UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA
SECRETARIA DOCENTE

“Ano del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Bellavista, 03 de setiembre, 2022

Sefior(a):

RESOLUCION CONSEJO DE FACULTAD N° 113-2022-CF-FCNM. - Bellavista, 03 de setiembre 2022.- EL CONSEJO DE
FACULTAD DE LA FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL
CALLAO

Visto, el acuerdo de Consejo de Facultad de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Adoptado en su sesién
extraordinaria realizada de forma virtual via reunion Google Meet, el 03 de setiembre 2022, en relacion al informe final del
proyecto de investigacion presentado en la Unidad de Investigacion por el docente Mg. Jorge Luis Godier Amburgo.

CONSIDERANDO:

Que, en el Art. 482 de la Ley Universitaria No 30220, establece que la investigacion constituye una funcion esencial y
obligatoria de la universidad, que la fomenta y realiza, respondiendo a través de la produccion de conocimiento y
desarrollando de tecnologias a las necesidades de la sociedad, con especial énfasis en la realidad nacional. Lo
docentes, estudiantes y graduados participan en la actividad investigadora en su propia institucion o en redes de
investigacion nacional o internacional, creadas por las instituciones universitarias publicas o privadas.

Que, segun lo estipulado en el Articulo 14°, numeral 14.2 del Estatuto vigente de la Universidad Nacional del Callao,
establece que una de las funciones de la Universidad Nacional del Callao, esta considerada la investigacion, entendida
como la busqueda permanente de la verdad y, la misma es una labor prioritaria y de fundamental importancia que todo
docente debe desempefiar, en concordancia con el Articulo 2562 y el Articulo 2892, numeral 289.9 del precitado
Normativo;

Que, mediante Resolucion N° 082-019-CU del 07 de marzo del afio 2019, se aprueba el Reglamento de Participacionde
Docentes en Proyectos Investigacion, asi como la Directiva N° 004-2022-R - “DIRECTIVA PARA LA ELABORACION
DE PROYECTO e INFORME FINAL DE INVESTIGACION DE PREGRADO, POSGRADO, EQUIPOS, CENTROS e
INSTITUTOS DE INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO”;

Que, con Oficio N2 42-2022-UI-FCNM recibido el 29 de julio 2022, el Director de la Unidad de Investigacion de la
Facultad de Ciencias Naturales y Matematica remite la Resolucién Directoral N2 16-2022-UI-FCNM adjuntando el Proyecto
de Investigacion titulado: "DOSIMETRIA DE ELECTRONES EN ACELERADOR LINEAL CON COLIMADOR
MODIFICADQ", presentado por el profesor Asociado, Tiempo completo, Mg. Jorge Luis Godier Amburgo para su
tramite correspondiente;

Que, estando vigente el Estado de Emergencia Nacional por las graves circunstancias que afectan la vida de la
Nacién a consecuencia del brote del COVID-19. Se ha emitido la Resolucién de Consejo Universitario N° 068-2020-
CU, de fecha 25 de marzo del afio 2020, mediante la cual se resuelve “autorizar con eficacia anticipada, del 16 de
marzo del afio 2020, y hasta que concluya el estado de emergencia nacional, la modificacién del lugar de la
prestacion de servicios docentes y administrativos para no afectar el pago de remuneraciones”;

Estando lo glosado; a lo acordado por el Consejo de Facultad de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica en
su sesion Extraordinaria de fecha 03 de setiembre del afio 2022, via reunién Meet y, en uso de las atribuciones que
le confiere los Articulo 180°, inciso 180.14 del Estatuto de la Universidad y, el Articulo 70° de la Ley Universitaria,
Ley N° 30220;

RESUELVE:

1° APROBAR el Informe Final de Investigacion titulado ‘DOSIMETRIA DE ELECTRONES EN ACELERADOR
LINEAL CON COLIMADOR MODIFICADO”, ejecutado profesor asociado, Tiempo completo, Mg. Jorge Luis
Godier Amburgo desde el 01 de setiembre 2021 al 31 de agosto 2022.

