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RESUMEN

La principal caracteristica de las hamburguesas de carne es su rapido deterioro
debido principalmente a su carga microbiana presente desde un inicio de su
elaboracién y supervive a 4 °C durante su conservacion. El objetivo del estudio
fue lograr la Bioconservacion de hamburguesas de carne artesanal mediante
mediante la incorporacién de productos organicos de bacterias acido lacticas
homofermentativas, asistido por modelos matematicos de Baranyi & Robert y
Arrhenius. Se elaboraron curvas de crecimiento de bacterias mesofilas aerobia
(BMA) presentes en forma natural en las hamburguesas que contienen los
biopreservantes como células activas de Bacterias &cido Ilacticas
homofermentativas; Suero Lacteo y Nisina (NIS). Las curvas de crecimiento se
ajustaron con el modelo de Barangy & Roberts obteniendo las: velocidades de
crecimiento (Umax). El tiempo de vida util se calculd utilizando la velocidad de
crecimiento a temperaturas de abuso que fue la base del uso del modelo
secundario de Arrhenius. El tiempo de la vida util de las hamburguesas
conservado a 4 °C, segun el modelo de Arrhenius y de acuerdo al bioconservante
utiizado y fue de diferente magnitud en relacion al tratamiento sin
bioconservante. La mejor respuesta sobre biopreservacion es por el uso del
suero lacteo desproteinizado con 2.5% de &cido lactico, que permite una
extension de vida util de 33.75 dias, conservandose a 4 °C, en condiciones de
inocuidad.

Palabras Claves: Biopreservacion de alimentos, Hamburguesas de carne,

microrganismos mesdfilos aerobios, microbiologia predictiva.



ABSTRACT

The main characteristic of meat patties is their rapid deterioration mainly due to
their microbial load present from the beginning of their preparation and survives
at 4 ° C during preservation. The objective of the study was to achieve the
Bioconservation of artisan meat patties by incorporating organic products from
homofermentative lactic acid bacteria, assisted by mathematical models from
Baranyi & Robert and Arrhenius. Growth curves of aerobic mesophilic bacteria
(BMA) naturally present in hamburgers containing biopreservatives as active
cells of homofermentative lactic acid bacteria were made; Milk Serum and Nisin
(NIS). The growth curves were adjusted with the Barangy & Roberts model
obtaining the: growth rates (umax). Pot life was calculated using the growth rate
at abuse temperatures that was the basis for the use of the Arrhenius secondary
model. The shelf life time of hamburgers kept at 4 ° C, according to the Arrhenius
model and according to the bioconservative used and was of different magnitude
in relation to the treatment without bioconservative. The best answer on
biopreservation is for the use of the whey deproteinized with 2.5% of lactic acid,
which allows an extension of useful life of 33.75 days, keeping at 4 ° C, under

safe conditions.

Key Words: Biopreservation of food, meat patties, aerobic mesophilic

microorganisms, predictive microbiology.



INTRODUCCION

Las hamburguesas actualmente tienen un elevado consumo en todos los
estratos sociales y muchas veces es el principal sustento alimentario durante el
dia; sin embargo su principal problema es su rapido deterioro aun cuando su
conservacion es a bajas temperaturas; asi mismo, pueden constituir un vehiculo
para la propagacion de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)
(Bhandare y col., 2007; Podpecan y col., 2007).

La presente investigacion esté referido a la bioconservacion de las hamburgesas
utiizando productos organicos provenientes de bacterias acido lacticas
homofermentativas, los cuales ejercieron un control del crecimiento cinético de
las bacterias mesofilas aerobias (BMA) sobrevivientes a los efectos del proceso

de elaboracion y almacenamiento en temperaturas de refrigeracion.

La principal caracteristica de las hamburguesas es el tiempo corto de
conservacion a consecuencia de su pronta alteracion debido principalmente a su

carga microbiana presente desde un inicio de su elaboracion.

La alteracion empieza como resultado de las actividades metabolicas
microbianas, reacciones enzimaticas tisulares y modificacion de sus propiedades
fisicas. Si no se controla estas acciones, la carne molida en poco tiempo se
transformaria en un producto no apto para el consumo humano. En
consecuencia es necesario controlar la actividad microbiana evitando, en lo
posible, el deterioro y de ésta forma extender el tiempo en el cual la
hamburguesa todavia posee un nivel de calidad sanitaria para ser aceptable para

el consumo humano.

De los factores externos el mas importante para el crecimiento de las bacterias
es la temperatura, de tal forma que la temperatura seleccionada para su
conservacion en refrigeracion determina el tipo de bacteria que todavia es capaz

de multiplicarse en tales condiciones, como es el caso de las bacterias psicroéfilas



o psicrotrofas. Estos microorganismos en su mayoria son Gram positivos,

aerobios estrictos y capaces de crecer a temperaturas proximas a 0°C

La investigacion de ésta problematica se realizé por el interés de conocer el
comportamiento de las bacterias mesofilas aerobias presentes en las
hamburguesas a través de las diferentes etapas de su crecimiento, debido a que
se observa que éste producto se elabora artesanalmente con o sin criterios de
inocuidad y su almacenamiento no respeta las exigencias de la temperatura de
refrigeracion a 4 °C. Por otro lado, técnicamente la produccion de tipo artesanal
ha sufrido un escalamiento de tipo industrial con cambios en su formulacién vy la
incorporacion de aditivos quimicos para satisfacer las necesidades de su
produccion; sin embargo, el enfoque de la seguridad alimentaria exige nuevas

alternativas tecnoldgicas que eviten el uso de conservadores quimicos.

La investigacion considero tres grupos experimentales de hamburguesas, cada
uno con dos niveles de producto organico: Células de Bacterias acido lacticas
homofermentativas (BALHF) 102y 10® UFC/mL(BALHF), lactosuero 1.25y 2.5%
(LS) y Nisina 400 y 800 ppm (NIS), conservadas a 4°C.

Para cada tratamiento se elaboraron curvas del crecimiento de las BMA en
presencia del producto organico o bioconservante, relacionando el Log UFC/g
diario, en funcién del tiempo. Los parametros cinéticos que describen el
crecimiento se obtuvieron mediante el modelo matematicos primario de Baranyi
& Roberts, el cual reporto la poblacion inicial y final, la fase de latencia, fase
logaritmica y tiempo generacional. Para la determinacién del tiempo de vida util
se obtuvieron curvas de crecimiento de la BMA a 15, 25 y 35 °C por un periodo
de 10 dias, en hamburguesas con el producto organico con mayor impacto.
hacindo uso del modelo de Baranyi & Roberts se obtuvo la velocidad del
crecimiento (Umax) correspondiente a cada temperatura y de ésta forma estimar
los pardmetros del Modelo de Arrhenius, permitiendo calcular la Energia de
activacion (Ea) y Ln A del crecimiento de las BMA. Finalmente se obtiene el

tiempo de vida util de las hamburguesas de carne a 4 °C.



Los resultados demostraron que los productos organicos de bacterias acido
lacticas homofermentativas tienen control del crecimiento de las bacterias
mesaofilas aerobias, destacando que el mayor impacto corresponde al lactosuero
2.5% el cual permite una extension de la vida Gtil para las hamburguesas por un
periodo de tiempo de 33 dias, conservadas a 4 °C, con un nivel de carga
microbiana menor de 6.0 Log UFC/g, con caracteristica de ser apta para

consumo humano.

CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad problemética

La carne fresca es el principal insumo para la elaboracion de las hamburguesas,
debido a su Aw y pH, y riqueza de nutrientes, constituye un excelente medio de
cultivo para gran nimero de microorganismos como Enterococcus y Clostridium
que producen gas y hacen a la carne blanda y esponjosa, o la Clostridium
botulinum altamente patégena. De igual manera, se producen aminas
(Putrescina, cadaverina), caracteristicas del desagradable olor de carne en

estado de descomposiciéon y que producen una toxicidad elevada.

También interviene la humedad de la superficie y la temperatura en la que se
almacena la carne, asi como las condiciones de higiene y seguridad de manejo

previo al sacrificio y los tratamientos que se realicen hasta llegar al consumidor.

Los organismos que se encuentran en la carne tienen una temperatura 6ptima
para su crecimiento y el frio es efectivo para reducir la velocidad a la cual se
efectla la respiracion, por lo que las bajas temperaturas son importantes en la
conservacion de la carne por corto tiempo retardando el crecimiento de muchos
microorganismos, causantes de su descomposicion, aun asi existen bacterias
psicréfilas y psicrotrofas que a bajas temperaturas pueden desarrollar su

crecimiento.



La conservacién de la carne para la preparacion de la hamburguesa se requiere
un ambiente controlado menor a 4° C. La carne debe mantenerse fresco con esta
temperatura; sin embargo, la posibilidad de que se desarrollen microorganismos
serd muy baja, aunque esto no significa que sean eliminados, porque se pueden
activar cuando la temperatura aumenta, ya que el crecimiento es retardado, no
detenido sobre todo cuando las bacterias tienen capacidades de adaptacion al

frio.

La zona de peligro para el crecimiento microbiano en las hamburguesas se
encuentra entre los rangos de temperatura de 5.0°C a 60 °C (FDA o Food and
Droug Administration), es importante mencionar que en este caso, la carne o las

hamburguesas no deben estar sin consumir mas de veinticuatro horas,

La trasformacion de la carne entera a molida aumenta la capacidad de su
deterioro y en consecuencia de las hamburguesas. La superficie de contacto del
musculo con el oxigeno ambiental se incrementa, por esta razén el tiempo de
conservacion de la misma es reducido. Por otro lado, ocurren transformaciones
estructurales a nivel celular que benefician el desarrollo de microorganismos
alteradores, elevando la posibilidad de contaminacion debido a la gran

manipulacion que sufre durante el proceso de elaboracion.

El tiempo de almacenamiento de las hamburguesas también es uno de los
factores determinantes para la proliferacibn de microorganismos. Entre mas
largo sea este tiempo, mayor riesgo para el alimento de tener proliferacion
microbiana. La alteracion es reconocible por la actividad que los
microorganismos ejercen sobre los alimentos. Para que se desarrollen bacterias
y otros microorganismos, requieren de condiciones favorables aportadas por los

factores intrinsecos y extrinsecos de las hamburguesas.



1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general
¢,De qué forma se puede controlar la alteracion bacteriana de la hamburguesa

de carne artesanal y evitar la pérdida de su vida Gtil durante su almacenamiento?

1.2.2.Problemas especificos

e ¢ Cudles son las caracteristicas fisico quimico y microbiologicas de las
hamburguesa elaborada artesanalmente?

e ¢ Qué aditivo organico natural es posible obtener y utilizarlo para controlar
a las bacterias alterantes presentes en la hamburguesa elaborada
artesanalmente para su conservacion en condiciones inocuas?

e (Cuales son las concentraciones Optimas de un aditivo organico natural
que se puedan ser utilizadas para el control de las bacterias mesdfilas
aerobias presentes en la hamburguesa elaborada artesanalmente para su
conservacion en condiciones inocuas?

e ¢;Como influye la aplicacion de tratamientos con productos organicos
sobre el tiempo de vida uatil de las hamburguesas elaboradas

artesanalmente?

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Determinar las condiciones de conservacion de la hamburguesa utilizando
productos organicos provenientes de bacterias acidolacticas

homofermentativas

1.3.2. Objetivos especificos

» Evaluar los parametros fisicos-quimicos y microbiolégicos de las

Hamburguesas en estado fresco.



= Determinar el efecto de la concentracion de bacterias acido lacticas
homofermentativas sobre la cinética del crecimiento de bacterias alterantes

para la conservacion de las hamburguesas elaboradas artesanalmente.

» Determinar el efecto de la cantidad del extracto crudo del cultivo de
bacterias acido lacticas probioticas homofermentativas, en suero de leche
sobre la cinética del crecimiento de bacterias alterantes, para la

conservacion de las hamburguesas elaboradas artesanalmente.

= Determinar el efecto de la concentracion de Nisina sobre la cinética del
crecimiento de bacterias alterantes, para la conservacion de las

hamburguesas elaboradas artesanalmente.

» Determinar la vida util de hamburguesas elaboradas artesanalmente
tratadas con productos organicos provenientes de bacterias acido lacticas

homofermentativas.

1.4 Limitantes de la investigacion

El estudio se realizd en hamburguesas de carme, considerando una carga
bacteriana representada por microorganismos mesofilos aerobios considerados
como los principales alterantes del producto. Teé6ricamente las células
bacterianas que sobrevivieron al proceso de elaboracion fueron las que
determinaron el tiempo de vida atil. Asi mismo, la calidad y variedad de
microorganismos sobrevivientes al proceso de elaboracién estuvo por debajo del
limite menor permisible otorgada por la norma nacional. Estas circunstancias
establecen que la Bacterias Meséfilas Aerobias (BMA) son el mas persistente y
de facil manejo en el laboratorio y de crecimiento en medios de cultivo sintético
en los cuales no existen limites nutricionales a diferencia de los que se puedan
presentar en las hamburguesas. Ademas son consideradas como indicador de

contaminacion cruzada.



El estudio se realizdé hasta un tiempo en el que no se observo la perdida de
inocuidad al no alcanzar una carga microbiana de 7 Log UFC/g. El tipo de
hamburguesa que se estudio, provino de la zona de Lima adquirida de un
supermercado, debido a que sus productos que expenden tienen registro
sanitario por la autoridad pertinente.

Espacialmente el estudio utilizé la infraestructura del laboratorio de ciencias
naturales equipado para realizar pruebas de microbiologia y de equipos de
computacién para desarrollar simultineamente el registro de la actividad de
crecimiento de las bacterias presentes en las hamburguesas y el desarrollo del

modelamiento respectivo que es monitoreado por una computadora.

CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1. Internacional

La conservacion de los productos carnicos siempre ha sido una preocupacion de
todas las sociedades antiguas y modernas aplicando tecnologias de
deshidratacion y congelacion manteniendo sus propiedades nutritivas y en
algunos casos se aplicaron técnicas de maceramiento con la finalidad de lograr
una ligera desnaturalizacion de las proteinas en combinacion con procesos de
fermentacion. Los microorganismos que son utilizados para procesos
fermentativos son las levaduras y las bacterias acido lacticas (BAL), siendo estas
altimas las que ademas de aportar enzimas fermentativas forman moléculas con
actividad biolégica que pueden controlar microorganismos alterantes o

patdgenos.

Las BAL se caraterizan por crecer favorablemte sobre sustratos proteicos en
mezcla con carbohidratos realizando un metabolisno sinérgico , Cury et. al
“‘evaluaron el proceso de fermentacion del lactosuero acido (entero y

desproteinizado) con Lactobacillus casei, sometiéndole a fermentacion



anaerdbica a 37°C y 120 rpm por 96 h. Los valores de acidez fueron superiores
a 120 Grados Dornic (120°D), mostrando la mayor produccion (20.83gAL/l),
Y'p/s=0.86, Qp=0.173gAL/I*h; en suero entero; mientras el lactosuero
desproteinizado mostré un mayor crecimiento microbiano, menor conversion de

lactosa (8.2%) y menor produccion media de acido lactico (8.19g/l1)”.

Los estudios de conservacion utilizando microorganismos probioticos pueden ser
condicionados por los niveles de poblacion utilizado en relacion con bajas
temperaturas. Asi tenemos que “la bioconservacion de carne de res (chuleta)
con Lactobacillus acidophillus sobre Salmonella spp, variando la temperatura,
concentraciéon del Lactobacillus acidophillus y Salmonella spp. se demostré que
las concentraciones 10°UFCQ y 10’ UFC/4 de Lactobacillus acidophillus inhiben
el crecimiento de Salmonella spp. Para la concentracion 10°UFCqQ la
temperatura Optima es entre 0 a 4 °C (congelacién) y para la concentraciéon
107UFCA es entre 4 a 8 °C, refrigeracion”. (Garcia & Sandoval , 2015)

Jurado y col. (2017) determinaron el efecto del sobrenadante de Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus lactis en lomo de cerdo. Utilizaron (500 pl) del
sobrenadante en 50 g de lomo, de testigos usaron acido lactico (2 %) y suero
fisiologico (sin aditivo). Evaluaron cada tratamiento a 4 y 20 °C por 15 dias y
realizaron analisis sensorial y microbiol6gico. Obtuvieron mejores resultados a la
temperatura de 4 °C. Los coliformes totales, Clostridium sulfito reductor y pH no
mostraron diferencia en el factor aditivo (p > 0,05), pero coliformes fecales,
acidez y capacidad de retencién de agua (CRA), si (p < 0,05). Por lo que
concluyen que el sobrenadante de L. plantarum conserva mejor el lomo de cerdo;
ademas, mantiene las caracteristicas organolépticas y evita el crecimiento
microbiano. Mientras que L. lactis mostro resultados similares al 4cido lactico y

por encima del tratamiento sin aditivo. (Jurado y col., 2017).

Moreno (2012) estudié la reduccién de carga microbiana en la carne de pollo
mediante el uso de bactericidas organicos: el acido lactico y la Nisina, para lo

elaboro varias soluciones con acido lactico al 1% y 2% y nisina con 300 y 500

10



ppm, en combinacién con el tiempo de inmersion de 5 y 10 minutos, con una
temperatura de almacenamiento de 4 y 18 °C. Se determind que el mejor
tratamiento es al 1% de acido lactico, 500 ppm de nisina por un tiempo de
inmersion de 10 minutos a un temperatura de refrigeracion de 4°C, tratamiento
gue extiende el tiempo de vida util del producto a 14 dias, reduciendo el 99.25%
de microorganismos aerobios y el 99.30% de coliformes totales, retardando el
crecimiento de E.coli. También, observé que el tratamiento afectd a tres
parametros: la textura, sabor y aceptabilidad mientras que el color y olor no
tienen diferencia significativa (Moreno, 2012)

La produccion biotecnolégica de acido lactico ofrece varias ventajas como el bajo
costo de los sustratos, bajas temperaturas de produccion y bajo consumo de
energia (Rojan et al. 2007). Las recientes investigaciones estan enfocadas en
encontrar nuevas y efectivas fuentes nutricionales y nuevas técnicas de
fermentacion encaminadas a alcanzar altas conversiones de sustrato y altos
rendimientos en &cido lactico (Sule et al. 2004). Esta revision se enfoca en las
distintas tecnologias de fermentacién para producir acido lactico a partir de los
microorganismos, las materias primas renovables, los sistemas de fermentacion
evaluados y las herramientas estadisticas de los analisis usadas para optimizar

el proceso biotecnologico de produccién de éste.

Vasquez , Suérez , & Montoya (2009) Evaluaron la extensiéon de la vida util de
filetes de carne solomo redondo (longissimus dorsi) en refrigeracion, mediante
la aplicacion de extracto crudo de bacteriocinas producido por Lactobacillus
plantarum LPBM10 y el acido lactico. La carne se almacené a 3° C durante 12
dias se analizaron microbiolégicamente, pH, textura, pérdidas de peso y
sensorial. En coliformes totales el mejor tratamiento fue con extracto crudo de
bacteriocinas, observandose un comportamiento bactericida durante los tres
primeros dias, en el caso de microorganismos fecales el extracto crudo de
bacteriocinas impidié el desarrollo de colonias fecales en niveles superiores a
1.5 log NMP/g..
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2.1.2 Nacional

A nivel nacional en la actualidad estas investigaciones estan orientadas hacia
criterios tecnologicos que se fundamenta en los analisis fisicoquimicos y
sensoriales; por otro lado, desde el punto de vista microbiologico los estudios
son de tipo descriptivos y basados en el contexto de las normas. Referente a la
calidad microbiana de las hamburguesas normalmente éstas se encuentran
referenciados con una carga de mesofilos elevada y en muchos casos con

ausencia de patégenos.

Sobre la conservacion de productos carnicos con BAL tenemos los estudios de
Quispe (2017), quien “evalud la conservacion de la carne de ovino de raza
Corriedale con Bacterias acido lacticas (Lactococcus lactis y Lactobacillus
bulgaricus) envasado al vacio, variando la temperatura en (5, 15 y 25)°C con una
concentraciéon de bacterias acido lacticas (0.000, 0.025 y 0.050%).Como
resultado encontr6, que, la temperatura afectd significativamente a las
propiedades fisicoquimicas (acidez, pH, variacion total del color) ,las bacterias
acido lacticas, coliformes totales y Pseudomona aeruginosa. Mientras que a una
concentracién de 0.050% de bacterias acido lacticas a una temperatura de 5°C
se obtuvo mayor tiempo de vida util 19.71 dias, incrementandose en 6 dias con

respecto a la muestra control (Quispe, 2017).

Son diversos los tipos de aditivos organicos purificados que se pueden utilizar
para la conservacion de alimentos, como lo presentado por Caceda (2018) quien
“evalud el efecto de la concentracion de nisina sobre el crecimiento de Listeria
monocytogenes ATCC 19114 en carne de res cruda. Utilizé carne de res cruda
que fueron tratadas con 500 Ul/g, 1000 Ul/g y 1500 Ul/g de nisina, luego inocul6
107 UFC/g de L. monocytogenes ATCC 19114 y se incubaron a 4 °C por 5 dias
y a 37 °C por 36 horas. El crecimiento de L. monocytogenes en los grupos
tratados con 1000 Ul/g y 1500 Ul/g fue significativamente inhibidor (P <0.05) en
comparacion con el grupo control. El grado de inhibicibn aumenté con el aumento

de la concentracion de nisina y la disminucion de la temperatura de incubacion”.
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Otra forma de utilizar aditivos organicos son los sobrenadantes de cultivos de
bacterias lacticas, que en su contenido existen sustancias con actividad
antimicrobiana. Abad y Llenque (2014) evaluaron “el efecto bactericida del
sobrenadante del cultivo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis sobre la
supervivencia de Salmonella typhi. Los resultados evidencian una disminucién
de las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de S. typhi hasta las 24 h de
evaluacion en condiciones de refrigeracion. Por lo que concluye que el
sobrenadante de B. animalis subsp. lactis si afecta la supervivencia de S. typhi

en las condiciones de ensayo”

2.2. Marco

2.2.1. Tedrico

La vida util de los productos céarnicos depende de diversos factores, como la
calidad de la carne, ingredientes, aditivos, agua empleada en su produccién y la
limpieza de equipos (Hernandez et al, 2013). Su conservacion en frio no se
puede interrumpir posterior a su produccion durante el almacenamiento,
transporte, distribucion y venta. Estas operaciones son quiza las actividades mas
importantes que puede afectar la estabilidad biolégica de los mismos. (Cayré et
al., 2003; Cabeza-Herrera et al., 2006; Kreyenschmidt et al., 2010; Feng et al.,
2014).

