca del huevo líquido pasteurizado que determinan su estructura y su 

dinámica. De ésta forma la investigación experimentó la dinámica de 

crecimiento de bacterias presentes en el huevo líquido pasteurizado a 

temperaturas de refrigeración y congelación y por cada una de ellas, se 

obtuvo parámetros cinéticos del crecimiento: Velocidad de crecimiento (pmax), 

Tiempo de latencia (A) y Tiempo generacional (Tg) utilizando el modelo 

Barangy y Roberts. 

Para la estimación del tiempo de vida útil se elaboraron curvas de crecimiento 

a temperaturas de abuso de 15, 25 y 35 °C que permitieron determinar la 

velocidad de crecimiento (pmax) para la obtención de la energía de activación 

(Ea) y determinar el tiempo de vida útil según el modelo secundario de 

Arrhenius. 

4.3. Población y Muestra 

Población 

La población está representada por 6 litros de huevo líquido pasteurizado que 

sirvieron de sustrato para los fines experimentales del presente estudio. 

Muestra 

Para efectos de la investigación la muestra a obtenerse fue del mismo tamaño 

de la población en donde todo el volumen de huevo líquido pasteurizado 

obtenido tuvo posibilidad de ser ensayada manteniendo poblaciones 

microbianas convenientemente distribuidas que permiten hacer 

generalizaciones a partir de los resultados de la muestra con respecto a la 

población microbiana. 
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4.4. Lugar de estudio y periodo desarrollado 

Laboratorio de Ciencias. Facultad de Ciencias Naturales. Universidad 

Nacional del Callao. Periodo 2017-2019 

4.5. Técnicas e instrumentos para la recolección de la información 

4.5.1. Análisis microbiológico del huevo líquido pasteurizado con choque 

térmico de 4 °C y almacenado a 4 °C. 

Muestras de 1 litro de huevo pasterizado con choque térmico a 4 °C, 

almacenado a la misma temperatura, se tomaron de cada lote de producción 

durante 12 meses, para determinar el número de UFC/mL de Mesófilos 

aéreos, enterobacterias y bacterias ácido lácticas. 

Para los análisis respectivos en las muestras del producto se siguieron las 

técnicas de Recuento en placa de aerobios mesófilos, enterobacterias y 

bacterias ácido lácticas (48). 

4.5.2. Acondicionamiento del huevo líquido pasteurizado obtenido 

industrialmente. 

Se dispuso de 6 litros de huevo líquido pasteurizado, proveniente de una 

industria de ovoproductos, los cuales fueron repartidos, en condiciones de 

esterilidad, en 3 matraces de vidrio estériles colocando 2 litros en cada uno. 

Cada frasco con 2 litros de huevo líquido pasteurizado se almacenaron a 

temperaturas experimentales de -10 °C, O °C y 10°C, respectivamente; 

utilizando un congelador vertical GFL 6483, graduación O — 20 °C y cámara 

refrigeradora, EC4-10GD graduación 0- 15 °C, 10 p3, Marca: So-Low. 
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4.5.3. Determinación de los parámetros cinéticos del crecimiento del grupo de 

microorganismos mesófilos aerobios a temperaturas: -10 °C, O °C y 10°C 

utilizando el modelo primario Barangy y Roberts. 

Se establecieron 3 grupos experimentales con las siguientes características: 

Grupo experimental 1 (GE1) contiene 2 L huevo líquido pasteurizado y 

almacenado a -10 °C. 

Grupo experimental 2 (GE2) contiene 2 L huevo líquido pasteurizado y 

almacenado a O °C. 

Grupo experimental 3 (GE3) contiene 2 L huevo líquido pasteurizado y 

almacenado a 10 °C. 

4.5,4. Obtención de las curvas de crecimiento. 

Para cada grupo experimental, se dispuso de un matraz estéril de 3 L con tapa 

rosca en el cual se dispensó 2 L de huevo líquido pasteurizado, recién 

elaborado. Inmediatamente se retiró tres volúmenes (To) de 1 mL cada una 

luego, en forma separada, se depositaron en una placa estéril agregándole de 

inmediato 12 -15 mL de agar Plate Count (Merck). Se dejó en incubación en 

aerobiosis a temperatura de 30 °C por un periodo de 24 a 72 horas 

continuando con su respectiva numeración de colonias y cuantificación 

expresando el resultado en UFC/mL. 

Transcurrido un periodo de 2 días se tomaron tres muestras de 1mL y se 

procede de la misma forma que el volumen To. Se continúa tomando muestras 

cada 2 días hasta completar 12 iteraciones que cubrió un periodo de 24 días. 

Los valores del crecimiento expresados en UFC/g fueron convertidos a Log 

UFC/mL y relacionados con el función del tiempo correspondiente para 

elaborar las curvas de crecimiento con la finalidad de lograr el ajuste de los 

datos con el modelo matemático de Barangy & Roberts contenido en el 

Programa DMfit COMBASE v.2017. 
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El ajuste de los datos experimentales para la obtención de la curva de 

crecimiento se realizó con del modelo de Barangy & Roberts que permitió 

obtener la fase de adaptación o fase Lag (A), la tasa máxima de crecimiento 

exponencial (pm) y el tiempo de generación (Tg), como descriptores 

microbiológicos y de ésta manera poder ser utilizados en la predicción de la 

población existente, en un tiempo determinado, en el huevo líquido 

pasteurizado. 

4.5.5. Caracterización de la cinética de adaptación (Fase Lag) de los 

microorganismos mesófilos aerobios presente en el huevo líquido 

pasteurizado conservado a -10, 0 y 10 °C. 

El tiempo de latencia o fase de adaptación o fase Lag (A) se obtuvo del ajuste 

de las curvas de crecimiento a -10, 0 y 10 °C utilizando el modelo matemático 

de Barangy & Roberts contenido en el Programa DMfit COMBASE v.2017. 

4.5.6. Determinación del Estado fisiológico de los microorganismos mesófilos 

aerobios presentes en el huevo líquido pasteurizado conservado a -10, 0 y 

10 °C. 

Conociendo el periodo de tiempo necesario para cubrir la fase de latencia o 

adaptación y la velocidad del crecimiento se determinó el estado fisiológico de 

los microrganismos mesófilos aerobios presentes en el huevo líquido 

pasteurizado, frente a las condiciones de temperaturas de -10, 0 y 10 °C. 

El estado fisiológico se estimó con la ecuación: ho = 10^(-lag (A)* pmax) 

4.5.7. Determinación del tiempo de vida útil del huevo líquido pasteurizado en 

función a los microorganismos mesófilos aerobios utilizando el modelo de 

Arrhenius 

Se implementaron tres ensayos de crecimiento de los mesófilos aerobios 

presentes en el huevo líquido pasteurizado a temperaturas de abuso de 15, 
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25 y 35 °C con la finalidad de obtener la velocidad de crecimiento (p) para 

cada temperatura. 

Se graficó el Lnp de cada temperatura y se relacionó con la inversa de cada 

temperatura absoluta (1/T). 

Cuando se graficó de esta forma, la pendiente de la recta (m) que se obtiene 

es igual a: —Ea/R (y que por tanto Ea = —m*R, que en todos los casos será 

positiva); y el intercepto en el eje "y" cuando X=0 es el factor pre-exponencial 

en logaritmo (LnA). 

Una vez obtenidos los parámetros se procedió a calcular la velocidad de 

crecimiento (p) a 4°C (277°K) reemplazando las constantes en la ecuación de 

Arrhenius. 

Finalmente, se procedió a estimar la vida útil a 4°C, utilizando el valor límite 

permisible "m y M" exigido dentro de los Criterios microbiológicos por DIGESA 

Considerar que por cada día se incrementa X Ln ufc/nril (recordemos que p se 

obtiene del Ln ufc/ml vs tiempo (días), entonces el tiempo en se alcanzará el 

valor m ó M será el tiempo de vida útil 

4.6. Análisis y procesamiento de datos. 

Calidad microbiológica del huevo líquido pasteurizado con choque térmico 

de 4 °C y almacenado a 4 °C. 

Se obtuvieron 12 muestras de huevo líquido pasteurizado elaborado 

industrialmente a los cuales se les dio un tratamiento de Estadística 

descriptiva para obtener el promedio, desviación estándar y el coeficiente 

de variación (%), que es una medida estadística que permite dar 

información sobre la dispersión relativa de las Unidades Formadoras de 

Colonia (UFC/mL) de los microorganismos mesófilos aerobios, presentes 
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en cada muestra mensual de huevo líquido pasteurizado. El cálculo de su 

valor proviene de la división de la desviación estándar entre el valor 

promedio del conjunto; y se expresa en porcentaje. 

Se comparó el número de UFC/mL a las 24 y 48 horas en cada muestra 

analizada aplicando la distribución t (de Student) que determinó la 

diferencia entre dos varianzas muestrales de dos poblaciones pequeñas. 

Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios en huevo líquido 

pasteurizado conservado a 4 °C. 

El Modelo de Barangy & Roberts, contenido en el programa ComBase, 

ajusta los datos experimentales reportando los parámetros de crecimiento 

y el estadístico coeficiente de correlación (R2) que indica que 

estadísticamente los valores experimentales de UFC/mL bacteriano y 

Tiempo a temperatura constante de 4 °C, tienen alto nivel de confianza. 

Determinación de los parámetros cinéticos, del crecimiento de 

microorganismos mesófilos aerobios a temperaturas de -10 °C, O °C y 

10°C, mediante el modelo primario Barangy & Roberts, 

El Modelo de Barangy & Roberts, contenido en el programa ComBase, 

ajusta los datos experimentales reportando los parámetros de crecimiento 

y el estadístico coeficiente de correlación (R2) que indica que 

estadísticamente los valores experimentales de UFC/mL bacteriano y 

Tiempo a temperaturas de -10 °C, O °C y 10 °C, tienen alto nivel de 

confianza. 

Caracterización de la cinética de adaptación de los microorganismos• 

mesófilos aerobios presente en el huevo líquido pasteurizado conservado 

a -10, O y 10°C. 
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El ajuste de los datos experimentales por el modelo de Barangy & Roberts, 

presenta el tiempo de adaptación o latencia (A) así como el correspondiente 

estadístico coeficiente de correlación (R2) que indica que estadísticamente 

los valores experimentales de UFC/mL bacteriano y Tiempo a temperaturas 

de -10 °C, o °C y 10 °C, presentan típicos periodos de adaptación con alto 

nivel de confianza. 

Las velocidades de crecimiento (pmax), que corresponden a las 

temperaturas de -10 ° C, O ° C y 10 ° C, fueron comparadas mediante el 

Análisis de Varianza con un nivel de confianza a= 0.05. Pone a prueba la 

hipótesis de que las medias de dos o más poblaciones son iguales. Se 

evalúo la importancia del factor temperatura al comparar las medias de la 

variable velocidad de crecimiento, en los diferentes niveles de 

temperaturas. 

La determinación del estado fisiológico (ha) de los microorganismos 

mesófilos aerobios presente en el huevo líquido pasteurizado conservado 

a -10, 0 y 10 °C, fue calculado a partir de la siguiente fómula: ho = 10^(-lag 

(A)* pmax). Sus resultados fueron comparado mediante el Análisis de 

Varianza con un nivel de confianza a= 0.05. 

Determinación del tiempo de vida útil del huevo líquido pasteurizado en 

función a los microorganismos mesófilos aerobios utilizando el modelo de 

Arrhenius 

Se determinó la relación de las velocidades de crecimiento (p Ln UFC/mL) 

y temperaturas de abuso de 15 °C, 25 °C y 35 °C, expresadas en 1/°K con 

la finalidad de obtener las energías de activación (Ea) y el factor pre-

exponencial (A) que son las constantes del modelo de Arrhenius. El 

coeficiente de determinación (R2) determinó que estadísticamente la 

relación p (Ln UFC/mL) y 1/°K tiene un elevado grado de confianza. 
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A partir de estos valores se calculó las constantes del modelo de Arrhenius 

que permitió la estimación del tiempo de vida útil de huevo líquido 

pasteurizado. 

V. RESULTADOS 

5.1. Resultados descriptivos 

5.1.1. Calidad microbiológica del huevo líquido pasteurizado con choque 

térmico 4 °C 

El huevo líquido pasteurizado con choque térmico 4 °C, normalmente continúa 

conservado a 4 °C y es comercializado en envases de 20 litros. Las 

condiciones establecidas por la normatividad vigente para su elaboración se 

cumplen basados en las buenas prácticas de manufactura y aplicación del 

sistema de Análisis de peligros y puntos críticos de control. Pocas son las 

oportunidades de reclamos por el consumidor por recibir productos que 

presentan alteraciones físicas, en primer lugar, y microbiológicas en segundo 

lugar, sobre todo parlas manifestaciones en cambios de olor, color y textura., 

En la figura N° 1, se muestran los resultados de los ensayos microbiológicos 

que determinaron el número de los microorganismos mesófilos aerobios 

(MMA) presentes en el huevo líquido pasteurizado con choque térmico a 4 °C, 

durante la producción del año 2017, periodo en el cual se analizaron 120 

muestras que corresponden a un número igual de lotes. Se observó que la 

lectura del cultivo para la numeración de colonias a las 24 horas alcanzan un 

promedio de 112 ± 2.35 UFC/mL, con un coeficiente de variación de 2.10%; 

mientras que las lecturas de las mismas a las 48 horas logran un promedio de 

585 ± 6.67 y un coeficiente de variación de 1.14 %UFC/mL. Este cambio, 

insensible, demostró que el indicador microbiológico se incrementa en función 

del tiempo, tanto en número como en géneros bacterianos. 
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Este comportamiento cultural indica que existen grupos bacterianos, en las 

muestras, que tienen una adaptación al medio de cultivo en forma tardía. Por 

otro lado, todos los resultados de los ensayos de cultivo aplicados a las 

muestra de todos los lotes analizados mostraron un carga de 102  UFC/mL de 

mesófilos aerobios; siendo el valor límite permisible <104  UFC/mL (R.M.007-

2008 DIGESA). 

Comparativamente se demuestra que existe una diferencia estadísticamente 

significativa. (p<0.05) entre el número de mesófilos aerobios presentes en el 

cultivo por 24 y a las 48 horas; siendo el tiempo, el factor de la diferencia. 

Figura N° 1. Presencia de bacterias mesófilas aerobias en 
Lotes de huevo líquido pasteurizado y enfriado 4 °C, 

cultivadas por 24 y 48 hrs 

4.50 

4.00 
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0.50 
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Fuente: Elaboración propia 

5.2. Resultados inferenciales. 

Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios en huevo líquido 

pasteurizado conservado a 4 °C. 
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La figura N° 2, muestra el crecimiento de los MMA (log UFC/mL) en huevo 

líquido que sobrevivieron al efecto de la temperatura de pasteurización y 

choque térmico a 4°C, para luego continuar su almacenamiento a la misma 

temperatura. La curva expresa una aparente crecimiento de tipo lineal; sin 

embargo, al ser sometido al modelo primario de Barangy & Robert se visualiza 

una fase de latencia o adaptación, seguida de una fase logarítmica, sin 

diferenciación clara de la fase anterior, cuyo final no se alcanza al término de 

los 21 días de conservación a 4 °C. Si se grafica la relación Log UFC/mL y 

días, considerando que el límite máximo permisible de MMA es <104, significa 

que aproximadamente el día 9.00 la población de mesófilos aerobios habrían 

llegado al límite permisible y es probable que el producto ingresó a una etapa 

de alteración o deterioro de sus cualidades físico-químico y microbiológico. 

Figura N° 2. Crecimiento de Microorganismos Mesófilos 

Aerobios (Log UFC/g) presentes en muestras de lotes 

industriales de huevo líquido pasteurizado y almacenado 

a4° durante 21 dias 

Fuente: Elaboración propia 

Con la finalidad de caracterizar el crecimiento de MA, en la Tabla N°2, se 

muestran sus parámetros, demostrándose que posee una fase de adecuación 

o latencia con una duración de 2.498 ± 0.293 días, seguida de una fase 

logarítmica que se desarrolla a una velocidad (pmax) de 0.11 ± 0.002 Log 
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UFC/mUh que indica un desarrollo lento pero favorable que les permite lograr 

un incremento poblacional final de 4.11 Log UFC/mL ± 0.165. Bajo estas 

condiciones de crecimiento, el tiempo en el cual se establece la velocidad 

absoluta de crecimiento es a las 10.86 ± 0.301 días, que es aproximadamente 

coincidente con el tiempo en el cual se inicia el deterioro del producto, según 

se observa en la Figura N° 2. 

El coeficiente de correlación (R2) = 0.987 para este crecimiento, indica que 

estadísticamente que los valores experimentales tienen alto nivel de 

confianza, de tal forma que los valores de la variable población es dependiente 

de la variable tiempo, cuando la conservación es a temperatura constante de 

4 °C. La ecuación del crecimiento para las condiciones experimentadas queda 

expresada como: y=2.82+4.11*exp(-exp(-0.11*(x-10.86))) 

Tabla N° 1. Parámetros del crecimiento de bacterias 

mesófilas aeróbicas en huevo líquido pasteurizado de 

lotes industriales conservado a 4 °C. 