2° ELEVAR, la presente Resolucion y el expediente respectivo al Vicerrectorado de Investigacion, para su conformidad
concordante con el reglamento correspondiente.

3° TRANSCRIBIR la presente Resolucion al Vicerrectorado de Investigacion, Unidad de Investigacion, Escuela
Profesional y Departamento académico e interesado y fines consiguientes.



REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE

Fdo. Dr. JUAN ABRAHAM MENDEZ VELASQUEZ. -Decano y Presidente del Consejo de Facultad de la Facultad de
Ciencias Naturales y Matemaética de la Universidad Nacional del Callao.

Fdo. Mg. GUSTAVO ALBERTO ALTAMIZA CHAVEZ.-Secretario Académico
Lo que transcribo a usted para los fines pertinentes.
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Bellavista, 09 de mayo 2022

OFICIO N2 24-2022-UI-FCNM

Sefor Doctor

JUAN ABRAHAM MENDEZ VELASQUEZ

Decano de la Facultad de Ciencias Naturales y Matemética
Presente. -

Asunto: Informe Final del Magister ZARATE SARAPURA, EDGAR.

De mi mayor consideracion:

Tengo a bien dirigirme a usted para saludarlo y a la vez remitir a su despacho,
para el trdmite correspondiente, la Resolucion digitalizada por el Director de la Unidad de
Investigacién N° 10-2022-D-UI-FCNM, con cargo a dar cuenta al Comité Directivo de ésta Direccion.
Que, Aprueba el Informe Final de Investigacion titulado: “CARACTERIZACION DE LA
SUPERVIVENCIA NO TERMICA DE LISTERIA MONOCYTOGENES EN LA CARNE MOLIDA
PRECOCINADA UTILIZANDO EL MODELO PREDICTIVO DE BARANYI Y ROBERTS DEL
COMBASE” presentado por el profesor asociado y dedicacién exclusiva el Mg. Edgar Zarate Sarapura.

Asimismo, se adjunta la siguiente documentacion:

1) Solicitud digitalizada de aprobacion de Informe Final de Investigacion.
2) Archivo digitalizado del Informe Final de Investigacion -

3) Archivo digitalizado del Articulo Cientifico en PDF.

4) Informe de URKUND del Informe Final de Investigacion

5) Comprobante de pago por concepto de URKUND

6) Declaracion Jurada.

7) Ficha CTI VITAE

8) Ficha de evaluacion Informe Final de Investigacion

Sin otro particular, quedo de usted,

Atentamente,
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c.c.: Archivo
Adj.: Resolucién Directoral N °10-2022-D-UI-FCNM



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
Facultad de Ciencias Naturales y Matematica

UNIDAD DE INVESTIGACION

RESOLUCION DIRECTORAL DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
NATURALES Y MATEMATICA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO N° 10-2022-D-UI-FCNM

Bellavista, 09 de mayo 2022.

EL DIRECTOR DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y
MATEMATICA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO.

Visto el Informe Final de Investigacion titulado “CARACTERIZACION DE LA SUPERVIVENCIA NO TERMICA DE
LISTERIA MONOCYTOGENES EN LA CARNE MOLIDA PRECOCINADA UTILIZANDO EL MODELO PREDICTIVO
DE BARANYI Y ROBERTS DEL COMBASE” presentado por el profesor asociado y dedicacion exclusiva el Mg. Edgar
Zéarate Sarapura;

CONSIDERANDO:

Que, por Resolucién Rectoral N° 323-2021-R, fue aprobado del 01 de mayo 2021 al 30 de abril 2022 el cronograma de
ejecucion del Proyecto de Investigacion ““CARACTERIZACION DE LA SUPERVIVENCIA NO TERMICA DE LISTERIA
MONOCYTOGENES EN LA CARNE MOLIDA PRECOCINADA UTILIZANDO EL MODELO PREDICTIVO DE
BARANYI Y ROBERTS DEL COMBASE” presentado por el profesor asociado y dedicacion exclusiva el Mg. Edgar
Zéarate Sarapura;