Se reconoce que las bacterias acido lacticas (BAL), reconocidas como
iniciadoras en procesos fermentativos industriales o prebidticos, pertenecen a un
grupo de microorganismos anaerobios facultativos heterogéneo (Garcia-Parra et
al., 2011, Sanchez-Zapata et al., 2013), y algunas son resistentes al calor y
distribuidos en el medio ambiente (Hongpattarakere et al., 2013) “que pueden
crecer a temperaturas de refrigeracion y debido al metabolismo biogquimico homo
y heterofermentativo inducir la acumulacion de acidos organicos que pueden
estimular el crecimiento de levaduras”. Las BAL pueden sobrevivir a los procesos
térmicos de pasteurizacion (Cabeza-Herrera et al., 2006) y, cuando los productos
carnicos se almacenan en condiciones de refrigeracion y microaerofilicas,

pueden multiplicarse debido a la alta actividad de agua, la baja concentracion de
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oxigeno y un ambiente acido que crean condiciones mas favorables para su
crecimiento (Cayré et al., 2005; Slongo et al., 2009).

Se ha demostrado que existe actividad biologica de los compuestos organicos
presentes en los sustratos utilizados por las BAL sobre microorganismos
alterantes o patdgenos cuando se le utiliza como aditivo conservador. Asi
tenemos estudios que demuestran que “existe efecto del extracto crudo de
metabolitos mostré que es capaz de prolongar el periodo de vida util de la carne
de res empacada en atmosfera modificada por aproximadamente 2 dias,
disminuy6 en dos unidades logaritmicas los recuentos de la microbiota
acompafante, de microorganismos causantes de deterioro como Pseudomonas,
BAL, mesdfilos y psicroéfilos, ademas de mantener el pH y las caracteristicas
sensoriales en un rango aceptable. (Vanegas, Ossa, Gardeazabal, & Coral,
2011)

La utilidad de realizar estudios sobre las propiedades de las BAL para aplicarlas
en la conservacion de alimentos en lugar de aditivos quimicos es una
contribucidn a tener un producto mas inocuo, no solamente desde un punto de
vista quimico, sino también microbiolégico al eliminar a bacterias patdgenas. La
cuantificacion de los productos organicos bacterianos repercutird sobre la
industria carnica al lograr alimentos inocuos. Es un aspecto poco estudiado aun,
y constituye un campo interesante de investigacion para el desarrollo de
productos mas seguros, enriquecidos en sabor de forma mas natural, o con

propiedades funcionales.

2.2.2. Conceptual

Crecimiento microbiano

La relacion entre la tasa de crecimiento especifico (u) de una poblacidén de
microorganismos Yy la concentracién de sustrato (S) es una herramienta valiosa
para la cinética de microorganismos. Esta relacién representa las leyes de
velocidad derivadas empiricamente que se refieren como modelos tedricos.
Estos modelos no son mas que expresiones matematicas generadas para

describir el comportamiento del sistema generado. Los modelos clasicos, que se
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han aplicado al crecimiento de la poblacién microbiana, incluyen el modelo de

Verhulst y la funcién de Gompertz (ecuacion 1).

Modelos de crecimiento microbiano

El modelamiento del crecimiento microbiano se realiza usualmente en dos
pasos. En primer lugar, la relacion entre el tamafio de la poblacion microbiana
(N) y el tiempo (t) se describe a través de un modelo matematico (modelo
primario). En un segundo paso, la relacion entre los parametros del modelo
primario y las condiciones ambientales se describe a través de un segundo

modelo mateméatico (modelo secundario).

Los datos de crecimiento para cada temperatura fueron ajustados mediante
andlisis de regresion no lineal al modelo primario de Baranyi (Baranyi y Roberts,
1994) usando el software DMFit 2.1 para obtener los parametros cinéticos: fase
de latencia (A), velocidad maxima de crecimiento (umax) y maxima densidad

poblacional (Nmax). El modelo de Baranyi se define mediante la ecuacion 1.:

ebmaxA(t) _q

In((N(£)) = In(Np) + fmaxA(t) — In[1 + R (1)

Donde In(N(t)) es el log de la concentracién celular al tiempo t [d(dia)] (UFC/g);
In (NO) es el log de la concentracion celular inicial (UFC/g); yumax es la velocidad
de crecimiento exponencial (log UFC/g dia); In (Nmax) es el log de la
concentracion celular final (UFC/g); y A es un parametro que representa el
aumento logaritmico de la poblacién relacionado al estado fisiolégico celular, y

se determina mediante la ecuacioén 2:

1 (t+2)

A(t) =t+ ln(e“maxt + e‘l‘max)L — e Hmax ) (2)

Hmax
El modelo propuesto por Baranyi y Roberts (1994), descrito en la ecuacién (2),
es uno de los mas 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 varia en funcion de las condiciones ambientales y segun

la fase en que se encuentre la poblacion. Durante la fase exponencial este
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coeficiente es igual a pumax, mientras que durante las fases de adaptacion y
estacionaria se reduce por medio de los coeficientes a(t) y y(t), ambos
comprendidos entre cero y uno.

dN

ar = a(t) " Umay " ¥(t) " N(T)

- - - -(3)

En este modelo se describe la fase de adaptacion 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

parametro a(t) tal y como define la ecuacién (3).

P(t) _ PM/K, _ Q)

a(t) = K, +P(t) 1+P(t)/K, 1+Q(t)

(4)

La variable Q(t)=P(t)/kp, sin significado microbiolégico, caracteriza el estado
fisiolégico de la célula. Esta variable crece exponencialmente a lo largo del
experimento con ratio v, tal y como se describe en la ecuacion (4).

Usualmente se considera que v = umax para reducir la complejidad del modelo.

e PNI0 5
La fase estacionaria se modela a través del parametro y(t), que introduce una
regulacion interna de la poblacién de manera que no puede exceder un valor
determinado (Nmax), tal y como se muestra en la ecuacion (5).
_NUUm
Hnax (6)

El parametro m define la suavidad de la transicion entre la fase exponencial y la

y(t) = (1

estacionaria. Este pardmetro se suele considerar igual a la unidad. Pese a su
clara intencibn mecanistica, no existe una manera de determinar a priori la
sustancia Q(t), de manera que tiene que aproximarse a partir de datos
experimentales. Ademas, Alavi et al (1999) observaron que este parametro no
siempre se mantiene constante para poblaciones con idéntica historia de
conservacion. Mellefont and Ross (2003) dedujeron que la hipotesis de Baranyi
de que el parametro Q(t) sélo depende de las condiciones de pre-inoculacion es
valido solamente para incrementos bruscos de temperatura (no para

reducciones).
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La ecuacién de Arrhenius es una expresion matematica que se utiliza para
comprobar la dependencia de la constante de velocidad (o cinética) de una
reaccion con la temperatura a la que se lleva a cabo esa reaccion, de acuerdo

con esta ecuacion:

K(T) = A.err (7)
Donde Kk(T) = constante cinética (dependiente de la temperatura); A= Factor pre
exponencial; Ea= Energia de Activacion; R= Constante universal de los gases;
T= Temperatura absoluta (°K)

Segun esta ecuacién, k aumenta de modo exponencial cuando aumenta la
temperatura. En ella aparecen dos parametros: La energia de activacion (Ea)
esta relacionada con la barrera de energia que deben superar los reactivos para
transformase en productos, por lo que un valor elevado de la misma provoca un
valor reducido de k y por lo tanto de v. Sus dimensiones son de energia por cada
mol y el factor pre exponencial factor de frecuencia A tiene las mismas unidades
que k. La ecuacion de Arrhenius se transforma a su forma lineal, aplicando

logaritmos neperianos a ambos lados de la igualdad:
1

Ink = InA — 2242 (8)
R T
Esta ecuacion es una linea recta, donde Y es In k, X es 1/T, la ordenada en el

origen es In A y la pendiente es —Ea/R. A través de una tabla de valores de k

frente a T se obtendré& el valor de Ea.

2.3. Definicion de términos basicos

Inocuidad

La inocuidad es uno de los cuatro grupos basicos de caracteristicas que, junto
con las nutricionales, las organolépticas y las comerciales, componen la calidad
total de los alimentos. Un alimento inocuo es aquel que no ocasiona un dafio o
enfermedad a la persona que lo consume. Debido a la fuerte relacién que existe
entre la inocuidad y la salud de los consumidores, el obtenerla adquiere
importancia fundamental e indiscutible. Los alimentos durante su obtencion,
preparacion, manipulacion, transporte, almacenamiento o consumo, y por

causas provocadas no deliberadamente, sufren variaciones en sus
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caracteristicas organolépticas o sensoriales (color, aroma, textura, sabor),
composicion guimica o valor nutritivo, de tal manera que su aceptabilidad para
el consumo queda suprimida o sensiblemente disminuida, aunque puede sin

embargo permanecer inocuo.

Bioconservacion
La bioconservacion puede ser definida como la extension de la vida de anaquel

y seguridad de un alimento a través del uso de microbiota natural o controlada

y/o sus compuestos antimicrobianos (Stiles, 1996).

En la bioconservacion de alimentos se incluyen desde técnicas utilizadas para
obtener alimentos mas seguros hasta la generacion de alimentos minimamente
procesados Y sin aditivos. Por lo anterior, la bioconservacién ha tomado un gran
auge basandose en el efecto de los llamados bioconservadores que aumentan

la vida util e incrementan la seguridad de los alimentos

Bioconservacion de productos carnicos

Los productos carnicos dependiendo de sus condiciones de almacenamiento
representan un excelente medio para el crecimiento microbiano, aun en
refrigeracion llegan a crecer bacterias gram-negativas aerobias como
Pseudomonas, BAL anaerobias como Carnobacterium, Lactobacillus vy
Leuconostoc, incluso bacterias tolerantes al CO2, como los lactobacilos
principalmente Lactobacillus sakei y L. curvatus, Leuconostoc carnosum, L.
gasicomitatum, L. mesenteroides, Weissella spp. y Carnobacterium spp. Estos
microorganismos representan la causa principal de deterioro en productos
carnicos provocando acidez, decoloracion, produccion de gas, formacién de
baba y cambios de pH (Chenoll y col., 2007). Adicionalmente, Brochothrix
thermosphacta es un microorganismo cuyo crecimiento se favorece
selectivamente en las temperaturas de refrigeracion, razén por la cual es
frecuentemente sefialado como responsable de la descomposicion de alimentos.
A pesar de que no se ha comprobado su patogenicidad, se encuentra
estrechamente relacionado con géneros como Lactobacillus y Listeria

predominantemente en la descomposicion de carnes crudas refrigeradas y
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productos carnicos procesados y almacenados en condiciones de atmadsferas
modificadas (Masana y Baranyi, 2000). Al desarrollarse esta bacteria en
carnicos, produce olores caracteristicos de los productos fermentados (Gram y
col., 2002). Es importante comentar que bajo ciertas condiciones pueden
desarrollarse patdégenos como E.coli enterohemorrdgica y L. monocytogenes.
Esta dltima, tiene capacidad de crecer en refrigeracion bajo ciertas condiciones
de anaerobiosis y esta implicada en brotes por alimentos contaminados (Ryser
y Marth, 1999).

Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias &cido lacticas (BAL), se definen como una clase funcional que
designa un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, no patégenas, no
toxigénicas, fermentadoras, caracterizadas por producir &cido lactico a partir de
carbohidratos, lo que las hace utiles como cultivos iniciadores para la
fermentacion de alimentos. Comparten otros rasgos comunes como ser
aerotolerantes, no forman esporas, no reducen el nitrato y no producen

pigmentos (Crittenden, 2009).

El grupo se subdivide en bacterias homo y heterofermentativas en funcion de los
productos de su metabolismo. Las homofermentativas se caracterizan porque el
Unico producto de la fermentacion de los carbohidratos es el &cido lactico,
mientras que las segundas pueden originar, ademas, didxido de carbono, etanol
0 acido acético (Kandler, 1994). Dentro de las BAL, los géneros mas utilizados
para la obtencion de alimentos y bebidas fermentadas
son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y dentro del

género Streptococcus la especie S. thermophilus (Ferreira, 2012).

Debido a que las BAL prevalecen en los alimentos fermentados, a su bajo nivel
de infeccion y que son parte de la microbiota normal de las mucosas, se les
atribuye su bajo potencial patogénico, por lo que se consideran como organismos
GRAS (General Regarded As Safe) (Obed, 2011). Las investigaciones

realizadas a las BAL demuestran una serie de beneficios potenciales a la salud,
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pero los efectos descritos solo pueden ser atribuidos a las cepas analizadas en
cada estudio, y no se pueden generalizar a todas las especies, ni a todo el grupo

u otras cepas probioticas (Gaggia, 2010).

El suero lacteo

Es un subproducto de la elaboracion del queso que se caracteriza por el color
amarillo-verdoso y la forma opalescente, y el alto valor nutritivo debido a la
presencia de proteinas de alto valor bioldgico (entre la que se destacan la alacto-
albumina y la B-lacto- globulina); las vitaminas del complejo B, y minerales como
el calcio y el fésforo. El suero lacteo, ademas, contiene lactosa en grandes
proporciones como carbohidrato estructural, lo que permite el crecimiento y
multiplicacion de las bacterias acidolacticas. (Miranda, 2009).

El suero lacteo representa, entre otras cosas, una mezcla importante de
proteinas que poseen un amplio rango de propiedades quimicas, fisicas y
funcionales, y que, entre otros beneficios para la salud del ser humano, puede
estimular la respuesta inmune, modular la motilidad gastrointestinal, prevenir la
aparicion de diarreas, y proteger contra la infeccién por el vibrién del céleray la
ocurrencia del cancer de colon. El suero lacteo también influye sobre la actividad
antitrombatica, y estimula la proliferacion y las funciones biolégicas de las
bifidobacterias que predominan en el tracto intestinal de los nifios alimentados

con leche materna. (Socorro, 2005).

El &cido lactico

El &cido lactico es de amplio uso en la industria; debido a sus caracteristicas
benéficas, se utiliza en la industria alimentaria (en bebidas y como conservante),
en farmacia, medicina, textileria, en la industria del cuero y para la produccion de
plasticos biodegradables (Lederberg, 1992). El Food Chemical Codex en el afio

1996 especifica el uso del acido lactico en alimentos con una pureza del 88%.

Los factores limitantes en la produccién de &cido lactico por la via fermentativa

son principalmente, la baja concentracién de bacterias lacticas en el sistema y la
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inhibicion del crecimiento por el producto (Monteagudo y Aldavero, 1999;
Kulozik, 1998).

Las bacterias lacticas estan conformadas por un amplio grupo de bacterias no
esporuladas, Gram positivas y que metabolizan un amplio rango de azucares
para producir principalmente &cido lactico (Holt et al., 1998; Herrero et al., 1996).
Debido al gran numero de bacterias lacticas solo son de interés los géneros
altamente productores de acido lactico. Para la produccion industrial de acido
lactico son de mayor importancia las bacterias lacticas homofermentativas,
aquellas que solo producen &cido lactico (Gonzales et al., 2000; Foo et al., 1993).
Los mayores productores de acido lactico pertenecen a las familias
Streptococcaceae (géneros  Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerobacter y Gemella) y Lactobacillaceae (género Lactobacillus).
(Ben Amor et al., 2007; Foo et al., 1993).

Metabolismo de hexosas

La fermentacion de hexosas se realiza por tres vias metabdlicas principales (Fig
1) (Kandler, 1983). Los lactobacilos homofermentativos como son estreptococos
y pediococos utilizan la via de glucosa EMP, y se caracterizan por degradar
fructosa 1,6 difosfato aldosa en dos triosasfosfatos, los cuales son convertidos
en lactato (Kandler, 1983; Hiyama et al., 1968). Tedricamente esta via origina a
partir de un mol de glucosa, dos moles de lactato. Sin embargo, el rendimiento
real a condiciones de laboratorio e incluso de operacion es de aproximadamente
el 90% del rendimiento tedrico (Bruno_Barcena et al., 1999; Akeberg et
al., 1998). Algunas especies del géneroLactobacillus son heterofermentativos
facultativos; en condiciones de anaerobiosis y microaerobiosis se comportan
como homofermentativos, y en condiciones aerébicas forman ademas de acido
lactico, &cido acético, acetoina y peroxido de hidrégeno (Li et al., 2006; Porro et
al., 1999).

Las bacterias heterofermentativas obligadas como por ejemplo el
género Leuconostoc, oxidan la glucosa6fosfato a 6 fosfogluconato. El producto
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final de su metabolismo es una mezcla equimolar de lactato, CO2 y etanol 6
acetato (Kandler, 1983).

Bacteriocinas

La industria alimentaria ha desarrollado la aplicacion de bacteriocinas, producto
del metabolismo secundario de algunas bacterias &cido lacticas (BAL) en la
conservacion de los alimentos. Las bacteriocinas se definen como péptidos de
origen proteinico, que a bajas concentraciones presentan inhibicion

microbioldgica efectiva (Beshkova y Frengova, 2012).

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana, sintetizados
ribosbmicamente por las bacterias productoras, generalmente, estos péptidos
actian sobre la membrana celular. Existe una gran diversidad de bacteriocinas
reportadas en la mayoria de las especies bacterianas, e incluso dentro de una
misma especie podrian producirse distintos tipos de bacteriocinas. (Mondragon
Preciado, Escalante Minakata, Osuna Castro, & Ibarra, 2013)

La forma de accién de la nisina es uniéndose a la pared celular mediante
atracciones electrostaticas, lo cual se facilita debido a la carga positiva de este
péptido y las cargas negativas de los componentes de la pared celular.
Posteriormente, la nisina se une al lipido Il, el transportador principal de las
subunidades de peptidoglicano desde el citoplasma a la pared celular, y por lo
tanto previene la sintesis correcta de la pared celular, provocando la formacion
de un poro transmembranal permitiendo la salida de aminoacidos y ATP, lo que
conduce a la muerte celular (Cotter et al., 2005; Hassan et al., 2012).

Segun Cintas (1995) las bacteriocinas generalmente se caracterizan por ser
estables a valores de pH acidos o proximos al a neutralidad, lo que indica la
adaptacion de estas sustancias a las condiciones ambientales de los sustratos
en los que se desarrollan las bacterias productoras. La termo estabilidad de las
bacteriocinas, al igual que sucede con otras proteinas, esta intimamente

relacionada con el pH asi, pues, se han descrito numerosas bacteriocinas que

22



son mas termoresistentes a pH acidos. (Casaus, 2005). Las bacteriocinas estan
conformadas por puentes disulfuro, tioéter o grupos tiol libres y poseen puntos
isoeléctricos en un intervalo de pH 8,6 a 10,4. (Beristan Bauza & Lopéz Malo,
2012)

Bacterias Aerobias Mesdfilas (BAM)

Este grupo esté integrado por aquellas bacterias, mohos y levaduras que pueden
desarrollarse a 30° C segun condiciones establecidas. A la hora de interpretar el
RAM se debe tener en cuenta que solo refleja la presencia de células vivas. Y
por otro lado, se debe considerar que, los procedimientos de elaboracion de un
alimento (como el proceso térmico), pueden llegar a encubrir productos con altos
recuentos o con condiciones deficientes de higiene. También se debe atender
que, el almacenamiento prolongado en estado de congelacion o el descenso del
ph durante el almacenamiento, produce la disminucién del recuento. El recuento
de mesofilos es de gran importancia porque nos indica el estado de sanidad de

un alimento.

Su cuantificacién estima la cantidad total de flora presente en el alimento sin
determinar tipo de microorganismo. Es utilizado para precisar la implementacion
de buenas practicas de manufactura, definiendo la calidad sanitaria del mismo.
Su numero permite evidenciar el contenido microbiano presente en materiales
crudos e ingredientes, el grado de eficiencia del procedimiento de elaboracién y
del proceso, las condiciones de higiene tanto de los equipos como de los
utensilios y la relacion del tiempo y de la temperatura del alimento durante su

almacenamiento y distribucion.

La Numeracion de BAM puede ser elevado en alimentos perecederos que fueron
almacenados por largos periodos de tiempo aunque hayan sido manipulados
correctamente. Esto da cuenta que no solo se ve influenciado por la aplicacion
de buenas practicas de manufactura sino por la pérdida de calidad a lo largo del

tiempo condicionada por la vida util del alimento. A su vez, se debe tener en
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cuenta que un recuento bajo no implica la ausencia de patégenos ni de sus

toxinas.

Vida util
El Institute of Food Technologists define la vida util de un producto como: “El
periodo entre la manufactura y venta al menudeo de un producto alimenticio,

durante el cual el producto es de una calidad satisfactoria”.

Los conceptos “vida de anaquel”, “vida en estante” y, en menor grado, “vida o
tiempo de almacenaje”, se utilizan regularmente como sinénimos de vida util. En
ese contexto, la calidad de los alimentos puede ser definida principalmente en
términos nutricionales, fisicoquimicos, microbiolégicos, de seguridad vy
sensoriales. Todos estos parametros son de suma importancia y deben ser
evaluados. Sin embargo, el que en todos los casos y con cualquier alimento es

medido en forma inmediata por los consumidores, es el sensorial.

El enfoque principal de la definicion de vida util es calidad aceptable para el
consumidor. En muchas ocasiones esto se refiere al cuidado de la identidad
sensorial del producto, percibida por los consumidores; ésta puede ser
equivalente al periodo durante el cual el producto presenta las caracteristicas

sensoriales optimas.