Población inicial (UFC/mL) 2.82 

Velocidad de crecimiento (Log UFC/m/h 0.11 

Incremento de la población 4.11 

Tiempo máximo velocidad absoluta 10.86 

Fase latencia (h) 2.85 

Coeficiente correlación 0.987 

Fuente: Elaboración propia 

Como consecuencia de las observaciones anteriormente mostradas, se hace 

necesario establecer en qué medida el crecimiento de los microorganismos 

MMA durante 14 días afectaron los parámetros de calidad del huevo líquido 

pasteurizado y conservado a 4 °C tales como los sólidos totales (%) y pH. La 

tabla N° 3, presenta a los tres eventos de cambio en función del tiempo de 14 
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días. El pH tuvo una variación promedio de -0.056/día y los sólido totales - 

0.321/día; es decir, el pH del huevo líquido se desplaza al lado ácido o 

acidificando y los sólidos totales se vienen hidrolizando perdiendo humedad 

al estar en un ambiente frio y seco. Estos cambios se traducen en una 

alteración del huevo líquido pasteurizado conservado a 4 °C desde el primer 

momento y que aproximadamente el 8vo día el cambio es más rápido 

coincidiendo con el incremento en la velocidad de crecimiento de MA. El 

coeficiente de variación (/o) indica que la pérdida de los valores iniciales, tanto 

para el pH y sólidos totales es -1.283/día y -1.592/día, respectivamente, por 

efecto de un cambio en la velocidad de crecimiento de MA a razón de 1.141 

Log UFC/mUdia. (Figura N° 3). 

Tabla N° 2. Descripción de la velocidad del cambio del pH, sólidos 

totales (%) y velocidad de crecimiento de Mesófilos aerobios en huevo 

líquido pasteurizado y conservado a 4 °C por 14 días 

Valores y Estadísticos A pH 
A Sólidos 

Totales 

A 

Log UFC/g 

Valor Inicial (to) 7.56 26.00 2.00 

Valor Final 6.83 22.00 3.59 

Media -0.056 -0.321 0.12 

Desviación estándar 0.072 0.477 0.14 

Coeficiente Variación (%) -1.283 -1.592 1.14 

Fuente; Elaboración propia 
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Figura N° 3. Variación del pH y Sólidos totales (%) durante 

el crecimiento (Log UFC/mL) de mesófilos aerobios en 

huevo líquido pasteurizado conservado a 4 °C 
0.4 
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Fuente: Elaboración propia 

Determinación de los parámetros cinéticos, mediante el modelo primario 

Barangy & Roberts, del crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios 

a temperaturas de -10 °C, o °C y 10°C 

Las normas peruanas de inocuidad recomiendan restringir el crecimiento 

microbiano en los ovoproductos mediante estrategias para minimizar las 

posibilidades de oportunidad de contaminación y de ésta forma poder evitar 

causar brotes de enfermedades en los consumidores. Por lo tanto se requiere 

de una rápida refrigeración del huevo líquido a una temperatura de 4°C. Sin 

embargo, la tecnología de refrigeración de huevo líquido comercial actual no 

puede bajar instantáneamente las temperaturas internas a 4 ° C; además, que 

esta temperatura está destinada para controlar bacterias sobrevivientes a los 

efectos de pasteurización, pero su eficiencia estará en parte influenciada por 

el potencial de los contaminantes para sobrevivir y multiplicarse antes de que 

se alcancen las temperaturas que inhiben el crecimiento o adaptarse a esa 
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temperatura para proseguir multiplicándose lentamente a través del tiempo de 

conservación. 

Teniendo como base las manifestaciones de los micoorganismos mesófilos 

aerobios (MA) de poder sobrevivir los efectos térmicos de pasteurización y 

poder crecer a temperaturas de refrigeración se implementaron ensayos para 

obtener los parámetros cinéticos •a temperaturas de — 10 °C, 0°C y 10 °C, 

durante un periodo de 144 horas. 

En la figura N° 4 se observa que el crecimiento de los MMA en huevo líquido 

pasterizado y sometido a las temperatura de -10 °C, O °C y 10 °C son de tipo 

sigmoideo, evidenciando que existe dentro de esas curva las tres fases del 

crecimiento típico de los diferentes grupos bacterianos que pueden existir 

como sobrevivientes del proceso de pasteurización, haciéndose posible esta 

visualización mediante el ajuste de los datos experimentales con el modelo de 

Barangy & Roberts. 

La tabla N° 4, contiene los datos que corresponde a la variación poblacional 

que se produce cuando se estima el crecimiento a bajas temperaturas, 

observándose que éste se incrementa en 0,985 Log UFC/mL, 1.984 Log 

UFC/mL y 3.337 Log UFC/mL, durante un periodo de tiempo de 144 días, para 

las temperaturas de -10 °C, O °C y 10 °C. En todos los tratamientos 

experimentales las concentraciones poblacionales obtenidas se encuentran 

dentro de la norma de inocuidad que considera como límites permisible 

poblaciones de <4.00 Log UFC. El ajuste de los datos experimentales de Log 

UFC/mL cada 12 horas fue realizado mediante el uso del modelo de Barangy 

& Roberts, contenido en el programa predictivo Combase, mostrando una 

curva de crecimiento con un coeficiente de determinación (R2) 0.992 ± 0.036, 

0.998 ± 0.033, 0.995 ± 0.0967, respectivamente, para cada una de la 

temperaturas ensayadas; interpretándose que la proporción de variación de la 

variable crecimiento es explicada por la variable tiempo y de ésta manera 

determinar que la calidad del modelo es el adecuado para explicar el evento. 
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FIGURA N°4. Crecimiento de Bacterias Aerobias Mesófilas 

(Log UFC/mL) en huevo líquido pasteurizado conservado 

a temperaturas -10 °C, O °Cy 10 °C, según 
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Fuente: Elaboración propia 

Tabla N° 3. Incremento de la población de bacterias mesófilas aerobias en 

huevo líquido pasteurizado conservado a -10 °C, O ° C Y 10 °C 

Poblaciones -lo ct 0°C 10°C 

2.15 2.0803 1.931 
Población Inicial UFC/g (No) 

t 0.017 t 0.048 t 0.059 

3.135 4.0652 5.268 
Población Final UFC/g (NO 

t 0.029 t 0.039 t 0.048 

0.985 1.9849 3.337 
Variación de la Población UFC/g (AN) 

±0.012 ±0.017 ±0.011 

0.992 0.998 0.995 
Coeficiente de determinación (R2) 

t 0.036 t 0.033 t 0.067 

Fuente: Elaboración propia 
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Caracterización de la cinética de adaptación de los microorganismos 

mesófilos aerobios presente en el huevo líquido pasteurizado conservado a - 

10,0 y 10°C. 

La Tabla N° 5 muestra los datos que evidencian el crecimiento de las MMA a 

bajas temperaturas de conservación a -10 °C, O °C y 10 °C, requieren de una 

descripción a través de sus parámetros de crecimiento cinético. El crecimiento 

a temperaturas de -10 °C aparentemente pareciera una manifestación de 

sobrevivencia sin actividad de incremento poblacional o actividad enzimática, 

que puede ser expresado matemáticamente en forma lineal; sin embargo el 

seguimiento del incremento poblacional cada 12 horas permitió observar que 

existe una fase de latencia con una duración de 42.42 ± 3.26 horas; en tanto 

que, el crecimiento a 0°C y 10 °C, los parámetros se manifiestan 

representando una típica curva sigmoidea, caracterizándose por presentar 

una etapa de latencia o adaptación de 22.78 y 15.74 horas, respectivamente. 

La fase de Latencia está relacionado a la velocidad de crecimiento para cada 

temperatura experimentada, y es conocido que cuanto menor es la 

temperatura mayor es la inactivación de la carga microbiana presente en los 

alimentos. Existe escasa literatura que explique el comportamiento fisiológico 

de los MMA y si las hay es referido dentro del concepto de contaminación 

cruzada o BPM o HACCP. Se observó que la velocidad de crecimiento es de 

poca dimensión qué solo pudo ser puesto de manifiesto mediante el uso del 

Modelo de Barangy & Roberts mostrando valores de 0.012 Log UFC/mUh, 

0.023 Log UFC/mUh y 0.038 Log UFC/mUh para las temperaturas de -10 °C, 

O °C y 10 °C, respectivamente. 
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Figura N° 5. Fase de latencia (A) de Microorganismos 

Mesófilos Aerobios en huevo líquido pasterizado 

conservado a -10 °C, O °C, 10 °C. 