Que, el citado profesor ha elaborado su Informe Final en concordancia con el Reglamento de la Participacion de los
Docentes de la Universidad Nacional del Callao en Proyectos de Investigacion, aprobado por Resolucion de Consejo
Universitario N° 082-2019-CU, su modificatoria Resolucion de Consejo Universitario N° 101-2021-CU y la Directiva N°
013-2018-R - Protocolos del Proyecto e Informe Final de Investigacion de Pregrado, Posgrado y/o docentes,
equipos, centros e institutos de investigacion de la Universidad Nacional del Callao, presentando el referido
informe en archivo virtual, requisito indispensable para la presentacién de un nuevo Proyecto;

En uso de las atribuciones que le concede el Articulo 64° del Estatuto de la Universidad Nacional del Callao;
RESUELVE:

1°  Aprobar el Informe Final de Investigacion titulado “CARACTERIZACION DE LA SUPERVIVENCIA NO TERMICA
DE LISTERIA MONOCYTOGENES EN LA CARNE MOLIDA PRECOCINADA UTILIZANDO EL MODELO
PREDICTIVO DE BARANYI Y ROBERTS DEL COMBASE” ejecutado por el asociado y dedicacion exclusiva el
Mg. Edgar Zérate Sarapura, desde el 01 de mayo 2021 al 30 de abril 2022.

2° Elevar la presente Resolucion al Sefior Decano de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, para los
trdmites consiguientes.

Registrese, comuniquese y archivese.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y

f’\a MATEMATICA
P

Ny

Dr. WHUALKUER LOZANO BARTRA

Director

WLB/dpg
25 Archivo



FORMATO N° 09

SOLICITUD DE APROBACION DE INFORME FINAL DE
INVESTIGACION
Bellavista, 05..de ..Mayo del 2022
Dr.. WHUALKUER LOZANO BARTRA:

Director de la Unidad de Investigacion
Facultad de Ciencias Naturales y Matematica

Yo.....Edgar Zérate Sarapura...........cccoeniviininneinienens docente adscrito a la Facultad de

de..Ciencias Naturales y Matematica, categoria .Asociado.....DE X TC|:| TP D con

domicilio en ..Jrn. Alonso de Molina 223 Santiago de Surco...........c.coceveene. e identificado con cddigo
N°..0769..., DNIN°...09249598....y e-mail.......... ezarates@unac.edu.pPe......coveeverrererierrerierienens
en calidad de profesor responsable colaborador sento y solicito la

aprobacién del INFORME FINAL del proyecto de investigacion:

CARACTERIZACION DE LA SUPERVIVENCIA NO TERMICA DE LYSTERIA
MONOCYTOGENES EN LA CARNE MOLIDA PRECOCINADA UTILIZANDO EL MODELO
PREDICTIVO DE BARANGY Y ROBERTS DEL COMBASE". con Resolucion Rectoral N2 323-
2021-R.

Por lo indicado, adjunto a la presente y en folder, los documentos indicados en el “Reglamento de
la participacion de los docentes de la Universidad Nacional del Callao en proyectos de investigacion”
para su evaluacion y dictamen por el Comité Directivo de la Unidad de Investigacion que usted

preside, de acuerdo a lo que establece la normatividad vigente.

Atentamente

Profesor responsable del Proyecto

cc. File

(*) Indicar si es profesor responsable o colaborador.

Nota: (1) La presente solicitud la redactan y presentan de manera independiente el
profesor responsable y el profesor colaborador. Ambas se presentan en el
mismo expediente.
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ANEXO N° 04
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INFORME FINAL DE INVESTIGACION

“CARACTERIZACION DE LA SUPERVIVENCIA NO TERMICA DE
LISTERIA MONOCYTOGENES EN LA CARNE MOLIDA
PRECOCINADA UTILIZANDO EL MODELO PREDICTIVO DE
BARANYIY ROBERTS DEL COMBASE”

AUTOR: EDGAR ZARATE SARAPURA

(PERIODO DE EJECUCION: 01 de mayo de 2021 al 30 de abril
de 2022)