El limite de pérdida de calidad que el promedio de los consumidores acepta, es
diferente para cada alimento por lo que debe ser cuantificado en forma particular.
Los alimentos (materias primas, productos semiterminados y terminados) son
susceptibles a diversos cambios durante el tiempo de almacenamiento, muchos
de estos cambios son percibidos como deterioro o pérdida de la calidad de los
mismos, mientras que otros se clasifican como procesos normales de
maduracion. Esto es asi porque los alimentos son sistemas activos, diversos y
complejos en donde se dan reacciones microbiologicas, enzimaticas y
fisicoguimicas que afectan su conservacion. Un uso practico de la informacion

de vida util es establecer la fecha de caducidad, que es colocada en la etiqueta
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del producto, con el fin de ayudar a los consumidores en el proceso global de la

decision de compra.

Man y Jones (2000), indican que se usan varias técnicas aceleradas. Cuando
estos se usan es por regla general que se induce a una degradacion mas rapida,
y asi su normal condiciébn de almacenamiento hace probable que sea menos
fiable la estimacion de la vida util. Se han descrito los problemas potenciales y
los posibles errores que pueden obtenerse ante el uso de técnicas aceleradas
en algunos casos. No hay una ventaja en desestabilizar un producto que es
absolutamente estable durante su almacenamiento normal. Los resultados
obtenidos de las técnicas aceleradas deben interpretarse con mucha cautela

cuando no son aplicables a todos los productos.

CAPITULO IIl: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Hipotesis
3.1.1. Hipotesis general

Los productos organicos generados por las bacterias acido lacticas
modifican la bioconservacion de las hamburguesas de carne de tipo

artesanal, valorados mediante modelos matematicos.

3.1.2. Hipotesis especifica

= |Las concentraciones de bacterias acido lacticas homofermentativas
influye sobre la cinética del crecimiento de bacterias alterantes para

la conservacion de las hamburguesas elaboradas artesanalmente.

= |Los extractos crudos de -cultivos de bacterias acido lacticas
homofermentativas en suero de leche modifican la cinética del
crecimiento de bacterias alterantes y los periodos de tiempo para la

conservacion de las hamburguesas elaboradas artesanalmente.
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= |La Nisina modifica la cinética del crecimiento de bacterias alterantes

y el periodo de conservacion de las hamburguesas elaboradas

artesanalmente.

= La vida util de hamburguesas, elaboradas artesanalmente, se

modifica por los productos organicos provenientes de bacterias acido

lacticas homofermentativas.

3.2.

= Variable dependiente

Definicion conceptual de variables

Bioconservacion: es la extension de la vida Gtil de los alimentos

empleando la microbiota natural o sus metabolitos.

= Variable independiente

Concentracion de Bacterias acido lacticas homofermentativas y sus

productos con actividad biolégica: Suero lacteo y nisina

3.3. Operacionalizacion de variables

Variable Dimension | Indicador indice Técnica Método y
es es estadistica Técnica
Dependiente
Bioconservacion | Conservaci | Namero Tiempo Estadistica Modelamiento
hamburguesas on de dias de vida descriptiva e | Ecuacion de
artesanales atil inferencial Arrhenius
Independiente
Aditivos Cinéticade | Pardmetr | Promedio | Estadistica Recuento
organicos de crecimiento | os s Inferencial: Bacterias
bacterias acido | bacteriano | cinéticos | Variacion: | Andlisis de mesofilas
lacticas: de Mmax varianza aerobias Log
v UFClgr crecimient | (UFC/g/h) UFCl/g
v'ppm Nisina 0
v'% Acido fase lag A Modelamiento
L&ctico (horas) Baranyi &
Roberts
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CAPITULO IV: DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipo y disefio de la investigacion

4.1.1. Tipo de investigacion

La investigacion realizado es de tipo prospectivo ya que el registro de
informacion obtuvo segun ocurra el experimento, es longitudinal por que las
variables se caracterizaron en funcién del tiempo y asi mismo, es experimental
por que se manipula la concentracion de la poblacion de bacterias acido lacticas
y sus productos con actividad bioldgica en las hamburguesas artesanales para

determinar el tiempo de vida util.

4.1.2. Disefio de investigacion

Se implementaran 3 grupos experimentales de hamburguesas de carne
elaboradas artesanalmente que recibiran tratamientos, por separado, con
bacterias acido lacticas homofermentativas (BALH), extracto crudo de cultivo de
BAL en suero de leche (ECSL) y Nisina (N). A cada tratamiento se mediran las
variaciones de Velocidad de crecimiento (Umax), Tiempo de latencia (A) y Tiempo
generacional (Tg) con el modelo primario Barangy y Roberts. Estos parametros
cinéticos del crecimiento permitiran determinar el promedio de la velocidad de
crecimiento (Umax) para luego determinar el tiempo de vida util mediante el

modelo secundario de Arrhenius.

4.2 Método de investigacion

Se utilizé el método de investigacion empirica por utilizar una serie de
procedimientos experimentales practicos con el objeto de revelar el

comportamiento de microorganismos aerobios mesodfilos cuando son tratados

con BAL o sus productos metabdlicos en las hamburguesas de carne cuyas
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caracteristicas fundamentales y sus relaciones esenciales se puedan modificar

y que pueda ser accesibles a la observacion sensorial.

Parte de la investigacion utilizé el método de la modelacion que opera en forma
practica o tedrica 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 namero, cantidad o extension del crecimiento de los
microorganismos mesofilos aerobios en las hamburguesas de carne, que
permitird la comprension del funcionamiento de los aditivos organicos y que se
resolvera a través de los numeros, es decir las mateméaticas obteniendo
pardmetros cinéticos del crecimiento: Velocidad de crecimiento (pmax), Tiempo
de latencia (A) y Tiempo generacional (Tg) utilizando el modelo Barangy y
Roberts.

Para la estimacion del tiempo de vida Gtil se elaboraron curvas de crecimiento a
temperaturas de abuso de 15, 25y 35 °C que permitieron determinar la velocidad
de crecimiento (Umax) y de ésta forma se obtuvo la energia de activacion (Ea)

para determinar el tiempo de vida Gtil segun el modelo secundario de Arrhenius.

4.3 Poblacion y muestra

Poblacion
La poblacion esta representada por 9 kilos de carne (res y cerdo) que serviran

de sustrato para los fines experimentales del presente estudio.

Muestra

Para efectos de la investigacion la muestra a obtenerse sera del mismo tamafio
de la poblacién en donde todo el peso (Kg) de las carnes tendra la 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 poblacién microbiana.
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4.4 Lugar del estudio y periodo desarrollado

El estudio se ejecutd en el Laboratorio de Ciencias Naturales de la. Facultad de
Ciencias Naturales. Universidad Nacional del Callao, durante el periodo del 01
de mayo de 2019 al 30 de abril de 2020.

4.5. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de la informacion

4.5.1. Andlisis microbioldgico de las hamburguesas de carne almacenadas a 4
°C.

Se determiné la calidad microbiolégica de las Unidades de hamburguesas de
carne que integran los tratamientos experimentales de 100 g cada una,
elaboradas artesanalmente y proveniente de una fabrica de la ciudad de Lima.
Se determiné el numero de UFC/mL de Aerobios Mesdfilos, E. coli, Stph aureus
y Salmonella sp siguiendo los métodos de la AOAC-Association of Official
Analytical Chemists. 1990. Official Methods of Analysis of AOAC
International. 15" edition. Arlington, VA.

Los datos obtenidos se analizaron aplicando la estadistica descriptiva con la cual
se organizé y describio el conjunto de datos microbiolégicos con el propdsito de
facilitar el uso, apoyandose de tablas, medidas numéricas o graficas. Ademas,
se calcularon parametros estadisticos como las medidas de centralizacién y de

dispersion que describen el conjunto por estudiar.

4.5.2. Acondicionamiento del homogenizado de carne para hamburguesas
obtenido industrialmente.

Se obtuvo 3 kilos de homogenizado de carne para hamburguesas de una fabrica
dedicada a la elaboracién de productos carnicos, con su formulacién industrial
propia, sin el agregado de aditivo alguno destinado a la conservacion del
producto.

El homogenizado cérnico fue recolectado directamente del cutter en 3 envases

de vidrio estériles con capacidad suficiente para un Kilo.
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El suero lacteo fermentado con bacterias acido lacticas iniciadoras de Kefir
(Lactobacillus lactis, Lactobacillus kefire, lactobacillus bulgaricus) contenia acido
lactico 25.12 g/L. De éste suero se utilizé 100 mL para el tratamiento SL 2.5 % y

50 mL para el tratamiento SL 1.25 %.

4.5.3. Determinaciéon de los parametros cinéticos del crecimiento del grupo de
aerobios mesofilos en hamburguesas de carne con aditivos organicos de BALH,

utilizando el modelo primario Barangy y Roberts.

Se establecieron 3 grupos experimentales con las siguientes caracteristicas:
Grupo experimental: Bacterias acido lacticas homofermentativas activas (BALF),
formado por 2 envases estériles, cada uno con 1.0 Kg de homogenizado de
carne para hamburguesas. A uno de ellos se le adicion6 una concentracion
celular de 102 UFC/g y a los restantes, 108 UFC/g.

Grupo experimental Suero Lacteo (SL): Formado por 2 envases estériles, cada
uno con 1.0 Kg de homogenizado de carne para hamburguesas. A uno de ellos
se le adicioné suero lacteo desproteinizado a 95 °C con 1.25 % de acido lactico

y al frasco restante suero lacteo con 2.5 % de &cido lactico.

Grupo experimental Nisina: Formado por 2 envases de vidrio estériles, cada uno
con 1.0 Kg de homogenizado de carne para hamburguesas. A uno de ellos se
adicion6 400 ppm de nisina y al resto 800 ppm.

Una vez homogenizado los aditivos organicos en la masa para hamburguesas
se procedieron a tomar porciones de 100 g para luego moldearlos, en

condiciones de esterilidad, para tener en cada frasco 10 hamburguesas.
Las hamburguesas de cada Grupo experimental son colocadas en contenedores

de plastico de 20 Litros de capacidad, debidamente desinfectado con cloro 200

ppm, y almacenado en la camara congeladora a una temperatura de 4 °C.
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4.5.4. Obtencién de las curvas de crecimiento.

Inmediatamente después de haberse colocado los contenedores en la
congeladora se procedié a tomar, de cada una de ellas, muestras de 10 g y
considerar a ésta muestra como muestra inicial (To); se continuaron tomando
muestras cada 24 horas hasta cumplir un niumero de iteraciones que indiquen
haber alcanzado el término de crecimiento logaritmico o hasta que las
condiciones del crecimiento bacteriano lo requiera. Cada muestra fue analizada
para determinar las UFC/g de los aerobios mesofilos realizando 3 diluciones
seriadas 1/10 y de cada una de éstas diluciones se tomaron 1 mL y en forma
separada, se depositaron en una placa estéril agregandole de inmediato 12 -15
mL de agar Plate Count (Merck). Se incubaron en aerobiosis a temperatura de
30 °C por un periodo de 24 a 72 horas continuando con su respectiva numeracion

de colonias y cuantificacién expresando el resultado en UFC/mL.

Los valores del crecimiento expresados en UFC/g se convirtieron a Log UFC/mL
(Y) y se relacionaron con el tiempo de almacenamiento (X) y de ésta forma se
elaboraron las curvas de crecimiento a fin de lograr el ajuste de los datos con el
modelo matematico de Barangy & Roberts contenido en el Programa DMfit
COMBASE v.2019.

El ajuste de los datos experimentales permitio obtener los parametros de
crecimiento: fase de adaptacion o fase Lag (A), la tasa maxima de crecimiento
exponencial (um) y el tiempo de generacion (Tg), como descriptores
microbiolégicos y de ésta manera se pudo utilizarlos para la predicciéon de la

poblacién existente, en un tiempo determinado, en la hamburguesa.
4.5.5. Determinacion del tiempo de vida atil de la hamburguesa de carne en

funcidon a los microorganismos aerobios mesofilos utilizando el modelo de

Arrhenius
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Se implementaron tres ensayos de crecimiento de los microorganismos aerobios
mesofilos presentes en las hamburguesas de carne a temperaturas de abuso de
15, 25 y 35 °C con la finalidad de obtener la velocidad de crecimiento (u) para
cada temperatura. Se graficaron el Lny de cada temperatura y se relacion6 con
la inversa de cada temperatura absoluta (1/T), teniendo como resultado el valor
de la pendiente de la recta (m), la cual es igual a: —Ea/R; por lo tanto: Ea = -m*R:
qgue en todos los casos sera positiva); y el intercepto en el eje “y”; cuando X=0
representa al factor pre-exponencial en logaritmo (LnA). Una vez obtenidos los
parametros se procedera a calcular la velocidad de crecimiento (u) a 4°C (277°K)

reemplazando las constantes en la ecuacién de Arrhenius.

4.6. Analisis y procesamiento de datos.

= Calidad microbiolégica de las hamburguesas de carne y almacenado a 4 °C.
Las caracteristicas fisico quimicas y microbiolégico de la hamburguesas de
carne elaboradas industrialmente se analizaron mediante la aplicacion de la
estadistica descriptiva que mediante el promedio y desviacion estandar se
pueda explicar la dispersion relativa de las Unidades Formadoras de Colonia
(UFC/mL) de los microorganismos aerobios mesofilos, presentes en cada
muestra de hamburguesa.

= Crecimiento de microorganismos aerobios mesofilos en hamburguesas de
carne con aditivos organicos de origen de BAL y conservado a 4 °C.
El Modelo de Barangy & Roberts, contenido en el programa ComBase, ajusto
los datos experimentales reportando los parametros de crecimiento y el
estadistico coeficiente de correlacion (R?) que indica que estadisticamente los
valores experimentales de UFC/mL bacteriano y Tiempo a temperatura

constante de 4 °C, tienen elevado nivel de confianza.

» Las velocidades de crecimiento (Umax), que corresponden a las bacterias
aerobias mesdfilas, fueron comparadas mediante el Andlisis de Varianza con
un nivel de confianza a= 0.05. Pone a prueba la hipétesis de que las medias

de dos o mas poblaciones son iguales. Se evallo la importancia del factor
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temperatura al comparar las medias de la variable velocidad de crecimiento,

en los diferentes niveles de temperaturas.

= Determinacion del tiempo de vida util de la hamburguesa de carne en funcién
de los microorganismos aerobios mesdfilos utilizando el modelo de Arrhenius.
La relacion de las velocidades de crecimiento (u Ln UFC/mL) y temperaturas
de abuso de 15 °C, 25 °C y 35 °C, expresadas como 1/°K permitieron obtener
las energias de activacion (Ea) y el factor pre-exponencial (A), que son las
constantes del modelo de Arrhenius, seran analizadas por el coeficiente de
determinacion (R?) que explicara la relacion p (Ln UFC/mL) y 1/°K y establecer

estadisticamente el grado de confianza.

CAPITULO V: RESULTADOS

5.1 Resultados Descriptivos
Evaluacion de los parametros fisicos, quimicos y microbiolégicos de las

hamburguesas en estado fresco.

Las hamburguesas elaboradas artesanalmente, fueron analizadas
microbiolégicamente segun los criterios contenidos en Resolucion Ministerial de
Salud MINSA 007-2008, que en su articulo 15, “define la aceptabilidad de un
producto o un lote de un alimento basado en la ausencia o presencia, o en la

cantidad de microorganismos, por unidad de masa, volumen, superficie o lote”.

La misma norma indica que las hamburguesas estan consideradas como
alimentos que corresponden al grupo 10.7; por lo tanto los valores limites
permisibles en las muestras es la ausencia de bacterias patégenas como
Salmonella sp.; mientras que para Staphylococcus aureus es 102 a 102 UFC/g.
Asi mismo, se consideré a los indicadores de higiene: Aerobio mesofilos y
Escherichia coli, con limites permisibles entre entre 106a 10’y 10?2y 10° UFC/qg,
respectivamente. Estos valores caracterizan al alimento como aptos para

consumo humano.
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Se establecieron 4 grupos experimentales denominados: Control (C), Bacterias
acido lacticas homo fermentativas (BALHF), lactosuero (LS) y Nisina (NS). A
cada uno de ellos se realizaron los respectivos ensayos microbioldgicos a fin de

determinar sus condiciones de inocuidad.

La tabla N° 1, muestra los resultados de los analisis microbiolégicos practicados
a las unidades de hamburguesas que corresponde a cada grupo; previo a la

aplicacién con los productos bioconservantes.

Las muestras de hamburguesas de los Tratamientos: C, BALHF, LS y NS,
mostraron presencia de microorganismos mesaofilos aerobios (MA) en cantidades
de 3.24, 3.62, 3.29, 3.37 Log UFC/g, respectivamente; valores que se encuentran
por debajo de sus valores minimos permisibles (6.00 Log UFC/g); Asi mismo, no
existe diferencia estadisticamente significativa (p> 0.05) entre los tratamientos
respecto a los MA. Este grupo bacteriano es un indicador del grado de
contaminacion cruzada y explica que todos los tratamiento experimentales
contienen unidades de hamburguesas con poblaciones de MA significativamente

igual (p>0.05), representando una baja contaminacion cruzada.

Referente al grupo Coliformes fecales (Log NMP/g) se presenta en todas las
unidades de hamburguesas de cada grupo experimental en cantidades de 1.55,
1.67, 1.89 y 1.16, Log NMP/g, respectivamente. Los grupos experimentales no
muestran diferencias significativas (p> 0.05) por lo que se puede inferir que la
contaminacion fecal es minima y de las misma magnitud para todos los grupos.
Los valores encontrados se ubican por debajo de su valor limite minimo
permisible, que indican que la contaminacion de origen fecal puede provenir de

la contaminacion cruzada de la carne.
Todas las unidades de hamburguesas de cada grupo experimental mostraron

valore para Staphylococcus aureus en cantidades probables de <10 UFC/g y

ausencia de Salmonella sp. en 25 g de muestra analizada.
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Estos resultados permiten establecer que las hamburguesas fueron elaboradas
bajo los protocolos de las buenas practicas de manufactura y que en lo sucesivo

servira para la obtencion del tiempo de vida util.

TABLA 1. CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LAS HAMBURGUESAS DE
LOS TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES: CONTROL, BACTERIAS
ACIDO LACTICAS, LACTOSUERO Y NISINA; SIN ADICION DE LOS

PRODUCTOS PRODUCTOS ORGANICOS DE LAS BACTERIAS ACIDO

LACTICAS HOMOFERMENTATIVAS

Grupos experimentales de hamburguesas de carne
(n=5)

Agente microbiano Bacterias

, . . Lacto suero Nisina
acido lacticas

Control

Aerobios Mesobfilos

(30°C) 3.24+0.44 | 3.62+0.22 3.29+0.14 | 3.37+0.26

Coliformes totales | )z L 099 | 1.67+011 | 1.89+ 051 | 1.16 + 0.21

(NMP)

Staphylococcus <10 <10 <10 <10

aureus

Salmonella sp. Ausencia/ | Ausencia/ 25 | Ausencia/ | Ausencia/
25¢ g 25¢ 25¢

Fuente: Elaboracion propia

Evaluacion de las propiedades fisicas quimicas de las hamburguesas en estado

fresco

Porcentaje de humedad y pH

En la tabla 2, se muestra los grupos experimentales, sin adicion de los productos
de bioconservacion, a los cuales se midio el % de Humedad, observandose que
el porcentaje promedio no varia entre los distintos tratamientos experimentales,
por lo que se infiere que estos porcentajes aportaran igual cantidad de agua para

los micoorganismos mesoéfilos aerobios. Los valores de humedad encontradas
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para los tratamientos son: control 66.94%, BALHF 66.82%, Lactosuero 69.64%
y Nisina 66.29 %. Comparativamente los tratamientos contienen unidades de
hamburguesas con contenidos semejantes de humedad, no existiendo
diferencias significativas (p>0.05) entre las unidades de hamburguesas de cada

tratamiento.

Las condiciones de pH fueron medidos a las unidades de hamburguesas que
pertenecen a cada grupo experimental siendo los resultados de 6.61 para el
tratamiento control, 5.55 para BALHF, 5.62 para LS y 5.67 para NIS; no

encontrandose diferencias significativa entre los tratamiento (p> 0.05).

TABLA 2. PORCENTAJE DE HUMEDAD Y PH PRESENTE EN
LAS HAMBURGUESAS DE CARNE DESTINADAS A CADA
TRATAMIENTO SIN ADICION DE LOS PRODUCTOS
PRODUCTOS ORGANICOS DE LAS BACTERIAS ACIDO
LACTICAS HOMOFERMENTATIVAS

Tratamientos % Humedad pH

Control 66.94 + 0.81 6.61 + 0.142
BALHF 66.82 + 1.02 5.55 + 0.073
Lactosuero 69.64 £ 1.06 5.62+0.121
Nisina 66.29 + 1.56 5.67 £ 0.051
p<0.05 0.00127215 0.000202738

Fuente: Elaboracién propia

5.2 Resultados inferenciales

Determinacién del efecto de la concentracion de bacterias acido lacticas
homofermentativas sobre la cinética del crecimiento de bacterias alterantes para

la conservacion de las hamburguesas.

Se realizaron pruebas de antagonismo entre Bacterias acido lacticas a una
concentracion de 3 log UFC/g y 6 log UFC/g y bacterias mesdfilas aerobias
(BMA) en hamburguesas de carne con el fin de evaluar su crecimiento y de esta

forma comprobar su capacidad de bioconservacion.
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Se obtuvieron curvas de crecimiento de BMA por el tiempo de 10 dias, con la
finalidad de obtener parametros cinéticos que caractericen el comportamiento de
las bacterias mesofilos aerobios cuando tienen como sustrato a las
hamburguesas, las cuales le ofrecen todas las condiciones nutricionales para su

crecimiento y desarrollo, que finalmente la conduce a su alteracion.

El crecimiento de las bacterias MA en el Tratamiento control (ausencia de
BALHF) la poblacién se incrementa en 7.55 niveles logaritmicos; mientras que la
presencia de BALHF en las concentraciones de 3 log UFC/g y 6 log UFC/g
reducen a niveles de crecimiento a 3.27 y 2.19 Log UFC/g, respectivamente, y
por lo tanto que ambas concentraciones de BALHF limitan la el incremento de la

poblacién.