Fuente: Elaboración propia 

Tabla N° 4. Fase de latencia o adaptación (A) y Velocidad de 

crecimiento (pmax) de Microorganismos mesófilos aerobios en 

Huevo líquido pasterizado conservado a -10 °C, 0 °C y 10 °C 

Temperatura 
Fase de crecimiento 

-10°C 0°C 10°C 

Fase lag (A) o adaptación 42.419 22.783 15.96 
(h) ± 3.257 ± 3.906 ± 3.006 

Velocidad crecimiento 0.012 0.023 0.038 
(pmax) Log UFC/mUh ± 0.0006 ± 0.0006 ± 0.0013 

Fuente: Elaboración propia 

La velocidad de crecimiento (pmax) de los MMA en huevo liquido pasteurizado 

y conservado a temperaturas de -10 °C, O °C, 10 °C fue 0.012, 0.023, 0.038 

Log UFC/mUh y la máxima tasa de crecimiento se alcanza a 98.42, 74.68 y 

53.44 horas (Tabla N° 6). En estos periodos de tiempo, la actividad metabólica 

es diferente para cada temperatura y por lo tanto el crecimiento es lento. Bajo 

estas condiciones el tiempo generacional o duplicación es de 36.94, 14.74 y 
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10.56 en forma correspondiente para cada temperatura. El modelo de 

Barangy & Roberts establece un coeficiente de determinación (R2) igual a 
0.999 ± 0.036. 

La comparación de la velocidad de crecimiento (pmax), que corresponden a las 

temperaturas de -10 °C, 0°C y 10 °C se observa que entre ellas existe 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.05); siendo las temperaturas 

las causa de la diferencia. 

Tabla N° 5. Parámetros del crecimiento cinético de Microorganismos 

Mesófilos Aerobios en huevo líquido pasteurizado almacenado a las 

temperaturas de -10 °C, O °C, 10 °C 

Parámetros de crecimiento 
Temperaturas 

-10°C -10 °C 10 °C 

Tiempo generacional (Tg) h 36.94 
± 0.12 

14.74 
±0.21 

10.56 
± 0.28 

M= Tiempo de Tasa crecimiento 

mayor magnitud (h) 
98.42 

± 0.124 
74.68 

±0.221 
53.44 

± 0.032 

Coeficiente determinación (R2) 

_ 	. 	_. 	. 	.. 

0.999 
± 0.036 

0.998 
± 0.033 

0.997 
± 0.067 

uen e: Elaboración propia. 

Determinación del Estado fisiológico de los microorganismos mesófilos 

aerobios presente en el huevo líquido pasteurizado conservado a -10, 0 y 10 

°C. 

El valor del estado fisiológico es poco utilizado en los modelamientos de 

microorganismos alterantes y patógenos en los alimentos. Es definido como 

un número adimensional entre O y 1; si el estado fisiológico es = 0, entonces 

no hay crecimiento y la fase Lag es infinito; si estado fisiológico es = 1, no hay 

fase Lag o adaptación y el crecimiento comenzará inmediatamente. Las 
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curvas de crecimiento ajustadas por el modelo de Barangy & Roberts 

demostraron la presencia de la fase de latencia en las tres condiciones de 

temperaturas ensayadas, -10 °C, O °C y 10 °C, que están relacionadas con la 

velocidad del crecimiento. La Tabla N° 7 muestra los valores adimensionales 

del estado fisiológico (ho) de las MMA que crecieron en huevo líquido 

pasteurizado son 0.309 Log UFC/mL, 0.299 Log UFC/mL y 0.247 Log 

UFC/mL, respectivamente. 

Tabla N° 6. Estado fisiológico de los Microorganismos 

Patógenos Aerobios presentes en el huevo 

pasteurizado y almacenado a -10 °C, O °C y 10 °C 

Temperaturas 
Parámetros crecimiento 

-10°C 0°C 10°C 

Fase lag (A) h 42.42 22.78 15.96 

Estado Fisiológico (ha) 0.310 0.299 0.247 

Fuente: elaboración propia. 

Determinación del tiempo de vida útil del huevo líquido pasteurizado en 

función a los microorganismos mesófilos aerobios utilizando el modelo de 

Arrhenius 

La tabla N° 7 contiene la velocidad de crecimiento (pmax) proveniente del 

crecimiento de las MMA sobre el huevo líquido pasteurizado sometido a 

temperaturas de abuso de 15 °C, 25 °C y 35 °C, a las cuales les corresponde 

las velocidades de crecimiento (pmax) de 0.00465 Ln UFC/m, 0.0932 Ln 

UFC/m, 0.1402 Ln UFC/m, respectivamente. Dicho parámetro está 

relacionado a la inversa de su respectiva temperatura expresada en °K con la 

finalidad utilizarlo en el modelo de Arrhenius. 
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Tabla N° 7. Vida útil: Velocidades de crecimiento de 

mesófilos aerobios en huevo líquido pasteurizado a 

temperaturas de abuso de 15 °C, 25 °C y 35°C. 

°C (°K) 1/°K y (n=3) Ln y 

15 (288K) 0.0035 0.0465 -3.069 

25 (298K) 0.0034 0.0932 -2.373 

35 (308K 

_ 

0.0033 0.1402 -1.964 

uen e. elaboración propia 

La Figura N° 6, muestra la relación de las velocidades de crecimiento (y Ln 

UFC/mL) y temperaturas de abuso de 15 °C, 25 °C y 35 °C, expresadas en 

1/°K con la finalidad de obtener las energías de activación (Ea) y el factor pre-

exponencial (A) que son las constantes del modelo de Arrhenius. El resultado 

de ésta relación es la ecuación no lineal siguiente: y = -4910.4x+14.021, El 

coeficiente de determinación (R2) = 0.9832 determina que estadísticamente la 

relación y (Ln UFC/mL) y 1/°K tiene un elevado grado de confianza. 

Figura N° 6. Relación de la Velocidad de crecimiento 

(ymax  Ln UFC/mL) de MMA y las temperatura de abuso de 

15°C (288 °K), 25 °C (298 °K) y 35°c (308 °K) 

Temperatura (1/°K) 

Fuente: Elaboración propia 
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Tabla N° 8. La gráfica mostrada en forma no lineal interpreta que la pendiente 

de la recta (m) es igual a - 4910.4 Ln UFC°K/g*h y el intercepto en el eje "y" 

cuando X=0 es el factor pre-exponencial A, con valor de 14.021 Ln UFC/g*h. 

Tabla N° 8. Constantes del Modelo de Arrhenius 

R= 8'314472 KJ/Kg°K 

m = -4910.4 Ln UFC°K/g*h 

LnA= 14'021 Ln UFC/g*h 

Fuente Elaboración propia 

En la tabla N° 9, se encuentran los valores de la energía de activación (Ea), 

que fue deducido del valor de la pendiente m= —Ea/R; cuyo valor es de 

40827.38 Ln UFC*KJ/g*Kg 

Tabla N° 9. Valores de la Energía de Activación (Ea) y 

Velocidad de Crecimiento (Ln p) de mesófilos aerobios 

presentes en el huevo líquido 

pasteurizado y almacenado a 4°C 

Operadores del 

modelo de Arrhenius 
Valores 

Ea= -(m*R) 40827.38 Ln UFC*KJ/g*Kg 

Ln p= Ln A - (Ea/RT) 0.0246 Ln ufc/g*h 

Fuente: Elaboración propia 

En la tabla N° 10, se registra el valor límite permisible equivalente a 5x104  

V ufc/mL (Ln= 10.82 Ln ufc/g), Velocidad de crecimiento a 4°C = 0.025 Log 
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UFC/mL. La vida útil del huevo líquido conservado a una temperatura de 4 °C 

es 18.35 días. 

Tabla N° 10. 	Vida Útil del huevo líquido pasteurizado 

conservado a 4°C con referencia al agente microbios mesófilos 

aerobios 

Valor límite permisible (m) = 50000 Ufc/g 

Ln Valor límite permisible (m) 10.82 Ln ufc/g 

Velocidad de crecimiento a 4°C 0.025 Ln ufc/g*h 

Vida Útil huevo líquido pasterizado 

conservado a 4°C con Límite "m" 
18.35 días 

Vida Útil huevo líquido pasterizado 

conservado a 4°C con Límite "M 
22.25 días 

Fuente: Elaboración propia 

Se consideró que por cada día se incrementa xLn ufc/ml y así mismo recordar 

que p se obtiene de la relación Ln ufc/ml en función del tiempo (días); por lo 

tanto, el tiempo en alcanzar el valor límite permisible "m" se consideró como 

el tiempo de vida útil; del mismo modo se evaluó el tiempo de vida útil en 

función del límite máximo de "M". 

VI. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

6.1. Contrastación de los resultados con otros estudios similares 

Se consideró que la contaminación del huevo líquido pasteurizado se debía a 

los diferentes pasos que sigue durante su elaboración y que la presencia y 

número de mesófilos aerobios era el principal factor de su alteración durante 

kb/ 	
el almacenamiento a 4 °C. 
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Es necesario considerar que la numeración de microorganismos aerobios 

mesófilos (MMA), en condiciones establecidas, estima la microflora total sin 

especificar tipos de microorganismos. Refleja la calidad sanitaria de los 

productos analizados, indicando además de las condiciones higiénicas de la 

materia prima, la forma como fueron manipulados durante su elaboración. 