La comparacién de los niveles de crecimiento hallados demuestran que existe
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05); y que la poblacién 6 log UFC/g

es la que mayor impacto tiene sobre el crecimiento de bacterias MA. (Figura 1).

FIGURA 1. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CELL}LAS
ACTIVAS DE BALHF 3 Y 6 Log UFC/g SOBRE LA VARIACION DEL
CRECIMIENTO DE BALHF EN HAMBURGUESAS DE CARNE

(&
5
o D
(=)
—
S 4
8 3.27
=
£ 3
2
1
o]
CONTROL EFECTO BALHF 3 Log EFECTO BALHF 6 Log
MA Log UFC/g UFC/g MA Log UFC/g UFC/g MA Log UFC/g

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA 2. CRECIMIENTO DE MESOFILOS AEROBIOS LOG
UFC/G EN HABURGUESAS DE CARNE TRATADAS CON
BACTERIAS ACIDO LACTICAS HOMOFERMENTATIVAS
(BALHF) A CONCENTRACIONES DE 3 Y 6 LOG UFC/G.

12

10 m

Log UFC/g

96 HORR30

0 24 48 72 144 168 192 216 240

B CONTROL MESOFILOS AEROBIOS Log UFC/g
—#— EFECTO BALHF 6 Log UFC/g MESOFILOS AEROBIOS UFC/g
—@—EFECTO BALHF 3 Log UFC/g MESOFILOS AEROBIOS UFC/g

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 3, muestra el impacto de los las BALHF en concentraciones 3y 6 Log
UFC/g en los valores de Log UFC/g de MA durante el periodo de conservacion
de 240 horas, a temperaturas de refrigeracion de 4 °C, a través de sus

respectivas curvas de crecimiento.

La incorporacion de 3 log UFC/g de BALHF en las hamburguesas de carne,
afecta el crecimiento a las bacterias MA, presentes en las unidades
experimentales, haciendo que tengan un periodo de adaptacién o Fase Lag (M)
de 98.38 + 7.15 horas, para luego iniciar un crecimiento logaritmico a una
velocidad (umax) de 0.024 + 0.002Log UFC/g/h; éste valor indica un crecimiento
lento y en consecuencia es probable que la alteracion de las hamburguesas de
carne esté controlado por la presencia de las BALHF. El ajuste de la curva de
crecimiento por el modelo de Baranyi & Roberts muestra un coeficiente de

determinacion (R?) de 0.99. Este valor estadistico es una expresion del elevado
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grado de relacion existente entre el crecimiento de las BMA y las BALHF.(Tabla
2)

Por otro lado, el crecimiento de BALHF a partir de una poblacién de 6 log UFC/g,
incorporada en las hamburguesas de carne, determina que las bacterias BMA
tienen un periodo adaptacion o Fase Lag (A) de 107.10 + 9.28 horas) y a partir
de éste momento se inicia un crecimiento logaritmico a una velocidad (u) de
0.017 £ 0.002 Log UFC/g/h), cuyo valor indica un crecimiento muy lento y
comparativamente menor a la presentada por la concentracién 6 log UFC/g. El
ajuste de la curva de crecimiento por el modelo de Baranyi & Roberts determina
que el coeficiente de determinaciéon (R?) de 0.98. Este valor estadistico es una
medida del elevado grado de relacién existente entre el crecimiento de las BMA
y las BALHF.(Tabla 3, Figura 2)

Comparativamente ambas concentraciones muestran diferencias significativas
(p< 0.05) y por su impacto sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento
se considera como mas efectiva la concentracion de 6 log UFC/g de BALHF.

TABLA 3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE 3 LOG UFC/G Y 6 LOG UFC/G
DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BALHF) SOBRE LOS PARAMETROS
CINETICOS DEL CRECIMIENTO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS (MA) EN
HAMBURGUESAS DE CARNE CONSERVADAS A 4°C

Mesofilos Aerobios Log UFC/g
Parametros cinéticos BALHF 3 Log BALHF 6 Log
del crecimiento Control UFC/g UFC/g
Poblacion inicial (Log 3353+0.12 | 3.446+007 | 3.157+0.06
UFC/qg)
Fase Lag (A=horas) 47.64 £ 4.77 98.38 £ 7.15 107.10 £9.28
Velocidad crecimiento
(L=Log UFC/g/h) 0.056 + 0.003 0.024 + 0.002 | 0.017 +0.002
Poblacion final (Log
UFCg) 9.36 + 0.09 6.90 + 0.43 5.35+0.27
Coeficiente
determinacién (R?) 0.99 0.99 0.98
D.E. del ajuste 0.16 0.12 0.11

Fuente: Elaboracion propia
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Determinacion del efecto del acido lactico del extracto crudo del suero de leche
(Lactosuero) proveniente del cultivo de bacterias acido lacticas
homofermentativas, sobre la cinética del crecimiento de bacterias alterantes,

para la conservacion de las hamburguesas elaboradas artesanalmente.

Con la finalidad de medir el efecto de Lactosuero sobre el crecimiento de las
bacterias BMA, presentes en el producto, se disef¢ utilizarlo en dos niveles de
concentraciéon de acido lactico 1.25 % y 2.5% (g/100 mL), los cuales se
incorporaron, por separado a la matriz de las hamburguesas. La Figura 3,
muestra las curvas de crecimiento de bacterias BMA en presencia de LS con
concentraciones de acido lactico, destacando que las poblacion iniciales son de
valores similares, inclusive el Tratamiento control (C), debido a que provienen de
una masa carnica Unica; sin embargo, las poblaciones finales se modifican
después de un periodo de tiempo de 240 horas. Las poblaciones finales de
bacterias MA logradas en los tratamientos C, LSB 1.25% y LS 2.5% fueron: 9.36
+ 0.09, 8.16 *= 0.077, 598 = 0.0832 Log UFC/g, respectivamente.
Comparativamente las poblaciones que se generan en cada tratamiento tienen

diferencias significativas (p> 0.05).

La incorporacion de 3 log UFC/g de BALHF en las hamburguesas de carne,
afecta el crecimiento a las bacterias MA, presentes en las unidades
experimentales, haciendo que tengan un periodo de adaptacién o Fase Lag (M)
de 26.17 + 0.94 horas, para luego iniciar un crecimiento logaritmico a una
velocidad (i) de 0.10 £ 0.003 Log UFC/g/h; éste valor indica un crecimiento lento
y en consecuencia es probable que la alteracién de las hamburguesas de carne
esta controlado por la presencia de las BALHF. El ajuste de la curva de
crecimiento por el modelo de Baranyi & Roberts muestra un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.998. Este valor estadistico es una expresion del elevado
grado de relacion existente entre el crecimiento de las BMA y las BALHF.(Tabla
2)
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FIGURA 3. CRECIMIENTO DE BACTERIA MESOFILAS
AEROBIAS EN HAMBURGUESAS DE CARNE CON SUERO
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Fuente: Elaboracién propia

Por otro lado, el crecimiento de BALHF a partir de una poblacion de 6 log UFC/g,
incorporada en las hamburguesas de carne, determina que las bacterias MA
tienen un periodo adaptacion o Fase Lag (A) de 36.17 + 0.94 horas) y a partir de
éste momento se inicia un crecimiento logaritmico a una velocidad (4) de 0.078
+ 0.003 Log UFC/g/h), cuyo valor indica un crecimiento muy lento y
comparativamente menor a la presentada por la concentracion 6 log UFC/g. El
ajuste de la curva de crecimiento por el modelo de Baranyi & Roberts determina
gue el coeficiente de determinacion (R?) de 0.997. Este valor estadistico es una
medida del elevado grado de relacion existente entre el crecimiento de las BMA
y las BALHF.(Tabla 3, Figura 3)

Comparativamente ambas concentraciones muestran diferencias significativas
(p< 0.05) y por su impacto sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento
se considera como mas efectiva el lactosuero con la concentracion de 2.5 % de

acido lactico.
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TABLA 4. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ACIQO LACTICO 1.25% Y 2.5 %
DEL SUERO LACTEO SOBRE LOS PARAMETROS CINETICOS DEL CRECIMIENTO
DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS (BMA) EN HAMBURGUESAS DE CARNE

CONSERVADAS A 4°C

Parametros cinéticos del Mesdfilos Aerobios Log UFC/g
crecimiento Control

Ac. Lactico 1.25% Ac. Lactico 2.5%
Poblacion inicial (Log UFC/qg) 3.35+0.12 3.17 £0.045 3.42 £0.042
Fase Lag (A=horas) 47.64 +4.77 41.01 +3.04 50.26 + 5.59
Velocidad crecimiento (L=Log | 4 o5 + 0,003 0.022 + 0.0006 0.013 + 0.0006
UFC/g/h)
Poblacion final (Log UFC/g) 9.36 £ 0.09 8.16 £ 0.077 5.98 £ 0.0832
E:R?Z()aﬁmente determinacion 0.996 0.999 0.996
D.E. del ajuste 0.163 0.056 0.0557

Fuente: Elaboracion propia

Determinacién del efecto de la concentracion de Nisina sobre la cinética del
crecimiento de bacterias alterantes, para la conservacion de las hamburguesas

elaboradas artesanalmente.

La Tabla 5, muestra la respuesta del crecimiento de las BMA de las
hamburguesas de carne frente a la concentracion de Nisina de 400 ppm y 800
ppm, durante el periodo de conservacion de 10 dias, a temperaturas de

refrigeracion de 4 °C, a través de sus respectivas curvas de crecimiento.

La cinética del crecimiento de BMA frente a las concentracion de 400 y 800 ppm
de Nisina en las hamburguesas de carne, afecta el crecimiento a las bacterias
BMA, extendiendo el periodo de adaptacion o Fase Lag (A) por 53.326 horas, y
crecer a una velocidad (umax) de 0.026 Log UFC/g/h; en tanto que, la
concentracién de Nisina 800 ppm, el periodo adaptacion o Fase Lag (A) fue de
76.52 horas) y el crecimiento logaritmico se realiz6 a una velocidad (i) de
0.019 Log UFC/g/h),

Este valor indica un crecimiento lento y es probable que la alteracion de las
hamburguesas de carne esta controlado por la presencia de Nisina. El ajuste de

la curva de crecimiento por el modelo de Baranyi & Roberts muestra un
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coeficiente de determinacion (R?) de 0.98. Este valor estadistico es una
expresion del elevado grado de relacidon existente entre el crecimiento de las
BMA y Nisina 400 ppm.(Tabla 5)

Por otro lado, la concentracibn de Nisina 800 pp incorporada en las
hamburguesas de carne, determina que las bacterias BMA tienen un periodo
adaptacion o Fase Lag (A) de 76.52 horas), para luego continuar con un
crecimiento logaritmico a una velocidad (i) de 0.019 Log UFC/g/h), cuyo valor
indica un crecimiento muy lento y comparativamente menor a la presentada por
la concentracion de nisina 400 ppm. El ajuste de la curva de crecimiento por el
modelo de Baranyi & Roberts determina que el coeficiente de determinacion (R?)
de 0.98. Este valor estadistico es una medida del elevado grado de relacion
existente entre el crecimiento de las BMA y la concentracion de Nisina 800 ppm
(Tabla 5)

Comparativamente ambas concentraciones muestran diferencias significativas
(p< 0.05) y por su impacto sobre la fase de latencia y velocidad de crecimiento,

considerando a la concentracién de Nisina 800 ppm como mas efectiva

TABLA 5. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ACIDO LACTICO 1.25% Y
2.5 % DEL SUERO LACTEO SOBRE LOS PARAMETROS CINETICOS DEL
CRECIMIENTO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS (BMA) EN
HAMBURGUESAS DE CARNE CONSERVADAS A 4°C

Mesoéfilos Aerobios Log UFC/g

Parametros cinéticos Control

del crecimiento Nisina 400 ppm Nisina 800 ppm
Poblacion inicial (Log | 5 3554 9121 33114010 | 3.355+0.05
UFC/qg)

Fase Lag (A=horas) 47.635 + 4.77 53.326 + 12.43 76.52 £10.61

Velocidad crecimiento

(u=Log UFC/g/h) 0.056 = 0.0032 0.026 £ 0.0015 | 0.019 +0.0012

Poblacion final (Log

UFC/g) 9.362 + 0.09 6.483 + 0.56 4.891 £0.10
Coeficiente

determinacion (R?) 0.996 0.984 0.982
D.E. del ajuste 0.163 0.134 0.0808

Fuente: Elaboracién propia
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Estimacion de la vida atil de hamburguesas elaboradas artesanalmente tratadas
con productos organicos de bacterias acido lacticas homofermentativas

empleando modelos predictivos y pruebas aceleradas de tiempo y temperatura.

Se determiné la Velocidad de crecimiento (umax ) de las Bacterias Mesoéfilas
Aerobias presentes en hamburguesas de carne tratadas con Bacterias lacticas
homofermentativas (BALHF) conservadas a temperaturas de abuso de 15 °C,
25 °Cy 35 °C, las cuales fueron 0.25, 0.32 y0.51 Log UFC/g/h respectivamente.

El estadistico R? o Coeficiente de determinacién, da la proporciéon de variacion
de la variable velocidad de crecimiento que es explicada por la variable tiempo
(variable predictora o explicativa). La proporcion esta por encima de 0.95
indicando que los cambios en los predictores estan relacionados con cambios en
la variable de respuesta y que el modelo explica mucho de la variabilidad de la

respuesta. (Tabla N° 5)

Del mismo modo se determiné la Velocidad de crecimiento pmax (Log UFC/g/h) de las
Bacterias Mesdfilas Aerobias en hamburguesas de carne tratadas con Lactosuero 2%,
conservadas a temperaturas de abuso 15 °C, 25 °C y 35 °C con velocidades de 0.013,
0.052, 0.121 Log UFC/g/h, respectivamente. El coeficiente R? que corresponde a cada
temperatura es mayor de 0.95 indicando que los cambios en los predictores estan
relacionados con cambios en la variable de respuesta y que el modelo explica mucho

de la variabilidad de la respuesta. (Tabla N° 6).

De igual forma se determiné la Velocidad de crecimiento pmax (Log UFC/g/h) de
las Bacterias Mesdfilas Aerobias en hamburguesas de carne tratadas con 800
ppm de Nisina conservadas a temperaturas de abuso con velocidades de 0.196,
0.367,0.671 Log UFC/g/h, respectivamente. El coeficiente R? que corresponde
a cada temperatura es mayor de 0.95 indicando que los cambios en los
predictores estan relacionados con cambios en la variable de respuesta y que el
modelo explica mucho de la variabilidad de la velocidad del crecimiento. (tabla
N° 6).
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.El analisis comparativo de las velocidades de crecimiento de las Bacteria
Mesofilas Aerobias (umax=Log UFC/g/h) en la hamburguesas de carne indica que
existe diferencias altamente significativas (p<0.05) entre los productos organicos
de las BALHF y de elevada correlacion con las variables tiempo y temperatura
(Tabla N° 6)..

TABLA N° 6 CONFIABILIDAD (R?) DE LA RELACION VELOCIDAD DE

CRECIMIENTO Hmax (Log UFC/g/h) Y TEMPERATURAS DE ABUSO (°K) DE LOS
PRODUCTOS ORGANICOS

PRODUCTOS Tiempo | Temperatura | pPmax(Log | Coeficiente de
RGANICOS (dias) °K UFC/g/h) correlacion
BALHF (R?)
288 0.251 0.93
BAL Log UFC/g 10 293 0.322 0.94
303 0.511 0.95
288 0.013 0.97
Suero lacteo 2.5% 10 293 0.052 0.96
303 0.127 0.98
288 0.196 0.98
Nisina 800 ppm 10 293 0.367 0.98
303 0.671 0.97

Fuente: Elaboracion propia

Obtencién de parametros de la ecuacion de Arrhenius

Para efectos de obtener el tiempo de vida util de las Hamburguesas de carne se
obtuvieron preliminarmente los parametros de la ecuacion de Arrhenius para
establecer la relacion de temperatura de abuso (°K) y Velocidad del crecimiento
(umax= Log UFC/g/h) de las Bacterias Mesdfilas Aerobias (BMA) presentes en
las hamburguesas de carne tratadas con una concentracion de 10® UFC/g
BALHF. Los valores hallados son m= -2016.1 y LnA=7.7349 LnUFC/g/dia. El
valor del coeficiente de determinacion igual a 0.95 otorga elevada confiabilidad

a la relaciéon de las variables .(Tabla 7)

Para el caso de las Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA) en las hamburguesas

de carne tratadas con lactosuero 2%, los parametros de la ecuacion de Arrhenius
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gue relacionan la temperatura de abuso (°K) y Velocidad del crecimiento
(Umax=Log UFC/g/h) fueron m= -3838.1 y LnA=12.48. El valor del coeficiente de
determinacion igual a 0.92 otorga elevada confiabilidad a la relacion de las

variables. (Tabla 7)

Referente a los parametros de la ecuacion de Arrhenius que establece la relacion
de temperatura de abuso (°K) y Velocidad del crecimiento (umax (Log UFC/g/h)
de las Bacterias Mesdfilas Aerobias (BMA) UFC/g en las hamburguesas de carne
tratadas con nisina los valores son m= -4225.8 y LnA= 12.593. El valor del
coeficiente de determinacion igual a 0.9513 otorga elevada confiabilidad a la

relacion de las variables.(Tabla 7)

La determinacion de los pardmetros del modelo de Arrhenius permitié el célculo
de la energia libre, considerandose como una variable independiente en funcion
de los parametros m y LnA. Los valores de Ea hallados para los productos
organicos de las BALHF: BAL10® UFC/mL, 16761.98 Ln ufc*J/g*d*mol;
Lactosuero 2%, 31911.775 Ln ufc*J/g*d*mol; Nisina 800 ppm, 35135.2958 Ln
ufc*J/g*d*mol. El coeficiente de determinacién (R?) denota, para todos los
productos de BALHF, estan entre 0.93 y 0.95 que refleja la bondad del ajuste

del modelo a la variable que pretender explicar. (Tabla 7)

TABLA N° 7. EFECTO DE LAS TEMPERATURAS DE ABUSO: 288,
293 Y 303 °K,: SOBRE EL CRECIMIENTO DE BACTERIAS
MESOFILAS AEROBIAS PARA LA OBTENCION DE LOS
PARAMETROS DEL MODELO DE ARRHENIUS

PRODUCTOS ORGANICOS DE BACTERIAS
Par4metros ACIDO LACTICAS HOMOFERMENTATIVAS
BALHF 10° LACTOSUERO| NISINA
UFC/mL 2.5% 800 ppm
m (Ln ufcK/g*d) -2016.1. -3838.1 -4225.8
Ea (Ln ufc*J/g*d*mol) . 16761.98 31911.775 35135.2958
LnA (Ln ufc/g*d) 7.7349 12.481 12.593
R(J/mol°K) 8.314472 8.314472 8.314472
R2 0.9534 0.9261 0.9513

Fuente: Elaboracion propia
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El desarrollo matematico del modelo de Arrhenius permitié obtener el tiempo de
vida util de las hamburguesas de carne tratadas con productos organicos de
Bacterias acido lacticas homofermentativas, observandose que el mayor tiempo
de bioconservacion la registra el Lactosuero al 2% que permite una vida util de
33.74 dias, seguida de la Nisina 14.91 dias y Log UFC 10°, 10.20 dias; a una

temperatura de almacenamiento de 4°C. (Tabla 8)

TABLA N° 8. TIEMPO DE VIDA UTIL DE LAS HAMBURGUESAS DE
CARNE TRATADAS CON PRODUCTOS ORGANICOS DE BACTERIAS
ACIDO LACTICAS HOMOFERMENTATIVAS CONSERVADAS A 4°C
EN RELACION A SU CONCENTRACIONES OPTIMAS.

L Concentracion | Tiempo de Vida | Temperatura de
Productos organicos s o g i’
Optima Util (dias) Conservacion
Bacterias Acido 5 .
Lacticas (BALHF) 10° UFC/mL 10.20 4°C
Lactosuero 2% 33.74 4°C
Nisina 800 ppm 14.91 4°C

Fuente: Elaboracion propia

CAPITULO VI: DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Contrastacion y demostracion de la hipotesis con los resultados

La calidad microbioldgica de las hamburguesas de carne depende del tipo de
carne utilizada como materia prima, de su proceso de elaboracion y sobre todo
de la temperatura de procesamiento y de conservacion. Algunas de las etapas
pueden servir como fuente de contaminacion cruzada o favorecer el incremento
de su carga microbiana por modificacion de su matriz, como es el caso de la
etapa del molido de la carne en la cual se incrementa el area enzimética

favorable a los microorganismos y al incremento de la contaminacion.

Las condiciones expuestas fueron limitadas en las hamburguesas de carne
experimentadas porque fueron elaboradas en circunstancias asépticas maximas
posibles que determinaron que la carga microbiana presente fue mas bajas de
la que la normativa nacional NTS N 071-MINSA/DIGESA exige.
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El grupo de Mesofilos Aerobios se incluyen todas las bacterias, mohos y
levaduras capaces de desarrollarse a 35 °C £+ 2 °C en las condiciones
establecidas. La estimacion cuantitativa de éste grupo se considera la microflora
total sin especificar tipos de microorganismos, refleja la calidad sanitaria de
un alimento, las condiciones de manipulacion y las condiciones higiénicas de la

materia prima

En éste estudio la determinacion cuantitativa de los Aerobios Mesdfilos,
cultivados a 30 °C, no se encontré diferencias entre las unidades experimentales
de cada tratamiento. Los valores hallados fueron de 3.24, 3.62, 3.29, 3.37 Log
UFCl/g, para los tratamientos C, BALHF, LS y NIS, respectivamente; que
comparados con los limites tolerantes (10°-108 UFC/g) de la Norma Técnica
Peruana (Digesa, 2008), estan por debajo de dichos parametros. Estos valores
son similares a los que se hallaron en hamburguesas elaboradas industrialmente
(Valero Leal, y otros, 2008) que reportaron valores promedio de 1.55 logio UFC/g.
Estos valores de BMA es considerado como bajo e indicativo de haber sido
elaborados con criterios de inocuidad.