Un recuento bajo de aerobios mesófilos no implica o no asegura la ausencia 

de patógenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado no 

significa presencia de flora patógena. Ahora bien, salvo en alimentos 

obtenidos por fermentación, no son recomendables recuentos elevados. 

La numeración de microorganismos aerobios mesófilos es el indicador más 

común para indicar la calidad sanitaria de los alimentos. Niveles altos en su 

numeración en alimentos que se deben mantener estables a menudo indican 

uso de materias primas contaminadas, aplicación de tratamientos no 

satisfactorios desde el punto de vista sanitario, o contaminación cruzada 

ocasionada en su proceso. En los productos perecederos pueden indicar 

también condiciones inadecuadas de tiempo/temperatura durante su 

almacenamiento. A temperatura corporal o cercana a ella, pueden crecer e 

incrementar su número, que significa que el sustrato que lo contiene le brinda 

las condiciones favorables, así como también a la multiplicación de los 

microorganismos patógenos de origen humano o animal, esta condición se 

produce cundo los tratamientos térmicos son insuficientes o de un 

almacenamiento inapropiado para controlarlos. 

La calidad microbiana del huevo líquido pasteurizado, en esta investigación, 

se caracteriza por contener una carga microbiana de tipo bacteriana en 

exclusiva, con ausencias de mohos y levaduras. Esta observación permitió 

interpretar los resultados de la enumeración de los microorganismos mesófilos 

aerobios (MMA) cómo los únicos sobrevivientes a la aplicación de la 

temperatura de pasteurización a temperaturas de 64.5 — 65.2 °C por 120 -150 
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segundos, seguido de un choque térmico de 4 °C e de un inmediato 

almacenamiento a 4 °C. Los ensayos microbiológicos reportaron que la 

numeración de MMA se encontraban dentro de los límites permisibles exigidos 

por la norma y que las muestras de los lotes analizados indicaban que éstos 

no son diferentes en relación a la cantidad de microorganismos mesófilos 

aerobios (MMA) encontrados. La significancia de este hallazgo disminuye el 

efecto de la contaminación cruzada por los equipos y que el efecto térmico de 

pasteurización redujo la carga inicial proveniente del huevo fresco incluyendo 

a los patógenos, quedando post pasteurización bacterias sobrevivientes, 

termotolerantes, sicrotrófas o sicrófilos; que podrán crecer en el tiempo de 

almacenamiento en frío si las condiciones intrínsecas e intrínsecas del 

alimento lo permiten. 

Basado en los resultados evidenciados y atendiendo a la discusión de los 

mismos, existe suficiente evidencia para sostener que los mesófilos aerobios 

sobreviven a los efectos de la temperatura de pasteurización en una cantidad 

que se encuentra por debajo de la exigencia permisible de la norma nacional; 

sin embargo, pueden ser la causa de su deterioro cuando su almacenamiento 

se produce a 4 °C. 

Después del proceso de pasteurización el huevo líquido pasteurizado ha 

perdido las condiciones que posee en estado crudo que evitan el crecimiento 

de microorganismos como el pH>7, la actividad de la lisozima, la 

ovotransferrina, proteínas de unión a vitaminas y otras; de tal forma que 

después del proceso de pasteurización se hace más lábil y propenso a que 

cualquier tipo de microorganismo que sobreviva tendrá muchas facilidades 

para su crecimiento, siendo el enfriamiento o congelación los únicos 

elementos de control de su crecimiento. La temperatura de pasteurización 

utilizada, para todos los lotes de producidos en el periodo de estudio, fue de 

65 °C. 
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Resultados similares de sobrevivencia encontró Payne et al. (50), indicando 

que "las muestras de mezcla de huevos tomadas de una estación de 

envasado de huevos contenían un promedio de 7.3 x 104  Ufdml (4.86 Log 

UFC/mL) que sobrevivieron a la pasteurización de laboratorio a 65 ° C durante 

3 mm". Cuando se trata de ver la efectividad de la pasteurización sobre la 

calidad microbiológica del huevo líquido, encontramos que su efecto es alto 

contra las bacterias patógenas y relativo cuando se trata de las bacterias 

alterantes, como lo demuestra Techer et al. (17), que concluyó afirmando que 

"la pasteurización se encontró globalmente eficiente en contaminantes 

mesofílicos (1.7±1.6 y 0.8±0.9 log CFU / mL en muestras crudas y 

pasteurizadas, respectivamente), incluso para el control de Salmonella. Sin 

embargo, todavía se detectaron enterococos grampositivos en las muestras 

pasteurizadas". 

La variedad de bacterias sobrevivientes al efecto de la temperatura de 

pasteurización se hace evidente cuando la lectura de los cultivos de MMA 

cuya lectura se realiza a las 24 horas las poblaciones bacterianas, en 

promedio, 2.05 log UFC/m1 fueron bajas y luego a las 48 horas la lectura fue 

de 2.78 log UFC/mL. Entre el periodo de 24 horas las manifestaciones 

culturales de los MMA es diferente debido a que el huevo líquido pasteurizado 

(HLP) es poco probable la competencia entre especies y algunas especies 

con menos efecto de estrés comienzan a multiplicarse, mientras que otras se 

adaptan al medio de cultivo después de 24 horas de incubación, por lo tanto 

la habilitación metabólica y enzimática es diferente y hasta cierto punto 

sinérgico. 

Se establece que los micoorganismos tienen recursos metabólicos para 

resistir las temperaturas de refrigeración y congelación y vuelven a recuperar 

sus condiciones fisiológicas que le permiten su multiplicación modificando o 

alterando el sustrato. Polo et al. (51), "comprobaron que las tasas de 

supervivencia de las bacterias ácido lácticas son altas y correspondió a 
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Lactobacillus paracasei congelado a -196°C, mientras que el más bajo a 

Lactobacillus bre vis congelado a -80 °C". 

Al intentar establecer las características microbiológicas del HLP se deben 

hacerlo de acuerdo a los criterios microbiológicos de la normatividad sobre 

inocuidad de los alimentos en el país (49) el cual señala que "los MMA son 

indicadores de la calidad sanitaria de los alimentos. Recuentos altos en 

alimentos estables a menudo indican materias primas contaminadas o 

tratamientos no satisfactorios desde el punto de vista sanitario o 

contaminación en proceso". 

Al demostrarse que el efecto térmico de pasteurización a 65 °C y choque 

térmico 4°C mantenía una población de sobrevivientes era conveniente 

estimar si los parámetros cinéticos del crecimiento de los microorganismos 

mesófilos aerobios, utilizando el modelo primario de Baranyi y Roberts se 

modifican por efecto de temperaturas de conservación de -10°c, 0°c y 10°C. 

Inicialmente se consideró que el almacenamiento y conservación industrial se 

realiza a 4 °C y bajo estas condiciones se evaluó el crecimiento de los MMA 

a través de un periodo de 144 horas generándose una curva de crecimiento 

que fue ajustada con el modelo de Baranyi & Roberts (Figura N° 2), presenta 

una fase de latencia o adaptación, seguida de una fase logarítmica, sin dar 

muestra de la presencia de la fase estacionaría dentro de los 21 días de 

conservación experimental a 4 °C. La calidad sanitaria del HLP expresado por 

la numeración de MMA fue de 2.82 Log UFC/mL, cantidad que representa un 

bajo nivel de contaminación; así mismo, se observó que el nivel máximo 

permisible del número de MMA (>104  UFC/mL) se superó a los 9 días de 

conservación. 

En el HLP conservado a 4 °C se presentaron cambios poblacionales de MMA 

que se caracterizaron a través de sus parámetros o constantes. Así tenemos 

que la fase de adaptación o latencia tiene una duración de 2.498 ± 0.293 días, 

60 



seguida de una fase logarítmica con velocidad (pmax) de 0.11 ± 0.002 Log 

UFC/mL/h, alcanzando un incremento del nivel poblacional de 4.11 ± 0.165 

Log UFC/mL. El tiempo en el cual se establece la velocidad absoluta de 

crecimiento es a las 10.86 ± 0.301 días, que coincide aproximadamente con 

el tiempo en el cual se inicia el deterioro del producto. 

Durante el periodo de almacenamiento prolongado es cuando el deterioro del 

HLP se pone de manifiesto, que en este estudio fue a los 9 días; sin embargo, 

Rego et al. (52), indica que "para las muestras de huevo pasteurizado líquido 

fértil, el número de microorganismos aeróbicos mesófilos fue mayor al 

aumentar el período de almacenamiento. Sus numeraciones alcanzaron por 

encima de 6.40 log cfu/mL el día 21. Las diferencias con estos resultados se 

podría explicar asumiendo que la materia prima utilizada antes de la 

pasteurización presentaba una contaminación elevada con bacterias nativas 

del huevo, así como no haber controlado el factor tiempo-temperatura durante 

el pasteurizado". 

El tratamiento térmico de pasterización seguido del choque térmico de frío 

utilizado es óptimo y deja una cantidad de MMA de 2.82 Log UFC/mL 

considerado como bajo que en cierto modo puede asegurar una estabilidad 

del producto por un tiempo determinado casi siempre de pocos días. 

Al respecto, Cwiková et al. (53). "Evaluó la calidad microbiológica de los 

productos líquidos de huevo (clara de huevo pasteurizada líquida, yema de 

huevo pasteurizada con azúcar 33%, mezcla de huevo entero pasteurizada) 

encontrando que el mayor valor del conteo de microrganismos aeróbicos 

totales fue 3.1 log CFU.m1-1  mientras que el valor más bajo fue de 1.6 log 

CFU.m1-1". Techer et al. (17), "investigó la calidad microbiana de la clara de 

huevo líquida pasteurizadas confirmando que dicho tratamiento fue 

globalmente eficiente en contaminantes mesofílicos 0.8 ± 0.9 log CFU/mL". La 

media del total de bacterias viables y recuentos de coliformes en el contenido 

de huevos fue de 3.95 x 104  UFC/g. Mahdavi et al. (54), estudió la calidad 
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microbiológica del huevo siendo el promedio del total de bacterias viables de 

3.95 x 104  UFC/g". Miller et al. (55) reporta que "las muestras pasteurizadas 

(sin bacteriocina) alcanzaron un recuento total de 4,2 log CFU/ml después de 

dos semanas de almacenamiento". 

Por lo expuesto, coincidimos en que "los resultados de las mediciones de 

monitoreo microbiológico internacional han demostrado que la pasteurización 

de los productos de los huevos no es un procedimiento suficiente para reducir 

el conteo de gérmenes; varios microorganismos de supervivencia, algunas 

veces microorganismos patógenos, pueden encontrarse en el huevo líquido 

después de la pasteurización" (56). 

El crecimiento a bajas temperatura no está claramente estudiado cuando nos 

referimos a los microorganismos psicrotrofos y psicrófilos que pueden 

rápidamente adaptarse a la matriz del HLP motivo por el cual deben ser 

considerados como los principales microorganismos del deterioro del huevo 

líquido pasteurizado. 

Obtener criterios del crecimiento microbiano a bajas temperaturas es 

novedoso y por ello se requiere de las herramientas de la microbiología 

predictiva para estimar los parámetros cinéticos del crecimiento de los 

microorganismos mesófilos aerobios utilizando el modelo primario de Baranyi 

& Roberts y explicar las modificaciones por efecto de temperaturas de -10 °C, 

0°C y 10°C 

La conservación del huevo líquido pasteurizado industrialmente se realiza a 

4°C, siendo ésta temperatura un factor que, en el corto plazo de 

almacenamiento, puede mantener la calidad sensorial y bromatológica, pero 

no guarda relación directa con el factor microbiológico. Esta observación 

determinó que se debe caracterizar el crecimiento de los microorganismos 

mediante los hallazgos de sus parámetros cinéticos de los MMA en el HLP a 

temperaturas de -10 °C, O ° C y 10 °C. 
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La cinética de crecimiento de MMA a bajas temperaturas de conservación a - 

10°C, 0°C y 10°C, describe una fase de latencia de 42.42 horas (1.75 días), 

22.78 horas (0.95 días) y 15.74 horas (0.66 días), respectivamente. En este 

periodo de tiempo aparentemente pareciera una manifestación de 

sobrevivencia sin actividad de incremento poblacional que puede ser 

expresado matemáticamente en forma lineal; sin embargo, cuando los datos 

experimentales del crecimiento se ajustan con el modelo de Barangy & 

Roberts se observa que la población inicial aumenta insensiblemente a pesar 

de que pueden verse afectados por diversos factores intrínsecos y extrínsecos 

que le ofrece el HLP como el cambio de pH, actividad del agua, temperatura, 

etc., que de alguna forma favorecen el incremento a la resistencia térmica de 

los grupos microbianos que conforma los MMA". 

Los crecimientos observados a las temperaturas se caracterizan porque la 

fase de latencia o retardo (A) se hace mínimo cuando la temperatura se 

incrementa o se acerca al óptimo y aumenta gradualmente conforme la 

temperatura se aleja de este punto. En estos ambientes de bajas 

temperaturas las velocidades de crecimiento (pmax) fueron 0.012, 0.023 y 

0.038 Log UFC/mUh, para -10, 0 y 10 °C respectivamente. 

La velocidad de crecimiento ocurrido dentro de la fase de latencia son 

determinantes para generar el crecimiento logarítmico considerando que el 

microorganismo es mesófilo, psicrotrofo y psicrófilo. En este estudio podemos 

inferir que la población denominada está integrada por microorganismos 

preferentemente mesófilos y psicrotrofos. 

Diferentes estudios están demostrando que ciertos microorganismos 

especializados pueden seguir creciendo a bajas temperaturas, como es el 

caso de los psicrotrofas y psicrófilos. Walker et al. (57) demostró que "el 

crecimiento de tres cepas de Lísteria monocyto genes a temperaturas de 
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refrigeración (-0.5 a 9.3 grados °C), tuvieron tiempos de latencia de 1-3 días 

y de 3 a más de 34 días con incubación a 5 y O °C respectivamente". 

Khan et al. (58), investigó la cinética de supervivencia e inactivación de una 

cepa sustituta de Bacillus anthracis (cepa Sterne) en huevo líquido entero a 

bajas temperaturas (-20, 0 y 5 grados °C). A O y 5 °C, se observó una 

reducción del 60-100% en la viabilidad de las esporas dentro de las 2-3 

semanas. Los datos de supervivencia e inactivación de B. anthracis en 

productos de huevo líquidos informados en esta investigación serán útiles 

para desarrollar modelos de evaluación de riesgo en bioseguridad de 

alimentos". 

Zárate (59), estudió el comportamiento del Lactococcus lactis subsp. lactis, 

donde menciona que la fase lag (A) a 10°C es muy extensa y que culmina a 

las 17.43 horas. Sancho, 2015, reporta que "las bacterias lácticas mesofílicas 

presentes en el queso tienen una fase de latencia que termina a las 19.06 

horas, aduciendo que durante el tiempo de adaptación muchas células 

bacterianas contenidas en el inóculo pueden morir y sólo las que sobrevivieron 

establecieron la curva de crecimiento". 

Cossins et al. (60), señalan que "durante el crecimiento en ambientes fríos son 

importantes muchas capacidades metabólicas. La adaptación homeoviscosa, 

permite a las células mantener la fluidez de sus membranas a bajas 

temperaturas. Conforme la temperatura disminuye, la célula sintetiza 

cantidades crecientes de ácidos grasos mono-insaturados y di-insaturados 

para que sus lípidos tengan una fluidez compatible con un metabolismo activo. 

Maarten et al, (61) realiza una evaluación de la exposición para el Bacillus 

cereus psicrotrófico y mesófilo en un producto vegetal refrigerado cocido. Se 

prevén niveles probables de unidades formadoras de colonias de B. cereus 

(cfu) en envases de puré de verduras en el momento en que el consumidor 

retire el producto de su refrigerador. Se predice que la cepa psicrotrófica 
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terminará por encima de un nivel de umbral de 105  ufc/g. Si el puré se 

almacena a 4 ° C en el refrigerador doméstico y se respeta la fecha de 

caducidad, para la cepa mesofílica, el nivel de umbral (ufcig) rara vez se pasa, 

pero la carga de esporas en el punto final es mayor que en la cepa 

psicrotrófica. 

Este estudio ha demostrado que las bacterias mesófilas aerobias que 

sobreviven a las temperaturas de pasteurización y luego pasan a conservarse 

a temperaturas de congelación de -10 y 0°C y refrigeración de 10 °C 

permanece activos, siempre y cuando tengan mecanismos para adecuarse 

necesariamente a una serie de aclimataciones fisiológicas para lo cual deben 

cambiar las vías bioquímicas (62), alterar los lípidos de la membrana para 

mantener la fluidez de la membrana, sintetizar moléculas protectoras que 

incluyen proteínas y azúcares (63,64), sintetizar proteínas anticongelantes 

(65), y posiblemente producir solutos compatibles para controlar el potencial 

hídrico (66). La conservación del huevo líquido pasteurizado a temperatura de 

10°C bajo cero tiene mucha significación porque a dicha temperatura algunas 

bacterias tienen una velocidad de crecimiento muy lento que no permite 

apreciar el deterioro del alimento. 

El valor del estado fisiológico bacteriano es poco considerado cuando se trata 

de caracterizar el crecimiento de aquellos que son alterantes o patógenos, 

utilizando modelos matemáticos aplicados a los alimentos. Es definido como 

un número adimensional entre O y 1; si el estado fisiológico es = 0, significa 

que no hay crecimiento y la fase Lag (A) es infinito; si el estado fisiológico es 

= 1, no hay fase lag o adaptación y el crecimiento comenzará inmediatamente. 