El presente estudio acepta la hipétesis que los modelos mateméaticos de Baranyi
& Roberts y Arrhenius describen el control del crecimiento, de las Bacterias
mesofilas aerobias (BMA), por los productos organicos elaboradas por las
bacterias acido lacticas homofermentativas e influyen en la bioconservacion de

las hamburguesas de carne elaboradas en forma artesanal.

6.2 Contrastacion de los resultados con otros estudios similares.

El criterio general aceptado en las normas de diferentes paises es que la carga
microbial de BMA en las hamburguesas de carne puede ser de 10° hasta 10’
UFC/g y se consideran satisfactorio para ser considerados como aptos para
consumo humano; tomando en cuenta que la carne es el primer factor del

incremento de las poblaciones bacterianas en su matriz que procuran su
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deterioro. Asi mismo un valor cercano o mayor a 10’ UFC/g coincide con

caracteristicas de alterado y no apto para consumo humano.

En las muestras de hamburguesas, Orellana. ( 2014) reporta que “el recuento de
Aerobios Mesdfilos Totales (MA) presentes en hamburguesas no supero el limite
permitido (UFC/g=10°) establecido por el MINSA/DIGESA. Se presenta el caso
que la presencia de MA pueden estar al borde del limite permisible y por lo tanto
no se considera como aptas para el consumo humano, En un estudio
comparativo, Morocco., (2019) sobre la calidad microbiol6gica de hamburguesas
de carne, encontrd que el 100% de sus muestras tenian una carga promedio de
6.22 Log UFC/g, considerandolas no aptas para el consumo humano”.
Contrariamente, Campuzano y col. (2015) “evaluaron la calidad microbioldgica
de algunos alimentos preparados y servidos en puestos ambulantes y
consideraron que las hamburguesas de carne vendidas estaban fuera de los
limites permisibles de 10’ UFC/g. Estos casos demuestran la falta de existencia
de protocolos de buenas practicas de manufactura durante el proceso, falta de

técnicas de almacenamiento o uso inadecuado de temperaturas.

Las Hamburguesas con un elevado nimero de AM es un producto con una vida
atil corta (Garcia y col.1995); y asi mismo, representa un riesgo potencial para la
salud del consumidor, por la mayor probabilidad de presencia de patégenos en
el mismo, sobre todo cuando las bacterias del grupo coliformes se encuentran a

un nivel elevado (Zea y Rios 2004).

Acerca de la presencia de los Coliformes fecales (expresados como Log NMP/g)
en las hamburguesas de carne de los tratamientos C, BALHF, LS y NIS, se
encontraron valores situados entre 1.16 y 1.89 log NMP/g considerados como
valores significativamente menores (p>0.05) de lo que exige la norma. El
contenido de este grupo de bacterias es bajo y un tratamiento térmico posterior,
antes de su consumo, se eliminaran facilmente, por lo tanto su presencia es util
para indicar contaminacion postproceso térmico o que éste ha sido deficiente.

Asi mismo, “la presencia de algunos coliformes (E. coli) en los alimentos puede
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deberse a una contaminacién especifica con heces del hombre y otros animales,
pero otros (Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Erwinia) generalmente proceden
del suelo, agua y vegetales en descomposicion. Varios estudios han indicado
que los coliformes y E. coli estdn presentes en la carne molida”. (Heredia, 2001;
lonova 1981; Zhao 2002).

Valores similares de Coliformes totales y fecales se encuentran en las
investigaciones de Narvaez y col, (2014), “reportan 3.84 log NMP/g en
hamburguesas de elaboracion industrial. Fahim, et al. (2017), “muestran
recuentos minimo y maximo de coliformes en muestras de hamburguesas de
carne congeladas, recolectadas de diferentes localidades (ciudades, centros y
aldeas de Benha), sus resultados promedios variaron entre 0.73x102%; 1.29 x 107
y 2. 23 x 10? UFC/g, respectivamente”. Mousa, et al. (2014), reporta presencia
de coliformes en las hamburguesa de carne con valores promedio de 2.92 x 102,
sefialando que su presencia comienza en el matadero durante evisceracion.
Feélix-Fuentes y col. (2005), “obtuvieron que el 92% de las muestras de carne
para hamburguesas presentan recuentos menores de 1 log NMP/g para

coliformes totales”.

Las investigaciones indican que es natural la presencia de Coliformes totales y
fecales y probablemente la presencia de E. coli, que ademas son consideradas
como organismos indicadores de contaminacion fecal reciente. Los organismos
indicadores son utilizados para caracterizar la calidad microbiologica de los
alimentos y estan estrechamente relacionados con la vida util del producto o su
seguridad, sefalando la posible presencia de bacterias patdgenas que
contribuyen a presentacion de las enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETAS).

En el presente estudio se aplico el criterio microbiolégico para los patégenos que
pudieran estar en la matriz de las hamburguesas, por lo cual se determiné la
cuantificacion de Staphylococcus aureus encontrando que alcanzaban un valor

de <10 UFC/g, considerando como un valor por debajo de la exigencia de la
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norma (NTS 071 MINSA/DIGESA) de 10?2 UFC/g. Encontramos valores
parecidos en el trabajo de Zuasnabar y col. (2016), quienes “en las
Hamburguesas de carne vacuna libre de gluten, obtuvieron como resultado 100
UFC/g de Staphylococcus aureus y que lo consideraron dentro del limite
establecido; por lo tanto, fueron declarados aptos para el consumo humano; asi
mismo”. Fernandez y col. (2006), “realizaron un estudio comparativo de las
carnes para hamburgesas y el recuento de S. aureus varié entre 0 y 0,44 log
UFC/g”.; Félix-Fuente y col. (2005), “determinaron los niveles de carga
microbiana de Staphylococcus aureus en 30 carnes preparadas para
hamburguesas, de las cuales solo el 10% de las muestras present6 un promedio
de 3,54 log UFC/g, mientras que el 90% restante presentd recuentos bajos en
un rango de 0 a 2,23 log UFC/g. Estos resultados son valores muy cercanos a
nuestro estudio e indican que la existencia de éste patdgeno puede ser
controlado durante y después de la elaboracion de las hamburguesas mediante

los criterios de inocuidad y seguridad alimentaria”.

La presencia de Staphylococcus aureus en las hamburguesas puede deberse a
contaminaciones que se producen durante la manipulacion por trabajadores
portadores sanos a nivel de fosas nasales, faringe y/o piel, también se introducen
en la matriz del alimento mediante el uso de utensilios sucios durante su
procesamiento; sin embargo, el encontrar un recuento elevado de este patdégeno
se asocia a practicas de limpieza y desinfeccién inadecuadas, asi como también

a fallas en el control de la temperatura del proceso (Narvaes, 2001).

Para que la presencia de Staphylococcus aureus se produzca en las
hamburguesas se hace necesario que existan las condiciones de pH cercano a
la neutralidad, temperatura alrededor de 30°C y ausencia de microorganismos
competitivos. Este Ultimo punto es importante, ya que Staphylococcus aureus no
es competitivo en presencia de otros microorganismos (Camacho, y otros, 2009).
Con respecto a las condiciones ambientales, “los alimentos son susceptibles a
una contaminacion postproceso con tipos enterotoxigénicos de Staphylococcus

aureus, por ejemplo, si son sometidos a un inadecuado manejo o bien a
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temperaturas de conservacion inapropiadas; este problema se acentla por la
ausencia de flora competitiva, que normalmente restringe el desarrollo de este

microorganismo”. (Camacho, y otros, 2009).

Referente a Salmonella sps. las muestras de hamburguesas de todos los
tratamientos se caracterizaron por mostrar ausencia en 25 g de muestra
analizada. Estos resultados se lograron por considerar en la elaboracion del
producto una buena calidad de carne en condiciones de frescura y poco tiempo
de almacenamiento en temperaturas de congelacion; proceso que puede influir
en la supervivencia de Salmonella y por lo tanto una ausencia de ella en los
analisis. Las investigaciones realizadas para inferir la presencia de Salmonella
en hamburguesas es muy variada; sin embargo es poca el reporte de que el nivel
de su poblacion es elevada, debido a que las caracteristicas fisico-quimico,
microbiolégicas y sensoriales se pierden y se considera como alimento

deteriorado y no apto para el consumo humano. (Narvaez, 2005; Tietjen, 1995).

Su presencia en los alimentos se encuentra en baja concentracion, en relacion
con el resto de la microflora, que habitualmente es variada y abundante o si esta
presente se encuentra con dafos sufridos por la temperatura de congelacion
durante el almacenamiento lo que dificulta su recuperacion y aislamiento
(Narvaez, 2005; Tietjen, 1995).

En general, se observa que todos los microorganismos cuantificados en las
hamburguesas de carne mostraron una tendencia de estar dentro de las
limitaciones de la norma. Mientras que informes cientificos los reportan en baja
cantidad podria deberse al agotamiento de nutrientes y la acumulacién de
metabolitos toxicos, lo cual inhibe la velocidad de crecimiento hasta que la
muerte y las divisiones celulares se igualan, permaneciendo asi la poblacion
constante (ICMFS,1975; Jay, 1978). Otra razon que podria explicar este
comportamiento, es que una vez preparada la hamburguesa, recibe
microorganismos procedentes de la manipulacion, aumentando su carga inicial

lo cual crea un mecanismo de competencia o de adaptacion entre los diferentes
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géneros bacterianos necesarios que sintetizan las enzimas que degradan los
sustratos presentes en el alimento (Bourgeois 1994). Se ha sefialado que la flora
bacteriana presente en las hamburguesas de carne esta influenciada por la
microflora de la materia prima, las condiciones sanitarias durante el
procesamiento, asi como también por la temperatura y tiempo de

almacenamiento antes de la venta (Foster, 1997).

Bioconservacion de las hamburguesas utilizando productos organicos de las

Bacterias acido lacticas homofermentativas.

La bioconservacion de las hamburguesas de carne se estudid preparando tres
tratamientos que contenian los productos organicos producidas por Bacterias
acido lacticas homofermentativas: Concentracion de células de bacterias &cido
lacticas homofermentativas (BALHF), lactosuero obtenido por fermentacion de
las BALHF (LS) y Nisina (NIS).

El impacto sobre el crecimiento de las bacterias MA presentes en las
hamburgesas, medido y como resultados se obtuvo que cuando se usoO
concentraciones de 3 log UFC/g de BALHF, los parametros de crecimiento se
modificaron de tal forma que el periodo de adaptacion o Fase Lag (A) fue de
26.17 + 0.94 horas, velocidad de crecimiento logaritmico (u) de 0.10 Log
UFC/g/h; mientras que cuando se utiliza una concentracion de 6 log UFC/g el
periodo de adaptacion o Fase Lag (A) fue de 36.17 horas, y la velocidad de
crecimiento (1) de 0.078 Log UFC/g/h). Estos valores expresan que el periodo
de adaptacion es proporcional al tiempo y la velocidad de crecimiento
inversamente. Se interpreta g la alteracion de las hamburguesas se prolonga
mas tiempo cuando se usa BALHF a una concentracién de 10°% Log UFC/g
ocasionando al final de 10 dias una variacion maxima poblacional de 2.27 log
ufc/g, este valor indica que los MA se desarrollaron en forma lenta en el periodo
establecido. Estos resultados nos indican que la incorporacién de bacterias &cido

lacticas, que poseen un metabolismo homofermentativo, permiten la estabilidad
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de la matriz de la hamburguesa favoreciendo su conservacion a temperaturas de
4 °C.

Se ha demostrado que el conocimiento del comportamiento de las Bacterias
acido lacticas pueden tener diversas aplicaciones sobre todo las fermentaciones
en productos carnicos y recientemente para frenar el desarrollo de
microorganismos patdgenos y alterantes que se presenten en los alimentos
(Moreno, 2006; Ghanbari y Jami, 2013)

Se observa que la conservacion de la carne y productos carnicos, como la
hamburguesa, puede realizarse empleando bacterias &acido Ilacticas
homoferentativas incorporandolas directamente aprovechando sus propiedades
de ser productoras de compuestos organicos, como el acido lactico o
bacteriocinas, considerados como compuestos antimicrobianos purificados o
semipurificados. (Stiles, 1996; Minor, 1999).

En este estudio la aplicacion directa de células activas de BALHF, ha logrado
reducir el crecimiento de microorganismos patdégenos y de descomposicion pero
no se logrado inhibir el crecimiento de la carga microbiana nativa indeseable de
las propias bacterias lacticas, demostrando en todos los casos un incremento de
sus poblaciones, manteniéndose en la fase estacionaria por periodo muy
extensos sin lograr nivles mayores de 107 Log UFC/g; sin embargo “ es probable
que alguna de ella, de conducta heterofermentativa, con capacidad de producir
acido acético o productoras de H2S, que adicionalmente pueden alterar
propiedades funcionales de la matriz de la carne como el pH pudiéndo ocasionar
la pérdida de textura, capacidad de retencién de agua, cohesividad y color”
(Minor, 1998).

Consideramos que las carnes son facilmente alterables, sobre todo si estan
procesadas, pues tienen un pH entre 5,1 y 5,6, adecuado para el desarrollo de
la mayoria de los microorganismos, y un potencial de reduccién que permite el
crecimiento de los anaerobios en profundidad y los aerobios en la superficie.

Investigaciones sobre Bacterias acido lacticas permiten ver un enfoque diferente
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al que se tiene actualmente, cuando se trata de bioconservacion debido a que
las BAL pueden crecer a temperaturas de 4°C a baja velocidad pero realizando

actividades metabdlicas.

La técnica de incorporar directamente una poblacion de bacterias acido lacticas
a la matriz de las hamburguesas presenta resultados similares a los encontrados
por Minor, et al. (2002) que “utilizé L. acidophilus para la elaboracién de
productos carnicos tipo salami, con poblaciones de 108 UFC/ g, conservando la
calidad de su producto”. Asi mismo Ruiz y col. (2015) “estudiaron la relacion del
namero de Lactobacillus en carnes empacadas al vacio segun el tiempo. La
poblacion inicial fue de 3.84 £+ 0,15 Log UFC/g, y pH 5.55 + 0.05 al término de 21
dias la poblacion fue 6.50 Log UFC/g + 0.16 y pH 5.58 + 0.39, la cual se estabiliza

por periodos mas largos, logrando la conservacion de la carne”.

Los estudios de conservacion utilizando microorganismos probioticos pueden ser
condicionados por los niveles de poblacion utilizado en relacidbn con bajas
temperaturas. Asi tenemos que “la bioconservacion de carne de res (chuleta)
con Lactobacillus acidophillus sobre Salmonella spp, variando la temperatura,
concentraciéon del Lactobacillus acidophillus y Salmonella spp. se demostré que
las concentraciones 10°UFCQ y 107 UFC/4 de Lactobacillus acidophillus inhiben
el crecimiento de Salmonella spp. Para la concentracion 10°UFCqQ la
temperatura 6ptima es entre 0 a 4 °C (congelacion) y para la concentraciéon
107UFCA es entre 4 a 8 °C, refrigeracion”. (Garcia & Sandoval , 2015)

El presente estudié condicioné que la conservacion fue a temperatura de 4°C y
bajo es perspectiva los resultados hallados concuerdan con los reportados por
Garcia y Sandoval (2015) quienes demostraron que las concentraciones
10°UFCQ y 107UFCAQ de Lactobacillus acidophillus inhiben el crecimiento de
Salmonella a una temperatura optima de 4 °C en chuletas de res.

Los resultados hallados por Juven et al. (1992) y Hugas (1998), refieren que “los
Lactobacillus que crecen en la carne causan interferencia microbial sobre

bacterias patdgena a través de distintos mecanismo tales como competencia de
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nutrientes y oxigeno, competencia por sitios de adhesion y por la produccién de
una amplia gama de sustancias inhibitorias, principalmente acido lactico”. Otros

“

como, Ordofiez et al. (1998), mencionan que “el recuento total de
microorganismo mesofilos viables presentes en la carne aumenta continuamente
desde el inicio del periodo de conservacién, pero después la tasa de crecimiento
se estabiliza”; situacién que facilitara el predominio metabdlico de las BALHF que
goce de facultades de Bioconservante cuando es inoculado al momento de la

elaboracién de las hamburguesas.

Castellano et al., (2011), realizé un trabajo aplicando EDTA (48mM) y los cultivos
bioprotectores Lactococcus lactis CRL1109 (productor de nisina) y Lactobacillus
curvatus CRL705 (cargas: 107/g) en hamburguesas congeladas de carne vacuna
picada, inoculadas con Escherichia coli 0157:H7 (102 cel/g) y sometiéndolas a
temperatura de abuso (5 °C) durante 9 dias. Los tratamientos simultaneos con
cultivos bioprotectores y Na2EDTA produjeron una reduccion de 1,62, 1,95, 3,41
y 3,90 log a tiempo 2, 3, 6 y 9 dias respectivamente en E. coli O157:H7,
comparados con el control. En coliformes autoctonos, con ese mismo
tratamiento, la disminucién fue de 1,55 log comparada con el control. Pero sin
EDTA no hubo inhibicion.

Castellano et al. (2008), evaluaron la efectividad de inhibicién de cultivos
lacticos autdctonos bacteriocinogénicos Lactobacillus curvatus CRL705
y Lactococus lactis CRL1109 usados como cultivos bioprotectores, y de sus
bacteriocinas (lactocina 705 y nisina), contra Listeria
monocytogenes (102 UFC/g) en hamburguesas almacenadas a 5 °C. La
adicién de 108 UFC/g de cada cultivo bioprotector en forma individual a la
carne produjo un efecto bacteriostatico sobre L. monocytogenes durante la
72 h de almacenamiento a 5 °C bajo condiciones aerdbicas. No se observé
efecto sinérgico cuando ambos cultivos se aplicaron en forma conjunta. Sin
embargo, cuando se aplicaron sus bacteriocinas liofilizadas se observo la

inhibiciébn inmediata del microorganismo patogeno, lo cual demuestra su
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mayor efectividad en comparacion con la aplicaciéon de los cultivos
bacterianos que la producen.

Belfiore et al., (2007), ensayando la efectividad en medio de cultivo liquido,
la nisina producida por la cepa autéctona Lactococcus lactis CRL1109 ha
producido la inactivacion total de las cepas mas sensibles de E. coli 0157:H7
cuando se aplica en forma combinada con 1000 mM de EDTA (cargas
iniciales 5 log) y un descenso de la poblacién de 2 log en las cepas mas

resistentes

Vignolo et al. (2005), evaluaron el efecto de la aplicacién de la cepa autéctona
Lactococcus lactis CRL1109 productora de nisina, en la extension de vida util de
recortes bovinos y porcinos almacenados a 8 °C. La aplicacién de la cepa
bacteriocinogénica en forma de spray a en recortes vacunos, la impregnacion
con el cultivo protector mostré un efecto bacteriostatico sobre la microbiota total
retardando su deterioro en 10 dias mientras que en cortes porcinos se observo
una disminucion de 2,9 log en la poblacion de coliformes a los 15 dias de

almacenamiento a 8 °C.

Los resultados del presente estudio permiten inferir que la concentracion de 6
Log UFC/g de BLHF cumple con los criterios para preservar las condiciones
microbiolégicas de la hamburguesas de carne experimentados otorgandoles

condiciones de inocuidad.

Actualmente la industria alimentaria, para extender la vida 0til de los alimentos,
utiliza conservantes quimicos como el acido benzoico, soérbico y propiénico. Por
otro lado existe mucho interés por la bioconservacion natural que pueden aportar
bacterias acido lacticas (BAL), aumentando su interés como una alternativa para

poder utilizarla en lugar de aditivos quimicos.

El uso de bacterias del &cido lactico se ha reconocido ampliamente como una
fuente natural de conservantes que mejoran la calidad sensorial de los alimentos

procesados y promueven la salud de los consumidores. BAL produce una
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variedad de compuestos de bajo peso molecular que incluyen acidos, alcoholes,
diéxido de carbono, diacetilo, peréxido de hidrégeno y otros metabolitos. Muchos
de estos metabolitos tienen un amplio espectro contra bacterias, hongos y
levaduras en especial el &cido lactico que es el principal metabolito producido
por las bacterias lacticas, responsable a menudo de la reduccién del pH en

distintos alimentos.

El presente estudio utilizd el extracto crudo del suero lacteo (SL) con un
contenido de &cido lactico del 1,25y 2.5 %, para obtener respuestas de impacto
sobre las bacteria mesdéfilas aerobias (MA) presentes en las hamburguesas de
carne, obteniendo sus parametros de crecimiento y de esa forma poder describir

el efecto de la concentracion del acido lactico.

El efecto del &cido lactico del LS se sintetiza en las respuestas de la MA referente
al tiempo (h) de su fase lag (A) o adaptacién y su velocidad de crecimiento (u).
Respecto al primero el tratamiento con &cido Léactico 2.5 %. es la que mejor
impacto logro. La fase de latencia tiene una duracion de 50.26 hr, mientras que
la SL con 1.25% fue de 41.01 h. Estas respuestas esta dependiente de los
factores intrinsecos que le puede ofrecer la carne de la hamburguesa, como pH,
humedad y disponibilidad de nutrientes energéticos. Estos resultados nos
indican que las poblaciones iniciales en ambos tratamientos son parecidas tanto
en calidad y cantidad, haciéndose diferentes por su estado fisiolégico frente al

incremento de &cido lactico.