Para el modelo de Baranyi, la fase de retraso o adaptación (A) está 

determinada por la relación entre ho y p. El ho es en realidad un parámetro 

virtual, que representa el estado fisiológico de las bacterias. En la mayoría de 

las aplicaciones, se asume que ho es constante. 
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Para efectos de éste estudio los cultivos bacterianos de mesófilos aerobios, 

el estado fisiológico tuvo valores de 0.312, 0.299 y 0.247 y son 

aproximadamente iguales (pk0.05), debido a que todas las células son 

consideradas como sobrevivientes al efecto térmico de la pasteurización a 65 

°C y el choque térmico de 4 °C. Los valores ho que se obtuvieron fueron 

relativamente estables durante la fase de latencia y cercanos entre sí, como 

en este caso en que, ho para -10 °C es el mayor y luego disminuyen a O °C y 

10 °C; indicando que, en este rango de temperaturas los valores de ho se ven 

afectados por la temperatura que predisponen las condiciones fisiológicas 

para que se inicie la fase logarítmica. Las velocidades de crecimiento de cada 

temperatura fueron comparadas estableciéndose diferencias estadísticas 

significativas (p<0.05), siendo la temperatura el factor de la diferencia. 

El modelo de Baranyi & Robert ajusta los datos experimentales (Log UFC/mL) 

del crecimiento y demuestra una fase de latencia o retraso (A) que está 

definido por el estado fisiológico (ho) de las bacterias mesófilas y la tasa de 

crecimiento (p) en condiciones de crecimiento a temperaturas de -10, 0 y 10 

°C. 

Las adaptaciones bacterianas a entornos fríos generan un estado de estrés 

que condiciona a una adaptación posterior y "ocurre cuando las bacterias en 

crecimiento están expuestas a una caída repentina de temperatura de al 

menos 10 °C, lo que produce un choque por frío en microorganismos 

susceptibles" (67). Las adaptaciones al frio no se realizan en un solo 

momento, sino que es un proceso en el cual "la respuesta de choque al frío 

se divide en etapas de cese inicial del crecimiento, reanudación del 

crecimiento después de un período de adaptación y cambios en la síntesis de 

proteínas" (68). 

Las bacterias mesófilas aerobias presentes en el huevo líquido pasteurizado 

en condición de sobrevivientes sufren una situación de estrés considerada 

como cualquier desviación de los requerimientos óptimos con la capacidad de 
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disminuir el crecimiento bacteriano. Se puede considerar que el factor 

genético sea el más importante cuando se trata de sobrevivencia, 

adaptaciones y crecimiento. "Las situaciones que inducen la expresión de 

genes que responden a condiciones ambientales específicas también pueden 

definir una situación estresante y, posteriormente, resultar importantes en la 

inducción de respuestas de estrés bacteriano durante las interacciones 

huésped-patógeno"(69). 

Weber et al. (70) Concluye que el aspecto crucial de la adaptación de la 

membrana citoplásmica no es su composición molecular específica, sino su 

estado físico en términos de su fluidez. 

El estudio planteó la hipótesis de la dependencia de la fase de latencia a bajas 

temperaturas. Los resultados hallados determinan que la fase (A) o el tiempo 

de adaptación, de los microorganismos mesófilos aerobios presente en el 

huevo líquido pasteurizado, es dependiente de las condiciones que se instalan 

cuando se encuentran a bajas temperaturas, entendiéndose que a menor 

temperaturas mayor es el tiempo de latencia. 

Los microorganismos responsables del deterioro del huevo líquido 

pasteurizado no pertenecen a un solo grupo taxonómico. Diferentes tipos de 

bacterias pueden ser la causa de su alteración. La presencia de la variedad 

de microorganismos depende de su naturaleza, propiedades intrínsecas y el 

proceso de transformación al que es sometido. 

El modelo de Arrhenius tuvo una buena calificación cuando se aplicó y 

permitió la expresión de la dependencia de la temperatura del crecimiento 

microbiano en términos como el parámetro de la Energía de Activación (Ea) 

usado frecuentemente en el modelado cinético de fenómenos físicoquímicos 

en las que se incluye las reacciones de deterioro de los alimentos. Cuando se 

trata de sistemas biológicos y de alimentos complejos la ecuación es empírica 

que y es un punto de referencia cuantitativo común para evaluar las 
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sensibilidades del crecimiento bacteriano a la temperatura en las que se 

produce en una herramienta confiable y práctica para predecir la vida útil del 

HLP. 

El conocer el comportamiento de un grupo bacteriano, indicador de 

contaminación cruzada, como las bacterias mesófilas aerobias presentes en 

el huevo líquido pasteurizado permite determinar su tiempo de vida útil usando 

el modelo de Arrhenius. El cálculo de las constantes del modelo se obtuvo 

mediante el crecimiento de MMA en el HLP a temperaturas 15 °C, 25 °C y 35 

°C, de las cuales se obtuvieron las velocidades de crecimiento (pmax) de 

0.00465, 0.0932, 0.1402 Ln UFC/m, respectivamente, ya partir de la relación 

entre ellas se expresó mediante la ecuación no lineal: y = -4910.4x+14.021 y 

de ésta manera quedaron establecidas las energías de activación (Ea= 

40827.38 Ln UFC*KJ/g*Kg) y el factor pre-exponencial (A=0.0246 Ln ufc/g*h); 

que son las constantes que requiere el modelo de Arrhenius. 

El cálculo de la vida útil del HLP consideró que el límite microbiológico que 

separa la calidad aceptable de la rechazable "m" fue 5x104  ufc,/mL (Ln= 10.82 

Ln ufc/g), según NTS 071 MINSA/DIGESA 2008; así mismo Velocidad de 

crecimiento a 4°C = 0.025 Log UFC/mL. La vida útil del huevo líquido 

conservado a una temperatura de 4 °C es 18.35 días; en tanto que si se 

calcula con los valores de recuentos microbianos superiores a "M" será de 

22.25 días, tiempo en el cual el alimento representa un riesgo para la salud. 

El huevo líquido pasteurizado actualmente está considerado como un 

componente alternativo cuando se refiere al uso del huevo en la elaboración 

de muchos productos alimenticios; por ello se exige que se calidad se 

mantenga durante un periodo de tiempo sin pérdida de sus propiedades en 

condiciones de inocuidad y seguridad alimentaria, motivos que actualmente 

se exija el tiempo de vida útil. Varios investigadores han reportado su 

estabilidad a través del tiempo de almacenamiento como es el caso de Nahed 

et al. (71) que determinó el tiempo de vida útil para claras de huevo, yema de 
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huevo con sal y yema de huevo con miel fue de 3 semanas (21 dias). York et 

al. (72) estudió 	muestras comerciales de huevos enteros líquidos 

pasteurizados; se mantuvieron aceptables hasta 12 días a 2 ° C. y 5 días a 9 

° C. No se encontraron organismos de E. coli, salmonela, estreptococos ni 

estafilococos en el huevo líquido. 

!mai et al. (73) demostró que "en los productos pasteurizados almacenados a 

-5 y -3 C, la vida útil se extendió considerablemente hasta 22 días, sin afectar 

negativamente a las propiedades funcionales. Bailas Egg Products Corp. (74) 

"elabora huevo líquido pasteurizado que deben mantenerse refrigerado a 40 

° F o menos en todo momento. La vida útil recomendada es de doce (12) días 

a partir de la fecha de fabricación. Premiun Nutregg (75), comercializa 

ovoproductos de los cuales "el tiempo de duración del huevo entero líquido 

pasteurizado es 10 días a contar de la fecha de elaboración a temperatura de 

almacenamiento de refrigeración (0 y 4°C), manteniendo en todo momento la 

cadena de frío y con un estricto control de las manipulaciones que puedan 

contaminar el producto o facilitar su deterioro". 

Nuevas tecnología emergen como preservación no térmica del huevo entero 

líquido con campos eléctricos pulsados (PEF) la cual es una alternativa 

atractiva al procesamiento térmico cuando la coagulación de proteínas es una 

preocupación. Para éstas condiciones, Gongora Nieto et al. (76) encontró que 

"la vida útil máxima mantenida a 40 
 C del huevo entero líquido con 0,15% de 

ácido cítrico fue de 20 días y con tratamientos de Pulsos eléctricos (266 

pulsos) tenía una vida útil de 30 días a 4 ° C. 

Todas las evidencias anteriormente presentadas demuestran que los valores 

de vida útil encontrados en este trabajo son aproximadamente cercanos, por 

lo cual se infiere que el modelo de Arrhenius es un modelo de tipo secundario 

que, en términos de la microbiología predictiva, es útil para la determinación 

del tiempo de vida útil del huevo líquido pasteurizado. 
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CONCLUSIONES 

Se demuestra que el proceso de pasteurización industrial utilizado para la 

erradicación de bacterias Gram-negativas en el huevo líquido es eficiente. Sin 

embargo, los microorganismos mesófilos aerobios resisten éste proceso y su 

población sobreviviente representa un factor potencial de su deterioro. 

La conservación del huevo líquido pasteurizado utilizando bajas temperaturas, 

congelación y refrigeración, está condicionado a respetar sus propiedades 

funcionales y en este contexto los microorganismos mesófilos aerobios 

muestran crecimiento en función del tiempo, sus parámetros cinéticos de su 

crecimiento demuestran velocidades que se incrementan en proporción al 

incremento de la temperatura; siendo mayor a temperaturas de refrigeración. 

Durante la conservación del huevo líquido pasteurizado a bajas temperaturas 

los microorganismos mesófilos aerobios mostraron tener capacidad para 

adaptarse y permanecer fisiológicamente activas. La adaptación representa la 

fase de latencia y se produjo en días para temperaturas de congelación y 

horas para la de refrigeración. 

Las respuestas del crecimiento a bajas temperaturas se puede explicar con 

mayor precisión cuando el modelo de Barangy & Roberts incorpora en su 

formulación el valor del estado fisiológico (ho) de los microorganismos 

mesófilos presentes en el huevo líquido pasteurizado que contribuye a una 

mejor comprensión del modelamiento del crecimiento de dichos 

microorganismos cuando pasan de una temperatura mesofílica a 

temperaturas psicrotrofas y psicrofílicas. 

Considerando que el crecimiento logarítmico, de menor o mayor cuantía, a 

bajas temperaturas se basa en sus parámetros de velocidad de crecimiento 

y estado fisiológico se obtuvo el tiempo de vida útil mediante el modelo de 
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Arrhenius que alcanza a un periodo de días garantizando sus condiciones de 

inocuidad. 

Los microorganismos mesófilos aerobios presentes en el huevo líquido 

pasteurizado son los principales elementos responsables de su deterioro y su 

presencia está relacionado a la contaminación cruzada a partir del huevo 

fresco con insuficiente limpieza y desinfección. 

Este estudio demostró que la conservación del huevo líquido a bajas 

temperaturas alteran los valores de los parámetros cinéticos del crecimiento 

de las bacterias mesófilas aerobias, disminuyendo el tiempo de vida útil. 

RECOMENDACIONES 

Elaborar un modelo secundario que integre el pH y Temperatura con la 

Velocidad de crecimiento a temperaturas de refrigeración. 

Establecer parámetros cinéticos para Bacterias indicadoras de la 

presencia de bacterias patógenas en ovoproductos conservados a 

bajas temperaturas industriales. 

Determinar la temperatura máxima de conservación en relación al 

estado fisiológico de los microorganismos mesófilos aerobios. 
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PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLES METODOLOGÍA INDICADOR 
ES 

HIPÓTESIS 

Objetivo general Hipótesis Diseño: 
¿De qué 
manera influye 

Determinar 	el 	efecto 	térmico 
sobre el crecimiento de MMA del 

Si se determina el efecto térmico sobre 
la cinética del crecimiento de los MMA 

Variable 
dependiente: 

Experimental, Prospectivo y Longitudinal 
3 grupos experimentales. Cada uno a -101  

Variación __ 
la temperatura 
sobre la 

HLP para la estimación de la 
vida útil mediante el modelo de 

en el HLP entonces se estimará el 
tiempo de vida útil mediante el modelo 

: O y 10°C, respectivamente. ur CimL 

cinética del Arrhenius. de Arrhenius. Vida útil Técnicas de recolección de datos 
crecimiento de Objetivos específicos Hipótesis específicas *Determinación 	de 	parámetros 	de 
los 
microorganism 

1) 	Determinar los parámetros 
cinéticos del crecimiento MMA a 

Los 	parámetros 	cinéticos 	del 
crecimiento 	del 	MMA 	obtenidos Variable 

crecimiento de MMA a Temperaturas -10, 
0, y 10 °C. 

os mesófilos temperaturas de -10 °C, O °C y mediante el modelo primario Barangy independient Y=c+Ln((-1+exp(b`d)+ 	exp(b*x))/(- Parámetros 
aerobios 10°C 	mediante 	el 	modelo y Roberts.se  modifican por efeco de e: 1+exp(b*x)+ exp((b*d)+c-a))) cinéticos por 
(MMA) y de la primario Barangy y Roberts. temperaturas de -10 °C, O °C y 10°C Temperatura Modelo de 
vida útil del 
huevo líquido 
pasteurizado 

2) 	Determinar 	el 	estado 
fisiológico de los MMA presente 
en el HLP. 

El estado fisiológico de los MMA 
presente en el HLP es dependiente 
de la temperatura 

Caracterización 	de 	adaptación 	de 	los 
MMA presente en HLP conservado a -10, 
O y 10 °C. 

Barabgy y 
Arrhenius 

(HLP) y 3)Caracterizar 	la 	cinética 	de La cinética de adaptación de los A (horas) = (M — (1/B)) + ((log N -A)/((B x 
predecirlo 
mediante el 

adaptación de los MMA presente 
en el HLP 

MMA presente en el HLP es función 
de la temperatura. 

D)/exp(1))) 

modelo de 4) Determinar el tiempo de vida El 	tiempo 	de 	vida 	útil 	del 	HLP Determinación del Estado fisiológico de los 
arrhenius? útil del HLP en relación a los 

microorganismos 	mesófilos 
aerobios utilizando el modelo de 
Arrhenius. 

determinado 	por 	el 	modelo 	de 
Arrhenius.está 	relacionado 	a 	la 
velocidad del crecimiento de 	los 
MMA 

MMA en HLP conservado a -10,0 y 10°C. 
(ho) = ION-lag (A)* pmax) Determinación de 
la vida útil del HLP en función de MMA a 
temperaturas de -10, 0, 10 °C 

-E a  
P. = Ae RT 
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BASE DE DATOS 

Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios en huevo líquido 

pasteurizado conservado a 4 °C y variación del pH y sólidos Totales. (Valores 

promedios n=5) 

Días LOG UFC/mL pH Sólidos 
Totales 

0 92 7.56 26 
1 100 7.56 26 
2 102 7.56 26 
3 105 7.54 26 
4 105 7.52 26 
5 107 7.51 25.9 
6 110 7.48 25.9 
7 112 7.44 25.9 
8 115 7.39 25.6 
9 155 7.36 25.4 
10 360 7.32 25.2 
11 760 7.25 25 
12 1250 7.21 24.8 
13 2420 7.11 23.4 
14 3890 6.83 22.1 

Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios en huevo líquido 
pasteurizado conservado a 4 °C por un periodo de 21 días. (Valores promedios 
n=3) 

Huevo líquido 

pasteurizado 

Crecimiento de mesófilos aerobios UFC/mL 

Días de almacenamiento a 4°C 
1 7 14 21 

1047 6026 6918 660693 
MUESTRA A 2754 4467 5888 93325 

603 2884 10715 229087 
363 575 6026 47863 

MUESTRA B 741 1072 9550 575440 
1445 6026 741310 2187762 
4467 60256 3467369 21379621 

MUESTRA C 1660 8913 758578 2630268 
5623 16596 870964 7585776 
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Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios (UFC/mL) en huevo líquido 
pasteurizado conservado a -10 °C, O °C y 10 °C. (Valores promedios n=3) 

Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios (UFC/mL 
Horas -10°C 0°C 10°C 

O 138.04 123.03 91.20 
12 144.54 131.83 120.23 
24 144.54 144.54 186.21 
36 165.96 154.88 501.19 
48 177.83 269.15 1258.93 
60 213.80 489.78 3235.94 
72 331.13 1023.29 10232.93 
84 489.78 1905.46 26302.68 
96 660.69 3715.35 53703.18 
108 776.25 6606.93 85113.80 
120 1023.29 9772.37 125892.54 
132 1288.25 12022.64 165958.69 
144 1348.96 13803.84 239883.29 

Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios (UFC/mL) en huevo líquido 
pasteurizado a 15 °C, 25 °C y 35 °C. (Valores promedios n=3) para 
determinación de la vida útil 

Crecimiento de microorganismos mesófilos aerobios (UFC/mL) 
Horas 15°C 25°C 35°C 

0 91.90 104.71 114.82 
12 95.50 123.03 288.40 
24 108.81 134.90 602.56 
36 116.01 165.96 18620.87 
48 125.56 724.44 724435.96 
60 183.37 3548.13 10964781.96 
72 313.81 16982.44 363078054.77 
84 825.40 138038.43 4466835921.51 
96 2670.96 758577.58 16595869074.38 
108 10797.75 6760829.75 36307805477.01 
120 34145.49 17782794.10 42657951880.16 
132 52480.75 40738027.78 52480746024.98 
144 74131.02 70794578.44 67608297539.20 
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