Se debe considerar que el acido lactico es un desinfectante de contacto y su
agotamiento estard en funcién de su carga microbiana a la cual afecta; sin
embargo, las dos concentraciones afecta el inicio de la fase logaritmica por un
tiempo aproximado de 2 y 3 dias para 1.25 % y 2.5 % de &cido lactico,
respectivamente, quedando en la matriz de la carne suficiente concentracion de
acido lactico para seguir actuando durante las siguiente fases del crecimiento.
La velocidad de crecimiento (1) disminuye sensiblemente cuando se aplica 2.5

% de &cido lactico. El crecimiento logaritmico se realiza a diferentes velocidades
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para ambas concentraciones siendo la mayor velocidad de crecimiento (i) 0.028
Log UFC/g/h) para 1.25% y para 2.5 %, 0.015 Log UFC/g/h. Estos resultados
demuestran que el acido lactico no permite el crecimiento y desarrollo de la MA
presentes naturalmente en la matriz de las hamburguesas de carne, durante el

tiempo experimental de 10 dias a 4 °C.

Si consideramos la variacion de poblacion entre los tratamiento de 1.25 %y 2.5%
fue determinante para los interese de los objeticos del estudio, debido a que la
variacion de la poblacion fue 4.99 y 2.56 niveles logaritmicos, respectivamente
muestra claramente la condicion estadisticamente diferente (p<0.05) entre
dichos tratamientos; siendo mas eficiente su actividad antimicrobiana el
tratamiento 2.5 %. Este valor visto desde el enfoque de la NTP no alcanza el
limite maximo permisible de 7 Log UFC/g; permitiendo inferir las unidades

experimentales del tratamiento 2,5% se conservan en condiciones de inocuidad.

Se ha demostrado que existe actividad biolégica de los compuestos organicos
presentes en los sustratos utilizados por las BAL sobre microorganismos
alterantes o patégenos cuando se le utiliza como aditivo conservador. Vanegas
y col (2011), demuestran que “existe efecto del extracto crudo de metabolitos
procedente de un cultivo de bacterias acido lacticas y que es capaz de prolongar
el periodo de vida util de la carne de res empacada en atmosfera modificada por
aproximadamente 2 dias. Disminuy6 en dos unidades logaritmicas los recuentos
de la microbiota acompafante, de microorganismos causantes de deterioro
como Pseudomonas, BAL, mesofilos y psicrofilos, ademas de mantener el pH y

las caracteristicas sensoriales en un rango aceptable”.

Jurado y col. (2017) determinaron el efecto del sobrenadante de Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus lactis en lomo de cerdo. Utilizaron (500 ul) del
sobrenadante en 50 g de lomo, de testigos usaron acido lactico (2 %) y suero
fisiologico (sin aditivo). Evaluaron cada tratamiento a 4 y 20 °C por 15 dias.
Obtuvieron mejores resultados a la temperatura de 4 °C. Concluyeron que el

sobrenadante de L. plantarum conserva mejor el lomo de cerdo; ademas,
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mantiene las caracteristicas organolépticas y evita el crecimiento microbiano.
Mientras que L. lactis mostré resultados similares al acido lactico y por encima

del tratamiento sin aditivo.

Abad y Llenque (2014) evaluaron “el efecto bactericida del sobrenadante del
cultivo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis sobre la supervivencia de
Salmonella typhi. Los resultados evidencian una disminucién de las unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) de S. typhi hasta las 24 h de evaluacién en
condiciones de refrigeracion. Por lo que concluye que el sobrenadante de B.
animalis subsp. lactis si afecta la supervivencia de S. typhi en las condiciones de

ensayo”

Existe informacion cientifica sobre el uso del lactosuero en los alimentos que
permiten su incorporacion dirigiendo su atencion de su actividad antimicrobiana
a la presencia del acido lactico y otros metabolitos que generan las bacterias
acidos lacticas. Sin embargo, es muy diverso los criterios de la investigacion y
muchas de las variable independientes a estudiar tienen objetivos diversos y la
metodologias utilizadas utilizan técnicas diversas y sobre todo dirigido a las
bacterias patégenas. Es escasa la informacion dedicada a los micoorganismos
nativos o alterantes, quienes afectan la gestion de la inocuidad a nivel de la
produccion comercializacion y el consumo. En este sentido, los micoorganismos
mesofilos aerobios encierran a micoorganismos indicadores e indices que se

encuentran en los alimentos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, referido a la incorporacién de
lactosuero crudo a la formulaciéon de las hamburgesas de carne, considerando
sus concentraciones de acido lactico de 1.25 % y 2.5 % lo encontramos en El-
Khateib et al. (1993), quienes reportaron “el efecto antimicrobiano del acido
lactico al 2% sobre carne picada, en forma de cubos sumergidos en una
suspension de L. monocytogenes por un minuto y almacenadas a 4°C por 48
horas, fue una disminucion del namero de células del patégeno de 0.6 log

UFC/cm? para el acido lactico al 2%, resaltando su efecto bactericida y tener
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efecto residual”’. Castillo et al. (1998) coincide en que “el acido lactico al 2%
aplicado a las canales mediante pulverizacién obtuvieron una reduccion del
namero de microorganismos presentes en las superficies de las canales de 4.6
a 4.9 log UFC/cm? “.Gémez y col.(2013) “adicionaron a las hamburguesas acido
lactico presentando menor incremento de coliformes y mesdfilos del 2° al 10° dia
de almacenamiento que en promedio fue de 1.83 y 1.38 logio UFC/g,
respectivamente, en contraste de 3.89 y 3.45 logio UFC/g en el testigo”. Las
combinaciones de 2% de Nacl con 2% o 3% de lactato causaron la inhibicion del
crecimiento de L. monocytogenes. (Ning y col. 2016).

Cabe mencionar que las sales de lactatato son eficiaces para la conservacion de
los alimentos. Asi tenemos que Davidson y Taylor, (2007) utilizaron “mezclas de
lactato de sodio o calcio (1,25 a 6%) y diacetato de sodio (0,25 a 5%)
demostrando pode controlar el desarrollo microbiolégico en carnes. Los
compuestos en combinacion fueron capaces de reducir los recuentos totales de
1,5 a 2,5 log UFC después de 2 a 3 semanas de almacenamiento”. Del mismo
modo, Van der Marel y col. (1988), “realizaron estudios en carcasas de pollo
evidenciando que es mayor la reduccién del recuento de mesdfilos aerobios y
psicrotrofos cuando el tratamiento con &cido lactico se realiza luego del
desplume. Reducciones de logio 5,2 a logio 3,7 se evidencian en el recuento de
colonias aerobias mesofilas en tratamientos después del desplume con acido
lactico en concentraciones de 1 al 2%. Luego de su almacenamiento los
productos tratados con acido lactico aumentaron su vida util en refrigeracion

llegando hasta recuentos de 7-8 l1og10 a los 18 a 22 dias de su refrigeraciéon”.

Las concentraciones utilizadas en este estudio 1.25 y 2.5% son cercanos a los
utilizados por Conner et al. (1997), quienes “utilizaron concentraciones de 2% y
al 4% de acido lactico; para ello inocularon 3 log UFC/g de L. monocytogenes en
piezas de carne bovina las cuales fueron pulverizadas con acido lactico al 2% y
al 4%. Después de la refrigeracion 4°C durante cuatro dias, obtuvieron una
reduccion de 0.3 log UFC/g para el acido lactico al 2% y de 0.44 log UFC/g para
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el &cido lactico al 4% demostrando un mayor efecto bactericida del acido a mayor
concentracion.

La experiencia aportada por este estudio permite considerar que la “eficacia
antimicrobiana del &cido lactico, la cual esta relacionada con el pH, Aw y
temperatura a 4 °C, es debido a la forma no disociada del acido que es el
principal responsable de la inhibicion de los microorganismos, debido a que
puede penetrar la membrana lipidica de las células con mayor facilidad. A nivel
del citoplasma, cuyo pH es mas alto que el exterior, se disocia”’. (Davidson y
Taylor, 2007). “Las bacterias mantienen un pH interno cercano a la neutralidad
para evitar desnaturalizaciones de las proteinas estructurales, enzimas, acidos
nucleicos y fosfolipidos. La generacion de protones a partir de la disociacion
intracelular del &cido organico, acidifica el citoplasma y deben ser eliminados al
exterior. La teoria quimiostatica explica que la membrana citoplasmética es
impermeable a los protones y deben ser transportados al exterior. Esta extrusion
de protones crea un potencial electroquimico a través de la membrana llamada
“fuerza protomotiva (PMF)”. “Esta perturbacion de la funcién de la membrana por
los acidos organicos da lugar a un mecanismo inhibidor afectando gravemente a
su metabolismo, ya que afecta al gradiente de protones y de carga con el
exterior, e interfiere con los sistemas de transporte de aminoéacidos y fosfatos.
Ademas, muchas enzimas esenciales para el metabolismo microbiano se

inactivan a pH acidos”. (Davidson y Taylor, 2007).

Otra forma de bioconservacién de las hamburguesas de carne fue mediante el
uso de la bacteriocina como la Nisina basado en que no son cultivos vivos, por
lo que pueden incorporarse a los alimentos sin necesidad de realizar
modificaciones significativas en los procesos de su elaboracion; ademas, su
manejo y conservacion son sencillas de manipularse. Existe un condicion para
su uso y debe utilizarse en la concentracion inhibitoria minima (CIM) efectiva y

ser consideradas como GRAS.

Las nisina es una sustancia acida y es mas estable en y su estabilidad depende

de ésta condicién. Sus soluciones a un pH 2 son estables cuando es almacenada
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a temperaturas entre 2 'y 7 °C, ademas soportan el calentamiento hasta 121 °C
sin pérdida de actividad. No tolera condiciones de pH alcalino perdiendo su
actividad, destruyéndose a en 30 min. a 63 °C y pH 11. Para ser usadas en los
procesos de conservacion de alimentos se aplican bajo la forma de solucioes

acuosas, no siendo solubles en disolventes polares.

En este estudio se utilizé nisina a las concentraciones de 400 y 800 ppm y se
midio, para cada tratamiento, su efecto sobre el crecimiento de las bacterias MA,
gue fueron descritas por sus parametros de crecimiento como la fase de latencia
(N) y la velocidad del crecimiento (u). Las curvas de crecimiento obtenidas tienen
un valor muy alto del coeficiente de determinacién (R?) igual a 0.98, que indica
una alta aceptabilidad de los datos experimentales al ser ajustados por el modelo
de Baranyi y Robert.

Referente al crecimiento de las bacterias MA en los tratamientos Control, 400
ppm y 800 ppm, el analisis de varianza demostré que las velocidades de
crecimiento 0.056, 0.016 y 0.011 UFC/g/h, respectivamente; comparativamente
tienen diferencias significativas (p< 0.05). y el analisis de Tuckey sefiala que el
tratamiento 800 ppm es el mas efectivo para controlar la carga de bacterias MA
existente en la matriz de las hamburguesas. Las hamburguesas experimentadas
en este estudio tuvieron un pH de 5.67 y al término del periodo experimental de
10 dias disminuy6 a 5.4.

La efectividad de la nisina esta relacionada a los diferentes valores de pH que
puede tener el sustrato. En este caso el pH inicial de las hamburguesas es
ligeramente &cida pero lo suficiente como para poder activarse la nisina desde
un primer momento de tal forma que las UFC/g de las BMA generen una
variacion poblacional de 3.16 y 1.53 Log UFC/g a velocidades de crecimiento de
0.016 y 0.011 Log UFC/g/h, para los tratamientos 400 ppm y 800 ppm,
respectivamente. Se observa que el crecimiento es muy lento producto de la

presencia de la nisina y la conservacion a temperatura de 4 °C. El tratamiento
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control se caracterizé por tener una variacion poblacional de 6.11 UFC/g y una

velocidad de crecimiento de 0.056 Log UFC/g/h, a temperatura de 4 °C.

Tratando de establecer alguna comparacion referente a la concentracion
utilizada en este estudio de 800 ppm, encontramos el estudio de Sanchez (2019),
quien menciona “que los diferentes estudios demuestran que 2,000 ppm de
nisina comercial tienen efecto bacteriolitico sobre L. fructivorans a pH 6,5,
mientras que a pH 3,5 presenta un modo de accion bactericida. Por otro lado, su
uso esta en funcion de los microorganismos alterantes nisina-sensibles que
estan presentes en el alimento y que todos ellos no tienen igual respuesta a la
nisina, como es el caso de los géneros Bacillus y clostridium que tienen
capacidad de formar esporas y son determinantes de la vida util de los productos
alimenticios procesados térmicamente. Es importe reconocer su estabilidad
térmica en condiciones de acidez”. Al respecto, la concentracion utilizada
deviene de estudios preliminares que se realizd utilizando concentraciones
menores de 400 ppm los cuales no mostraron efectos sustantivos sobre BMA en

las hamburguesas de carne.

Schillinger et al. (2001), Demostraron que, “en medio de cultivo liquido, cultivos
bioprotectores bacteriocinogénicos nisina-resistente constituidos por cepas de
Enterococcus faecium y Lactobacillus sakei (10° cel/ml), usados en combinacion
con nisina (Nisaplin, 100 Ul/ml) fueron capaces de suprimir la proliferacion de
células de Listeria (carga original: 106 cel/ml) que sobrevivieron al tratamiento

luego de 7 dias de incubacién a 10 °C (carga final 102 cel/ml)”.

Schillinger et al. (2001), utilizé tofa casero como sistema alimenticio modelo para
evaluar el efecto inhibitorio contra Listeria monocytogenes (carga inicial: 102
cel/g) de la nisina 0 su combinacién con bacterias lacticas bacteriocinogénicas
(carga inicial 108 cel/g), durante el almacenamiento a 10 °C por una semana. En
los ensayos en los que se uso6 solamente nisina, se requirieron 2000 Ul/ml para
mantener en el limite de deteccion la carga de Listeria, mientras que en los

ensayos con la aplicacion combinada de nisina + cultivos lacticos fue suficiente
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la adicién de 700 Ul de nisina/ml, para obtener el mismo resultado. Por lo tanto,
se consiguid un mayor efecto inhibidor de Listeria monocytogenes con la
aplicacion de nisina y cultivos bioprotectores.

Otro aspecto relevante que se debe considerar es la carga microbial inicial en el
sustrato, la cual se controla eficientemente cuando su valor es 3 log UFC/g. Este
valor se consigue poniendo en practica los protocolos de limpieza y desinfeccion
masi como también la vigilancia y control de peligros en el momento de su
elaboracion. Como resultado se obtiene un producto mas estable durante el
periodo de su vida util.

Dentro de la poblacion mesofilica aerobia es probable la presencia de bacterias
coliformes totales o fecales que de alguna forma se control6 con la concentracién
de 800 ppm; sin embargo, Gharsallaoui (2016) consideré que “el mejor
tratamiento para el control de microorganismos fecales a lo largo del periodo de
12 dias, fue el extracto crudo de bacteriocinas, que impidié el desarrollo de
colonias fecales en niveles superiores a 1.5 log NMP/g durante la mayor parte
del periodo. En el dia 3 los valores alcanzados para extracto crudo de
bacteriocinas fue de 1.34 Log NMP/g y el control 2.66 log NMP/g, comprobando
el efecto bacteriostatico del extracto crudo frente a los microorganismos fecales.
De forma similar para el dia 8 los recuentos fueron 2.73 y 2.93 log NMP/g para
acido lactico y control respectivamente, mientras que el extracto crudo de

bacteriocinas solo permiti6 el desarrollo de 1.38 log NMP/g.

Pefia et al. (2013) “evaluaron el efecto de la aplicacion de diferentes
bacteriocinas y acidos organicos sobre la vida util de salchichas envasada al
vacio y almacenadas a temperatura de abuso (10 °C) durante 36 dias. Nisina y
bacteriocinas producidas por las cepas autéctonas Lactobacillus curvatus
CRL705 y Lactobacillus sakei CRL1862, solas o en combinacion con acido
lactico y acético (2,5%) se aplicaron por inmersion en salchichas previamente
inoculadas con L. monocytogenes (102 UFC/g). En los tratamientos con

bacteriocinas + nisina + acidos organicos se obtuvieron reducciones iniciales de
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1,9 log CFU/g de Listeria, y ya no se encontraron células viables desde el dia 6
hasta el final del periodo de incubacion”.

La nisina inhibe los microorganismos alteradores, incluidas las bacterias de
deterioro del acido lactico, ayudando a prolongar el periodo de validez y
mantener la calidad del producto. También se utiliza cada vez mas como una
intervencién primaria para desactivar o inhibir el desarrollo de
microorganismos patdégenos en los alimentos, como Listeria, Staphylococcus
y Mycobacterium, y las bacterias de formacion de
esporas Bacillus y Clostridium, ayudando a aumentar la inocuidad del
alimento. La dosis de nisina necesaria para obtener el efecto deseado
depende de varios factores, que incluyen el procesado y las condiciones de
almacenamiento, las materias primas utilizadas, la carga bacteriana y la

formulacién del producto a elaborar.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron el efecto de la
nisina a la concentracion de 800 ppm, sobre el crecimiento de las BALHF
presentes en las hamburguesas de carne. Los mecanismos de accion de las
nisinas se han explicado que ellas poseen un mecanismo de accién dual como
lo detalla Breukink y col., (1999), quien propone que inicialmente la bacteriocina
se une a la pared celular mediante atracciones electrostaticas, lo cual se facilita
debido a la carga positiva de este péptido y las cargas negativas de los
componentes de la pared celular. Posteriormente, la nisina se une al lipido I,
principal transportador de las subunidades de peptidoglucano y utiliza esta
molécula para anclarse a la membrana celular. Luego, la bacteriocina cambia su
orientacion con relacién a la membrana y se inserta en esta Ultima, lo que
involucra la traslocacion de su extremo carboxilo terminal a través de la
membrana. Finalmente, la unidén de diversos péptidos en el sitio de insercion
provoca la formacion de un poro transmembranal que permite la salida de
moléculas importantes como aminoacidos y ATP, lo que lleva a la bacteria a una

rapida muerte celular. (Wiedemann y col., 2001).

Determinacién de la vida util de las hamburguesas con bioconservantes

66



La vida util, segun Gyesley, (1991) es el periodo de tiempo en que la calidad
definida de los alimentos y otros productos perecederos permanecen aceptables
bajo las condiciones esperadas (0 especificadas) de distribucion,
almacenamiento y exhibicion. Asi mismo, el deterioro es el proceso por el cual
los alimentos se deterioran hasta el punto en que los humanos los consideran no
comestibles o su calidad se reduce, lo que los hace indeseables o inadecuados

para la venta o el consumo.

Las Curvas de Crecimiento se obtuvieron en condiciones particulares como es
el caso del sustrato, que en esta oportunidad es la hamburguesa de carne al cual
se le incorpor6 el bioconservante que dio el mejor impacto sobre las BMA; de
ésta manera la velocidad de crecimiento (Umax) que se obtenga en temperaturas
de abuso, es mas cercana a la realidad y de ésta manera las predicciones a otras

temperaturas que las experimentadas resulten representativas y confiables.

La estimacion del tiempo de vida util se inicié aplicando el “test acelerado” al
crecimiento de bacterias mesdfilas aerobias (BMA) en hamburguesas de carne
en condiciones de almacenamiento a temperaturas de 15 °C, 25 °Cy 35 °C, con
bioconservantes, BALHF 6Log UFC/g, SL 2.5% y NIS 800 ppm, en un periodo
de 10 dias. Los valores de crecimiento (Log UFC) en funcién del tiempo (dias),
se ajustaron con el modelo de Baranyi & Roberts (Zwietering et al.,1990), del
cual se derivan los parametros de crecimiento como la tasa de crecimiento

especifica (Umax) Y el tiempo de adaptacion o fase Lag A.

El analisis de las velocidades de crecimiento (Umax) de BMA en las hamburguesas
de carne con la adiciéon de productos derivados de BALHF a temperaturas de
abuso de 15 °C, 25 °C y 35 °C, demostr6 que los tres bioconservantes tuvieron
impacto, en mayor o menor grado, sobre el crecimiento de las BMA, destacando
al SL 2.5% de &cido lactico que reduce la velocidad de crecimiento pmax al nivel
de 0.013, 0.052, 0.127 Log UFC/g/h para las temperaturas de 15 °C, 25 °C y 35
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°C respectivamente. Con menor impacto se presenta la Nisina 800 ppm seguido
de la concentracion 6 Log UFC/g actividad de BALHF.

Estas velocidades fueron utilizadas para obtener previamente los valores de los
parametros de la ecuacién de Arrhenius los cuales se calcularon relacionaron las
temperaturas de abuso (1/°K) utilizadas y su respectiva Velocidad del
crecimiento (Umax) expresado en Ln UFC/g/h). La relacion gréafica se expresa en

una ecuacion que contiene los valores my LnA.

Para predecir la vida util de los alimentos refrigerados en funcion del crecimiento
microbiano, se utilizaron los criterios y conceptos de la "microbiologia predictiva"
(Buchanan, 1993). Se utilizaron los modelos Baranyi & Roberts y de Arrhenius,
el primero permite obtener el parametro cinético de crecimiento velocidad de
crecimiento (Umax) de las BMA, dentro del rango de temperaturas de interés para
las hamburguesas, parametro necesario para utilizar el modelo de Arrhenius que

permitira establecer el tiempo de vida atil de la hamburguesas de carne.

La ecuaciéon de Arrhenius es una formula que permite estimar la dependencia de
las tasas de las velocidades del crecimiento de BMA con la temperatura, tiene
una aplicacion amplia e importante en la determinacion de la velocidad del
crecimiento y el calculo de la energia de activacion (Laidler, 1987). La velocidad
de crecimiento depende de la energia de activacion para las reacciones quimicas

del metabolismo bacteriano y es especifica del producto.

La determinacion de los pardmetros del modelo de Arrhenius permitié el célculo
de la energia libre, considerandose como una variable independiente en funcion
de los parametros m y LnA. Los valores de Ea hallados para los productos
organicos de las BALHF son: 6 Log UFC/mL, 16,761.98 Ln ufc*J/g*d*mol;
Lactosuero 2.5%, 31,911.775 Ln ufc*J/g*d*mol; Nisina 800 ppm, 35,135.2958 Ln
ufc*J/g*d*mol. El coeficiente de determinacién (R?) denota, para todos los
productos de BALHF, estan entre 0.93 y 0.95 que refleja la bondad del ajuste del

modelo a la variable que se pretender explicar
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El desarrollo matematico del modelo de Arrhenius permitié obtener el tiempo de
vida util de las hamburguesas de carne tratadas con productos organicos
provenientes de Bacterias acido lacticas homofermentativas, observandose que
el mayor tiempo de bioconservacion la registra el tratamiento LS 2.5% &cido
lactico, el cual permite una vida util de 33.74 dias, seguida de la Nisina 14.91
dias y BALHF 6 Log UFC, 10.20 dias; a una temperatura de almacenamiento de
4°C.

El analisis de los resultados encontrados requiere de algunas consideraciones
gue se tomaron en cuenta cuando se utilizo el test de aceleracion para ver el
comportamiento de las BMA, en las hamburguesas de carne. El principal
componente basico de la hamburguesa es la carne y su uso debe guardar una
carga microbiana por debajo de la exigencia de la NTP, asi como mantener una
matriz solida y no particulada antes de la elaboracién del producto. Hugas, (1998)
manifestd que “especificamente en la carne fresca son varios los factores que
pueden interferir con la actividad de la bacteriocina como su inactivacion por las
proteasas enddégenas de la carne y/o la adsorcion de las bacteriocinas a la carne
0 a las particulas de materia grasa. También pueden interferir factores como
cambios en la matriz alimentaria (degradacion de proteinas), cambios en la flora
microbiana durante la maduracién, aumento del nUmero de microorganismos en
la carne por contaminaciones externas, requerimientos de componentes

especificos para su accion, entre otros”.

Cuando se realiz6 la prueba de vida util acelerada, los parametros de calidad y
seguridad microbiana se designé a las BMA cémo factor prioritario para la vida
atil de las hamburguesas de carne debido a que es el grupo bacteriano de origen
natural e inevitable cuyo crecimiento esta relacionado a la temperatura de
conservacion del producto. Asi mismo se selecciondé al incremento de la
poblacién de las BMA como el indicador del deterioro clave que sera la causa de

la pérdida de calidad y la inaceptabilidad del producto por parte del consumidor
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y considerarlo como el factor cinéticamente activo deseado para la aceleraciéon

del proceso de deterioro.

El analisis de los resultados permite establecer que el tiempo de vida de las
hamburguesas de carne esta dependiendo del nivel inicial de contaminacién de
las hamburguesas de carne. La carga microbiana inicial estuvo controlada en
todos los tratamientos con niveles aproximados de BMA de 3 Log UFC/g. Esta
condicion es necesaria cumplirla debido a que la carga inicial de los alimentos
no esta bien controlada en alimentos reales y altera los valores reales del tiempo
de vida util. (Maxcy y Wallen., 1983). Se pudo establecer un valor inicial de BMA
relativamente estable utilizando el sistema de andlisis de riesgos y puntos de
control critico (HACCP) y los procedimientos de buenas practicas de fabricacion
(BPM) y teniendo en cuenta la vida util requerida para un mercado en particular.

Finalmente se realiz0 el estudio cinético del proceso de impacto de los
bioconservantes cuya frecuencia de muestreo fue cada 24 horas durante 10 dias,
por considerar que la tasa de crecimiento fue lenta. Se determiné la vida util en
condiciones normales de almacenamiento a temperatura de 4 °C utilizando el
modelo de Arrhenius para predecir la vida util bajo condiciones reales posibles

de almacenamiento.

En este punto, los resultados hallados permiten inferir que la biopreservacion
esta referido a la extension de la vida atil de los alimentos y al aumento de la
seguridad microbiolégica usando una microflora natural o controlada y sus
productos antibacteriales presentes en la matriz de las hamburguesas, opinion
concordante con la de Lewus y Montville, (1991, HUGAS vy col. 1998, Chen.
2003)

Extension de la vida atil de las hamburguesas de carne utilizando células activas

de bacterias acido lacticas homofermentativas (BALHM)
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El estudio tuvo como objetivo principal determinar la vida util de las
hamburguesas de carne incorporando en su formulacién artesanal como
bioconservantes: a un cultivo puro de BALHF viables, para que de esta forma se
genere directamente bacteriocinas en las Hamburguesas, en la medida de que
sSu matriz le permita crecer en las condiciones ambientales y tecnoldgicas. Para
el caso de las hamburguesas la calidad microbiolégica de la carne es
fundamental a fin de que, los cultivos biopreservadores o fermentadores puedan
competir con la microflora natural y sobre todo no deben ser factor de alteracion
de las propiedades fisicoquimicas y organolépticas del alimento. (Castellano,
2008).

El uso del cultivo bioprotector BALHF a un nivel de concentracion de 6 Log UFC,
incorporados en la matriz de las hamburguesas permite una extension de la vida

atil por 10.20 dias; a una temperatura de almacenamiento de 4°C.

Yacoob y Hassen, (2019) demostraron que “el numero total de bacterias en las
tabletas de carne donde el nimero de bacterias aumenté en el segundo dia de
almacenamiento en el tratamiento control a 63.67 x 10 UFC/g en comparacion
con los probidticos Unicos y mixtos 31.67 x 10% UFC/g, 25.03 x 10* UFC/g
respectivamente. Se observé que el recuento total de bacterias en el tratamiento
de control aumentd y excedio los limites de los estandares en el séptimo dia y,
por lo tanto, se excluyeron porque no eran aptos para el consumo humano
debido a la contaminacion, mientras que los tratamientos con probioticos Unicos
y mixtos preservaron las tabletas de carne congelada durante 10 dias,
manteniendo el numero de bacterias dentro de los limites estandar,
observandose la superioridad de los probidticos mixtos en el resto de los
tratamientos. Por lo tanto, puede usarse con éxito para inhibir el crecimiento de
bacterias dafinas y mantener la calidad de la carne congelada durante el mayor

tiempo posible de almacenamiento”.

Asraa et,al 2019, estudio el efecto de adicionar bacterias prebidticas sobre las
caracteristicas microbianas y organolépticas en carne para hamburguesas,

encontrando que “el numero de bacterias psicrofilicas en la muestra de control

71



en el segundo dia de almacenamiento aument6 y alcanzé 55.33 x 104 ufc/g en
comparacion con los tratamientos con probidticos individuales y mixtos que
alcanzaron 25.02 x 10* ufc g, 28.37 x 10* ufc/g respectivamente. El tratamiento
control se excluyo el dia 7 de almacenamiento, donde el nimero de bacterias
psicrofilicas excedié las especificaciones estandar del niumero de bacterias
psicrofilicas que alcanz6 11.01 x 10%cfu / g, mientras que las muestras de los
probioticos individuales y mixtos los tratamientos se mantuvieron dentro de los
limites de 7, 9 y 10 dias del periodo de almacenamiento, su media alcanzo el dia
10, 7,21 x 10° UFC/g, 72,37 x 10° UFC/g respectivamente. El undécimo dia, el
namero de bacterias psicrofilicas en las muestras de tabletas de carne excedio
la calidad estandar, por lo que el probi6tico trabajé en mantener las tabletas de
carne en el refrigerador durante diez dias” Se asume que es “debido a que ellos
producen sustancias antimicrobianas que inhiben a las bacterias nocivas”.
(Knipe CL. 2009)

Jurado y col. (2011) evaluaron el efecto de bioconservacion de hamburguesa de
cerdo (HC) con L. acidophilus ATCC 4356 y S. carnosus NRRLOZ2. El analisis
microbiolégico mostré que el recuento de mesofilos totales reportd valores
superiores a 107 ufc/mL en todas las muestras, correspondiendo con los analisis
efectuados para el conteo de BAL en MRS, lo que sugiere que los mesofilos
presentes corresponden a las BAL presentes en el indculo aplicado a las HC.EI
conteo de coliformes totales y fecales alcanzo valores de <3 UFC/g durante un
periodo de 30 dias, a temperatura ambiente por la accion inhibitoria de las
bacterias lacticas (BAL), debido a su producciéon de acido lactico y otros
compuestos inhibidores secretados por los microorganismos. Se observé que
ambas cepas fueron resistentes a pH acido y que no hay efecto antagénico entre
ellas. Los resultados obtenidos muestran el uso potencial de este método de

conservacion como alternativa a la cadena de frio.

Angiolillo y col., (2017) “investigaron la idoneidad del pescado bajo la forma de
hamburguesa como sustrato para ser fortificado con una cepa bacteriana
probidtica: Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) micro encapsulado para evitar la

pérdida de viabilidad bacteriana durante la coccion. Los resultados demostraron
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gue las bacterias aerdbicas en las muestras crudas el crecimiento es inmediato,
alcanzando el limite microbiano después de 9.08 dias y, por lo tanto, mas rapido
con respecto a la muestra de hamburguesas no cocinadas con 10 % de
microcapsulas con LGG que alcanzé el limite microbiano 2 dias después. Por lo
tanto, se encontrd6 que la adicion de microcapsulas probidticas tenia una

actividad antimicrobiana ademas de su actividad funcional primaria.

Las bacterias acido lacticas que crecen en la carne fresca causan interferencia
con el crecimiento de microorganismos alterantes y patégenos mediante
diferentes mecanismos como la competencia por nutrientes y oxigeno,
competicion por la adhesion al sustrato y producciéon de una amplia gama de
sustancias inhibitorias, principalmente acido lactico o acético, diacetilo, perdxido
de hidrégeno, reuterina, bacteriocinas y otras sustancias de bajo peso molecular
(por ejemplo acido benzéico, metilidanotina y mevalonolactona) (Selgas y col.,
1993; Aymerich y Hugas, 1998; Hugas, 1998; Niku-Paavola y col., 1999). Al no
poder esterilizarse la carne antes de aplicar este tipo de microorganismos, éstos
deben ser altamente competitivos con la microflora nativa (Pérez-Chabela y col.,
2000).

El uso de LAB como cultivo bioprotector en carnes trae ciertas ventajas, pues el
efecto en las caracteristicas sensoriales es considerado "oculto" o no percibido
durante la maduracién, debido al bajo contenido de hidratos de carbono y la
fuerte capacidad amortiguadora de la carne. Estas bacterias no producen un
cambio drastico de las caracteristicas sensoriales en comparacion a los cambios
que tienen lugar en la leche y hortalizas fermentadas. No obstante cuando se
van a utilizar cepas bioprotectoras en carnes y sus derivados, los cultivos
microbianos deben cumplir caracteristicas importantes como mantener su efecto
inhibitorio a bajas temperaturas y causar un efecto insignificante en el pH de la

carne (Castellanos y col., 2008).

La calidad microbiana natural y el alcance de la contaminacion superficial de la

carne cortada determinaran la vida util potencial de las hamburguesas de carne.
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Al respecto Borch y col. (1996) indican que “durante el almacenamiento en frio,
el nimero de microorganismos en las superficies de carne fresca cambia
siguiendo un patron tipico de crecimiento microbiano en respuesta a la
temperatura, el pH y la disponibilidad de oxigeno, pero solo alrededor del 10%
de las bacterias inicialmente presentes son capaces de crecer durante el
almacenamiento refrigerado de carne y la porcion microbiana que causa el
deterioro es aun menor”.

Altamirano y col. 2019. “determiné la dosis de consorcio microbiano
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilos, Bacillus subtilis) y la
temperatura de almacenamiento que garantice la prolongacion de la vida util de
una longaniza artesanal. La mayoria de los tratamientos no presentaron cargas
logaritmicas mayores a las permitidas por la norma INEN 1338:2012 respecto a
los microorganismos analizados cuantitativamente (Aerobios mesofilos,
Escherichia coli, Staphilococcus aureus), identificando al tratamiento 10 mL de
consorcio microbiano a 6°C de temperatura de almacenamiento como el mejor a
nivel microbioldgico por presentar mayor capacidad antimicrobiana con una vida
atil de 63 dias.

En base a las evidencias cientificas encontradas, el presente estudio concuerda
con Selgas y col.(1993).quienes han demostrado que algunos géneros de BAL
se unen a carbohidratos especificos de entero bacterias e inhiben su adhesién
mediante agentes antimicrobianos y la produccién de sustancias de bajo peso
molecular, produciendo efectos toxicos sobre otras bacterias al adherirse a
receptores de sus superficies”, . Ademas, estudios previos han logrado la
inocuidad de algunos alimentos mediante el uso de una microbiota nativa como
las BAL aislada de productos lacteos, carnicos, pescados, vegetales; generando
cambios en la poblacion microbiana intestinal e inhibiendo microorganismos
patdgenos; por tanto, se les ha descrito como inmunoestimulantes, lo cual
favorece al consumidor al mejorar su sistema inmune, mantener el equilibrio
bacteriano normal, mejorar la digestion, ayudar a tolerar la lactosa y evitar

enfermedades como la diarrea (Aymerich y col. 1996).
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Extension de la vida util de las hamburguesas de carne utilizando lactosuero

2.5% acido lactico.

El presente estudio considero como posibilidad el uso del suero lacteo
desproteinizado como una forma para extender el tiempo de vida util de las
hamburguesas de carne.. El lactosuero o suero lacteo utilizado es la porcion
acuosa de la leche que es separada de la cuajada después de la fermentacion
con adicion de BALHF, elaborada con motivo de la investigacion. Posteriormente
se someti®6 a un proceso de esterilizacibn y separacion del suero lacteo
desproteinizado, para ser utilizado de inmediato en la matriz carnica usada para

la elaboracion de las hamburguesas.

Como respuesta al uso del suero lacteo, con un contenido de 2.5% de &cido
lactico, permitioé a las Hamburguesas un incremento del tiempo de vida util hasta
33.74 dias. Este valor es el mas elevado que se consiguié, comparativamente
(p<0,05) es mayor frente a BALHF 6 Log UFC/g y Nisina 800 ppm, conservada
a4-°C.

En la industria alimentaria se permite adicionar algunos acidos organicos como
el &cido lactico, que debido a sus concentraciones y la naturaleza del producto
tiene un comportamiento efectivo pero variable en cuanto al tiempo de vida util
segun muchos autores. Se utilizé un suero lacteo desproteinizado cuya
concentracion de acido lactico fue 2,5%.

El impacto del acido lactico sobre las BMA es sustantivo permitiéndole a las
hamburguesas de carne una extensiéon de vida util mucho mayor que las células
activas de BALHF vy Nisina, en es orden, Autores como el de Podolak y col.,
(1996), estudiaron los efectos del acido fumarico y lactico en el niamero total de
bacterias aerobicas, psicrotroficas y coliformes en empanadas de carne molida
empaquetadas al vacio por 14 dias de almacenamiento a 4°C disminuy6
significativamente el crecimiento de los coliformes, lo que resulté en una
reduccion de 3.88 unidades logaritmicas después de 10 dias de

almacenamiento. En base al recuento de aerobios mesoéfilos se establecid una
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vida util inferior a 10 dias para las hamburguesas envasadas a vacio y a 14 dias

para las envasadas en atmdésfera modificada.

Del mismo modo, Ojeda y Vasquez. (2008) “Utilizaron acidos organicos en la
reduccion de Coliformes totales en piezas de carne de ovino. Los tratamientos
Acido peracético 200 ppm y Acido lactico 2% v/v lograron la mayor reduccion
logaritmica, 1,39 y 1.36, respectivamente; otorgandoles una estabilidad por 10
dias en condiciones de refrigeracion”. La accidén bactericida del acido lactico
sobre las bacterias Gram negativas, especialmente el grupo de las
Enterobacterias, se debe a que produce una desorganizacién de la capa de
lipopolisacéaridos presentes en la superficie de la membrana externa, los cuales

se encargan de la permeabilidad de barrera de la misma. Roth y Keenan. (1971).

Di Schiavi y col., (2015), “demostré la disminucion de la carga bacteriana al
comparar el tratamiento control y al utilizar el &cido lactico 2%, observaron en
todos los casos que la carga bacteriana desciende a través de 7 dias. El mayor
descenso se observa contra el desarrollo de mesdfilos en Pechuga,
descendiendo la carga microbiolégica en el orden de 2,01 log., y en Pata-Muslo
descendiendo la carga microbiologica en el orden de 3,22 log. Se observa
también un descenso marcado contra el desarrollo de Enterobacterias en Pata-

Muslo descendiendo la carga microbioldgica en el orden de 2,34 log”.

Signorini y col., (2002), aplicaron una solucién de acido lactico (200 mg/100 g de
carne) que logré controlar la cuenta de enterobacterias, Pseudomonas spp., B.
thermosphacta y bacterias lacticas heterofermentativas en carne bovina,
observandose reducciones de 2.0, 1.1y 1.0 logUFC/g respectivamente, cuando
la carne se almacend bajo refrigeracién por 10 dias y reducciones de 2.5, 2.0,
1.5 y 0.5 logUFC/g respectivamente cuando la carne fue sometida a abusos
térmicos, donde adicionalmente se pudo comprobar la eficiencia de este acido
organico para reducir los niveles de histamina, putrescina y tiramina en carne

bovina almacenada a 4 y 20 °C.
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Dong-Hyun K. y col., (2001). “estudiaron la conservacion de la carne de vacuno
no inoculado, producido comercialmente, de tamafio irregular (rango, 100 a 400
cm2) utilizando un proceso antimicrobiano multi hilera bajo un sistema de
pulverizacion utilizando lavados de agua a presion 65 psiy 30 psi, 65 °Cy 51 °C,
acido lactico 2% vol/vol. El recuento inicial de microorganismos mesofilos
aerobios Totales (MMAT) fue 2.73 log UFC/g se redujo (P, 0.05) a 0.26 log UFC/g
por el tratamiento. Durante 5 dias el recuento de MMAT en la carne molida
permanecié por debajo de 1.0 log UFC/g y luego aumento a 6.9 log UFC/g por
20 dias de almacenamiento a 4°C, mientras que el recuento MMAT de las
muestras de control aumentaron de 2.73 log a 8.19 log UFC/g después de 20
dias de incubacién a 4°C. Después de 20 dias de incubacién, la diferencia en el
nuimero de MMAT fue de aproximadamente 1.2 unidades logaritmicas entre la
carne molida tratada y la de control”.

El tiempo de vida obtenido para las hamburguesas de carne puede utilizarse
como bioconservante y esta condicion se puede explicar reconociendo la accién
bactericida del acido lactico, presente en el suero lacteo desproteinizado, lo que
sugiere tratar de aprovecharlo en las hamburguesas de carne, que muchas
veces, se elabora de forma artesanal. La exigencia para estimar el tiempo de
vida util requiere, en primera instancia, controlar la carga microbiana de tipo
alterante debido a que ésta determinara el efecto del acido lactico sobre el
crecimiento de las BMA en condiciones de conservacion a 4 °C. Ademas, el
tiempo de vida Util esté en relacion directa con la concentracion del &cido lactico
y ésta con el valor de pH de la matriz del producto. El valor de éste parametro,
en condiciones post mortem, esta en funcion de las concentraciones de acido
lactico que se genera a partir del glucogeno remanente, en la glucdlisis
anaerobia, estableciendo un pH de 5.6-5.7 (Hultin, 1993).

El comportamiento fisico quimico de la hamburguesa es determinante para la
existencia y desarrollo de la carga microbiana y ésta proviene desde la muerte
del animal en condiciones de estrés o agotamiento, motivo por el cual la
concentraciéon de glucégeno y acido lactico son minimos, razén por la cual el pH

final de la carne puede encontrarse entre 6 -6.5. Los microorganismos mesofilos
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aerobios tienen su pH éptimo cercano a pH 7, por lo tanto ellas tendran todas las
condiciones para su multiplicacion. En este estudio el crecimiento de las BMA se
desarrollaron a una velocidad de crecimiento (umax) de 0.015 Log UFC/g/d
conservadas a temperaturas de abuso de 4 °C; valor considerado como muy
bajo, demostrandose asi el efecto inhibidor del crecimiento de las BMA presentes

en las hamburguesas de carne.

Actualmente se tiene diversas propuestas para explicar el mecanismo de la
actividad antimicrobiana de los acidos organicos; sin embargo, hay consenso en
que el acido organico se “difunde a través de la membrana celular bacteriana en
su estado no disociado facilitado por su caracter lipofilica. Al ingresar al
citoplasma, éste presenta un pH superior al exterior haciendo que acido se
disocie y de esta forma volver a reestablecer el equilibrio (disociado/no
disociado) liberando al exterior grupos H*, o protones, acidificandolo. Cuando la
concentracion de protones excede la capacidad tampén del citoplasma se
transportan hacia el exterior mediante bomba de protones, reduciendo de esta
manera las reservas energéticas de la célula. Cuando estas reservas se agotan,
la bomba de protones se detiene y se provoca el descenso del pH interno, lo cual
causa a su vez desnaturalizacion de las proteinas y desestabilizacion de otros
componentes estructurales y funcionales de las células, interfiriendo asi con la

viabilidad”. (Requena y col.,1995; Urrego y col., 2005).

Otra teoria establece que “al incorporarse importantes cantidades de lactato al
interior bacteriano modifican el equilibrio termodinamico de la reaccion por la cual
el piruvato es reducido a lactato, invirtiéndola y de este modo inhibiendo la ruta

metabdlica mas importante de los microorganismos anaerobios” (Shelef, 2004).

Extension de la vida atil de las hamburguesas de carne utilizando Nisina 800

ppm.

La nisina es una sustancia polipeptidica (antibidtico) producida por diferentes

cepas de Lactococcus lactis y Streptococcus lactis a partir de una fermentacion
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en leche modificada y contiene alrededor de treinta aminoacidos. Es un aditivo
utilizado en la industria alimentaria como sustancia conservante.

Se conoce como E 234 y se utiliza en la industria alimentaria, principalmente en
la fabricacion de quesos y otros productos alimenticios como conservante en la
prevencion de posibles alteraciones y también en la proteccién de diversas

carnes, ya sean crudas o precocidas.

La nisina es una sustancia acida y es mas estable en estas condiciones. Las
soluciones de pH 2 son estables durante el almacenamiento prolongado entre 2-
7 °C y pueden soportar el calentamiento hasta 121 °C sin pérdida de actividad.
En condiciones alcalinas, la actividad se pierde y se destruye en 30 minutos. a
63 °C y pH 11. Hay una disminucion parcial de la actividad cuando se usa nisina
en alimentos procesados debido al calentamiento. Las concentraciones de nisina
normalmente utilizadas en la conservacion de alimentos son totalmente solubles
en agua Yy otros liquidos de procesamiento y no es soluble en solventes no

polares.

Hace pocos afios atras, la industria de los productos carnicos procesados ha
tenido una gran expansion y aceptacion por una variedad de consumidores a
nivel mundial. Las hamburguesas como producto carnico, ademas del aspecto
nutritivo y sensorial se le exigen la conveniencia de preparacion del producto, la
seguridad alimentaria y el periodo de vida de anaquel a fin de cumplir con los
atributos de su calidad. Para la conservacion de estos productos, el uso de
conservadores naturales es una fuerte tendencia mundial, siendo el de mayor

potencial las bacteriocinas. (Sanchez y col. 2019)

Por los resultados obtenidos en este estudio, se acepta el criterio que la nisina
posee propiedades antimicrobiana y su efectividad en matrices céarnicas esta
relacionado a factores intrinseco y extrinsecos, motivo por el cual la lietratura
existent sobre el uso de la nisina es variable y en algunos casos contradictorios;

sin embargo cada estudio demarca sus ojtevos de su interés y entrega resultados
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gue cada ves aproxima al un uso conveniente y apropiado a cada producto

carnico..

El presente estudio experimenté con hamburguesas de carne en las cuales se
les incorpord nisina 800 ppm y luego se sometieron a temperaturas de abuso de
15, 25 y 45 °C, midiendo cada dia el crecimiento Log UFC/g de las BMHF por el
periodo de 10 dias y de esta forma cumplir con las exigencias del modelo de

Arrhenius y obtener su tiempo de vida util.

Los resultados de las curvas de crecimiento tuvieron diferencias significanticas
(p<0.05) siendo la curva de crecimiento en la que se demuestra que es mas
efectiva en disminuir el crecimiento de BALHF es la temperatura de 15 °C, en la
cual la velocidad de crecimiento (Umax) €s de 0.196 Log UFC/g/d, valor que indica
un crecimiento lento, otorgando a la hamburguesas un tiempo de vida util de

14.91 dias, conservadas a 4°C.

Estudios semejantes sobre la eficiencia de la nisina en productos céarnicas los
encontramos en, Chung et al. (1989) que “encontré que la concentracion de 10*
Ul/ml de nisina retrasaron el crecimiento bacteriano en las carnes que habian
inoculado artificialmente con L.monocytogenes. Durante las dos semanas de
almacenamiento de las carnes a 5 ° C, la nisina caus6 una reduccion de 2-4 log

ufc/cm? en el nimero de L. monocytogenes.

Gomez y col., (2013) evaluaron y compararon el efecto de la adicion de nisina,
lactatos y acetato-lactato sobre el crecimiento de patdgenos como Escherichia
coli y de microorganismos contaminantes naturales presentes en la carne, asi
como también sobre la vida de anaquel de la carne molida de res mantenida en
refrigeracion. Observaron que el mayor control del crecimiento de E. coli
(P<0.05) después de ocho dias en refrigeracion fue con el tratamiento de nisina
y acidos organicos, en el cual el conteo medio fue de 3.74 logioc UFC/g.

Considerando el conteo inicial de E. coli en la carne molida antes del
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almacenamiento (tiempo 0 dias) de 7.03 log10 UFC/g, el tratamiento con nisina

proporciond una reduccién logaritmica media de 3.29 log10 UFC/g.

Kara y col. (2014), investigaron el efecto de la nisina sobre el crecimiento y la
supervivencia de L. monocytogenes (ATCC 7644) (Lm) en muestras de
hamburguesas de pollo en las cuales se inocularon con Lm en los niveles de 4
log ufc/g y 6 logcfu/g y se agregaron nisina en cantidades de 25 pg/g, 50 ug/gy
100 pg/g para formar ocho grupos experimentales combinando concentraciones
de Lm 4 log ufc/g y 6 log cfu/g contra 25, 50 y 100 ppm de nisina; ademas de
controles Lm: 4 y 6 Log ufc/g, sin agregado de nisina. Se almacenarona 4 ° C
durante 7 dias. El nUmero de L. monocytogenes se redujo en promedio 1-2 log
ufc/g en las hamburguesas de pollo experimentales. Por lo tanto, podria ser
necesario explorar otras cantidades diferentes de nisina para garantizar las
posibilidades de usar nisina en la carne y los productos carnicos.

Alcivar y Espinoza, 2018 . “evaluaron los efectos del uso la Nisina como
conservante natural en las caracteristicas microbioldgicas y organolépticas en el
salami y como sustituto total del nitrito. Los porcentajes de Nisina utilizado fueron
0,0025, 0,005, 0,0075, 0,010. Se evaluaron las variables microbioldgicas:
Salmonella, Clostridium perfringens y Staphylococcus aureus. Como resultado
se obtuvo que el mejor tratamiento con una dosis de Nisina de 0,010%. A este
tratamiento se le realizaron analisis microbiol6gicos después de 30 dias para
determinar si la Nisina seguia actuando y se comprobd que hubo contaminacién
de Staphylococcus aureus. Se pudo concluir que el uso de Nisina es idéneo en
productos céarnicos crudo madurados pero en dosis iguales o mayores a
0,010%”.

Moreno, (2012), investigo la reduccion de carga microbiana en la carne de pollo
mediante el uso de bactericidas organicos, se seleccion6 dos agentes
antimicrobianos: el 4cido lactico y la Nisina que afecta a microorganismos Gram
(+). Se elabor6 varias soluciones con &cido lactico al 1% y 2% y nisina con 300
y 500 ppm y el tiempo de inmersion de 5 y 10 minutos, con temperaturas de

almacenamiento de 4 y 18 °C. Se determind la tasa de supervivencia de tres
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tipos de microorganismos caracteristicos Aerobios Totales, Coliformes Totales y
la presencia de E.coli en pechugas de pollo recién sacrificadas. EI mejor
tratamiento es el utilizar 1% de acido lactico, 500 ppm de nisina por un tiempo
de inmersiébn de 10 minutos a un temperatura de refrigeracion de 4°C,

tratamiento que extiende el tiempo de vida util del producto a 14 dias.

Caceda (2018), investigd el “efecto de diferentes concentraciones de nisina (500
Ul/mL, 1000 Ul/mL y 1500 Ul/mL) sobre el crecimiento de L. monocytogenes en
carne de res cruda. A medida que la concentracién de nisina aumentaba, el
grado de inhibicion del crecimiento aumentaba de manera similar. Recuento de
L. monocytogenes ATCC 19114 (log ufc/g), incubadas a 4 °C en el grupo control
fue de 3.2 al inicio y al 5to dia 5.6; y en el grupo de la carne de res cruda con
tratamientos de 1500 UI/mL de nisina, fue 3.2 al inicio y 1.8 al dia 5, siendo éste
tratamiento que tuvo mayor inhibicidén en el crecimiento”.

Kara y col. (2014). Investigo el efecto de la nisina sobre el crecimiento y la
supervivencia de L. monocytogenes en muestras de hamburguesas de pollo que
fueron inoculadas con L. monocytogenes (ATCC 7644) (Lm) a niveles de 4 log
ufc/g y 6 log cfu/g y se agregaron nisina en cantidades de 25 pg/g, 50 pg/g y 100
ug/g. No se agregd nisina al grupo de control. Se almacenaron a 4 °C durante 7
dias. Las cantidades de nisina utilizadas no inhibieron totalmente. L.
monocytogenes, el nimero de L. monocytogenes se redujo en promedio 1-2 log
ufc/g en las hamburguesas experimentales de pollo. Por lo tanto, podria ser
necesario explorar otras cantidades diferentes de nisina para garantizar las

posibilidades de usar nisina en la carne y los productos carnicos.

Durante la evaluaciébn de un cultivo productor de bacteriocinas para la
fermentacion de embutidos o para la biopreservacion, es necesario considerar
que la carne o los productos carnicos son sistemas complejos con un nimero de
factores microbianos que influencian el crecimiento y la produccion metabdlica.
Lo anterior indica que el desempefio de los cultivos productores de bacteriocina

requieren ser comprobados antes de su aplicacion en alimentos para determinar
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la influencia que tienen sobre ellos los componentes de la formulacién y de la

tecnologia de fermentacién (Hugas, 1998).

Suarez y col., (2008), “evalud el potencial de biopreservacion de un extracto
crudo de bacteriocinas producidas por una cepa nativa de Lactobacillus
plantarum LPBM10, sobre filetes del hibrido de cachama Piaractus brachypomus
x Colossoma macropomum empacados al vacio durante 30 dias de
almacenamiento a 3+0.5 °C. Se evaluaron tres tratamientos: extracto crudo de
bacteriocinas, acido lactico y el control. El recuento de heterétrofos no presenta
diferencia entre los tratamientos, mientras el recuento de psicrotréfilos alcanza
valores de 5.2 ciclos log, 6.7 ciclos log y 6.4 ciclos log (P<0.05) para los filetes
tratados con extracto crudo de bacteriocinas, &cido lactico y control,
respectivamente. Con respecto a los coliformes totales se obtiene un recuento
inicial de 2.6 ciclos log, el cual no cambié durante todo el estudio. En cuanto al
recuento de coliformes fecales, al finalizar el periodo de almacenamiento,
disminuyo 1.3, 1.5y 2.1 ciclos log para los filetes control, tratados con extracto

crudo de bacteriocinas y acido lactico, respectivamente”.

Gunes y Cibik (2002) informaron “que las muestras de albondigas de 1negdl que
habian contaminado experimentalmente con L. monocytogenes y luego
inoculadas con 50 [1g / g de nisina dieron como resultado una reduccion de 3 log
ufc/g en el nimero de L.monocytogenes, mientras que 25 pg / g nisina resulté
en una disminucion de 1 log cfu/g en el nimero de L.monocytogenes. La adicion
de nisina a los niveles de 1y 5 pg / g no causo ninguna reduccion en el numero

de L. monocytogenes”.

Hampikyan y Ugur (2007) “contaminaron muestras de soujouk fermentado turco
(salchicha fermentada) con L. monocytogenes al nivel de 6 log cfu/g, y probaron
5 10, 25, 50 y 100 pg/g de nisina en varios grupos. El nimero de L.
monocytogenes se redujo aun mas a medida que aumento la concentracion de

nisina”.
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Ruiz y col. (2009) “inocularon muestras de jamén de pavo en cubitos listos para
comer con un céctel de 5 cepas de L. monocytogenes, trataron las muestras con
0,5% de nisina y luego las envasaron al vacio y las almacenaron durante 63 dias
a4 °Ct1 °C. La nisina redujo L.monocytogenes en 4.42 log ufc/g en comparacion
con el control positivo. El dia 0, los recuentos de L. monocytogenes se
mantuvieron por debajo de 2,75 log ufc/g para las muestras de jamén de pavo
tratadas con nisina. Aunque el tratamiento con 0,5% de nisina no elimind
completamente L. monocytogenes, los niveles bajos indican que la nisina puede
reducir significativamente los recuentos de L monocytogenes en muestras de

jamon de pavo listas para comer en condiciones similares”.

Hugas, (1998) “Especificamente en la carne fresca son varios los factores que
pueden interferir con la actividad de la bacteriocina como las proteasas
endogenas de la carne y/o la adsorcién de las bacteriocinas a la carne o a las
particulas de materia grasa, cambios en la flora microbiana durante la
maduracion, aumento del numero de microorganismos en la carne por
contaminaciones externas, requerimientos de componentes especificos para su

accion, entre otros”.

Aunque, Reunanen y Saris (2004) “concluyeron que la nisina puede tolerar el
proceso de coccién de la salchicha y tiene una vida Gtil razonablemente larga en
las salchichas cocidas almacenadas en frio, lo que la convierte en un
conservante de alimentos Util. otros investigadores han afirmado que el uso de
la nisina en la carne como un conservante ha tenido poco éxito debido a la
interferencia de los componentes de la carne, como los fosfolipidos y el pH alto”.
En tales condiciones, “la nisina se vuelve mucho menos soluble, lo que indica la
limitacién de la aplicaciéon de nisina” (O'Sullivan et al., 2002; Liu y Hansen, 1990;
Aasen et al., 2003; Rose et al., 2002, Yonema et al., 2004).

Galvez y colaboradores (Galvez y col, 2007) mencionan que “la biopreservacion
usando bacteriocinas producidas in situ, ofrece varias ventajas comparadas a la

produccion ex situ, concernientes al aspecto legal y de costos. Disminuir los
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costos en los procesos biopreservativos puede ser altamente atractivo,
especialmente para economias pequefias y paises en desarrollo, donde la
seguridad alimenticia puede estar altamente comprometida. La evaluacion del
potencial bactericida de los extractos crudos de BAL sobre el crecimiento de
microorganismos deteriorantes y patdégenos, ha presentado resultados
favorables, por lo que han sido recomendados recientemente por varios autores
como método de Biopreservacion en alimentos” (Castellanos y col.,2008,
Fiorentini y col.,2001, Suarez y col.,2008).

“La nisina tiene muchas ventajas sobre otros conservantes de alimentos, como
su no toxicidad, digestibilidad inmediata por la enzima a-quimotripsina,
estabilidad al calor a un pH bajo y ausencia de color y sabor” (Pongtharangkul y
Demirci, 2004). “Durante décadas, se ha observado que la nisina es efectiva. Por
ejemplo, Chung et al. (1989) encontraron que 10 Ul/ml de nisina retrasaron el
crecimiento bacteriano en las carnes que habian inoculado artificialmente con
L.monocytogenes. Durante 15 dias las carnes almacenadas a 5 °C, la nisina

causé una reduccién de 2-4 log ufc/cm? en el nimero de L. monocytogenes”.

Existe informacion cientifica que indican que el efecto antimicrobiano de la nisina
tiene sus limitaciones y que se logra mayor efectividad por mecanismos de

sinergia o complementaria cuando impacta a bacterias patdégenas, sobre todo.

En ese sentido tenemos el reporte de Alba y col. (2012), quienes “investigaron el
efecto antimicrobiano de los tratamientos con alta presion hidrostatica (HHP),
bacteriocinas y sus combinaciones sobre Listeria monocytogenes, Salmonella
enteritidis y Escherichia coli O157: H7 en Carpaccio de res curado, almacenado
a 8 °C, durante 30 dias, las bacteriocinas redujeron los recuentos de Listeria en
0.1 a 1.5 unidades logaritmicas, siendo la pediocina comercial la mas efectiva

contra L. monocytogenes.

Los efectos observados en esta investigacion se explican por los estudios

basados en las caracteristicas catibnicas e hidrofilicas de la nisina. Se ha
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demostrado que son dos los mecanismos que explican el modo de accion de la

nisina sobre la permeabilizacién de la membrana celular bacteriana.

En un primer paso, las bacteriocinas actuan como un complejo de “poracion” en
el cual los monémeros de la misma se unen, insertan y oligomerizan en la
membrana citoplasmatica para formar un poro y, en segunda instancia, las
bacteriocinas desestabilizan la membrana a modo de un detergente. Los
resultados de muchos estudios tienden a apoyar el modelo de la formacién de
poros sobre el que propone una accion tipo detergente. Asi miso, la nisina posee
una carga positiva que incrementa su interaccion con las cargas negativas de los

componentes de la pared celular.

En el segundo paso, la nisina se une al lipido I, principal transportador de las
subunidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared celular interfiriendo
con su sintesis, lo que lleva a la bacteria a muerte celular. En el tercer paso,
varias moléculas de nisina utilizan al lipido Il para fijarse e insertarse en la
membrana celular y empezar la formacion de poros, con lo cual se produce en

la muerte celular de la bacteria

Teniendo en cuenta los resultados de los estudios anteriores se puede afirmar
que la biopreservacion ya sea usando las cepas activas protectoras de Bacterias
acido lacticas homofermentativas aplicadas en forma directa, Suero de leche
desproteinizado con 2.5 % y Nisina 800 ppm/g, son un métodos de conservacion
que usado junto a las Buenas Practicas de Manufactura y el Sistema HACCP,

pueden alargar la vida util de carnes y sus derivados.

El desarrollo matematico del modelo de Arrhenius permitié obtener el tiempo de
vida util de las hamburguesas de carne tratadas con productos organicos de
Bacterias acido lacticas homofermentativas, observandose que el mayor tiempo
de bioconservacion la registra el Lactosuero al 2% que permite una vida Util de
33.74 dias, seqguida de la Nisina 14.91 dias y Log UFC 10°, 10.20 dias; a una

temperatura de almacenamiento de 4°C..(Tabla 8)
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6.3 Responsabilidad ética

Este estudio no requirié aprobacion ética ya que la recoleccion de muestras
provenia de animales sacrificados con fines alimenticios. Todos los otros
experimentos fueron in vitro.

Asi mismo, el manuscrito fue preparado y revisado “por el autor, motivo por el
cual declaro que no existe ningun conflicto de intereses, que ponga en riesgo la
validez de los resultados presentados, por lo cual, el autor se responsabiliza por

la informacién contenido en el presente informe-
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CONCLUSIONES

Los productos organicos aplicados en este estudio impactan sobre las bacterias
mesofilas aerobias presentes en las hamburguesas de carne disminuyendo la

velocidad de crecimiento (Umax) Y aumentando el tiempo de adaptacion ().

Las bacterias mesofilas aerobias (BMA) son, mayoritariamente, sensibles a los
biopreservantes organicos procedentes de fermentaciones homolacticas y
deben ser considerados preferentemente para estudios de vida util en productos

Carnicos.

El suero lacteo brinda a las hamburguesas una extension de su vida atil mucho
mayor que los otros bioconservantes utilizados debido a la cantidad y calidad de

las BMA y la condiciones intrinsecas de la matriz de la hamburguesa.

Los modelos matematicos de Baranyi & Robert y Arrhenius fueron de gran
utilidad para estimar los parametros del crecimiento de las bacterias mesofilos

aerobios y tiempo de vida util

RECOMENDACIONES

Realizar ensayos con sueros lacteos provenientes de la fermentacién con

especies de bacterias acido lacticas con potencial probidtico.

Aplicar las herramientas multimedias de la Microbiologia predictiva para estudios
de vida util usando modelos secundarios que permiten relacionar el crecimiento

microbiano con dos o mas variables de naturaleza extrinseca.

Continuar con estudios de microorganismos indicadores en productos carnicos

gue se conservan a bajas temperaturas.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA
Titulo: MODELAMIENTO DE LA BIOCONSERVACION DE LA HAMBURGUESA DE CARNE ARTESANAL POR PRODUCTOS ORGANICOS DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS HOMOFERMENTATIVAS PARA LA ESTIMACION DE LA VIDA UTIL MEDIANTE EL MODELO DE ARRHENIUS.

Autor: Edgar Zarate Sarapura Lugar de ejecucion: Laboratorio Ciencias Naturales Periodo 2019 — 2020

¢, Cudles son los parametros
cinéticos de los microorganismos
mesdfilos en las hamburguesas
artesanales con la adicion de
aditivos organicos?

¢ Cémo aplicar los parametros
cinéticos de crecimiento en la
determinacion de la vida 0til?

para el modelamiento y su
bioconservacion.

Determinacion de
parametros cinéticos de
microorganismos mesofilos
en las hamburguesas
artesanales con la adicion de
aditivos.

Aplicar parametros cinéticos
de crecimiento en la
determinacion de la vida Util.

La determinacion de parametros
cinéticos permitira elegir el mejor
aditivo orgénico de bacterias
probiéticas homofermentativas.

Los paradmetros cinéticos de
microorganismos mesofilos
permitiran determinar la vida (til.

de microorganismos
mesodfilos.
Parametros cinéticos
de microorganismos
mesdfilos a diferentes
temperaturas.

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADOR ESCALA METODOLOGIA
General General General Dependientes Dependientes Dependientes Cuantitativa Ecuacion de Arrhenius.
¢ De qué manera se puede lograr | Determinar el modelamiento | La determinacién del aditivo Bioconservacion de Tiempo de Numero de dias
el modelamiento de la de la bioconservacion de organico optimo permitira el hamburguesas Bioconservacion Temperatura Cuantitativa Recuento en placa
bioconservacion de las hamburguesas artesanales modelamiento de la artesanales Temperatura de
hamburguesas artesanales con con aditivos organicos de bioconservacion de bioconservacion
aditivos organicos de bacterias bacterias probioticas hamburguesas artesanales. Independientes
probidticas homofermentativas? | homofermentativas. Independientes Independientes UFClgr Recuento en placa
Especificos o Poblacion de Crecimiento bacteriano mg/L Cuantitativa
Especificos Especificos La obtencién de aditivos Bacterias Acido lactico ppm Nisina Recuento en placa
¢,Como se puede obtener un Obtener aditivos organicos organicos de bacterias probiéticas Aditivo
aditivo organico para el de bacterias probioticas probiéticas homofermentativas homofermentativas | Biomasa UFClgr Titulacion
modelamiento de la homofermentativas para el permitira adicionar a las e Extracto crudo Aditivo % Acido Lactico Cuantitativa Gravimetria
bioconservacion de modelamiento y hamburguesas artesanales. o Nisina Aditivo ppm Nisina Cuantitativa
hamburguesas artesanales? bioconservacion de las Recuento en placa
hamburguesas artesanales. | Se lograra determinar el efecto Efecto de la adicion de | Velocidad de crecimiento. Cuantitativa Gravimetria
¢ Cuél es el efecto de de la concentracion al adicionar | aditivos organicos de Fase de adaptacion. Log UFC/Hora Cuantitativa Gravimetria
concentracion de los aditivos Determinacion del efecto de | los aditivos organicos de bacterias probidticas Velocidad de crecimiento. Cuantitativa Ecuacion Baranyi'y
organicos en las hamburguesas | concentracion de los aditivos | bacterias probidticas homofermentativas. Horas Cuantitativa Roberts
artesanales? organicos en las homofermentativas en las Parametros cinéticos Log UFC/Hora Cuantitativa
hamburguesas artesanales hamburguesas artesanales. Cuantitativa
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