(Resolucién de aprobacion N° 323-2021-R)

Callao, 2021
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RESUMEN

Los productos céarnicos precocidos tienen muchas probabilidades de mantener
carga microbiana sobreviviente de tipo contaminante o patdgena como Listeria
monocytogenes; por otro lado, su conservacion hace uso de temperaturas de
refrigeracion en el cual algunos patdégenos psicréfilos pueden adaptarse y
producir una infeccidon grave causada por su consumo. El objetivo del estudio fue
determinar las caracteristicas de supervivencia no térmica de L. monocytogenes
en la carne molida precocinada, utilizando el modelo predictivo de Baranyi-
Roberts del programa DMFit del Combase. Se elaboraron curvas de la
declinaciéon del crecimiento de Listeria monocytogenes inoculadas en la carne
molida precocinada y almacenadas a temperaturas de 4, 10 y 15 °C en
condiciones pHy % NaCl del producto. Las curvas de declinacién de crecimiento
se ajustaron con el modelo de Barangy-Roberts integrado en el programa DMFit
del ComBase; Las muestras fueron analizadas mediante un analisis de varianza
y separacion de medias por cuadrados minimos (P < 0.05). El ajuste de las
curvas permitié obtener las: velocidades de declinacién del crecimiento (-umax),
periodo de adaptacion (A), poblaciéon inicial y final. ElI factor D, tiempo
generacional (Tg) y estado fisioloégico (ho) son calculadas a partir de los
pardmetros anteriores. La sobrevivencia a 4 °C es mayor y se extiende por un
periodo de 3 meses, presentandose variaciones diversas del pH, humedad, alta
sobrevivencia. ElI Factor D y estado fisioldgico son dependientes de la
temperatura de refrigeracion y caracterizan a la carne molida precocinada,
contaminada con células de Listeria monocytogenes, como un alimento que
ofrece condiciones para la sobrevivencia del patégeno y no garantiza la
inocuidad del producto debido a que encierra un peligro de tipo biolégico. Para
temperaturas de 10 y 15 °C el tiempo de sobrevivencia es menor, promoviendo
el crecimiento y alteracion del producto. El modelo de Baranyi-Roberts permitio
el ajuste de las curvas de sobrevivencia de Listeria monocytogenes y caracterizo

su comportamiento en la carne molida precocinada.

Palabras Claves: Microbiologia predictiva, sobrevivencia, tratamiento no térmico.
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ABSTRAC

Precooked meat products are very likely to maintain a surviving microbial load of
a contaminant or pathogenic type such as Listeria monocytogenes; on the other
hand, its conservation makes use of refrigeration temperatures in which some
psychrophilic pathogens can adapt and produce a serious infection caused by its
consumption. The objective of the study was to determine the non-thermal
survival characteristics of L. monocytogenes in precooked ground beef, using the
Baranyi-Roberts predictive model of the Combase DMFit program. Growth
decline curves of Listeria monocytogenes inoculated in precooked ground beef
and stored at temperatures of 4, 10 and 15 °C under pH and % NaCl conditions
of the product were prepared. The growth decline curves were fitted with the
Barangy-Roberts model integrated in the ComBase DMFit program; The samples
were analyzed by an analysis of variance and separation of means by least
squares (P < 0.05). The adjustment of the curves allowed to obtain the: growth
decline rates (-ymax), adaptation period (A), initial and final population. The D
factor, generation time (Tg) and physiological state (hO) are calculated from the
above parameters. Survival at 4 °C is greater and extends for a period of 3
months, presenting diverse variations in pH, humidity, high survival. Factor D and
physiological state are dependent on the refrigeration temperature and
characterize precooked ground beef, contaminated with Listeria monocytogenes
cells, as a food that offers conditions for the survival of the pathogen and does
not guarantee the safety of the product because it contains a biological hazard.
For temperatures of 10 and 15 °C, the survival time is shorter, promoting the
growth and alteration of the product. The Baranyi-Roberts model allowed
characterizing the survival of Listeria monocytogenes and characterized its

behavior in precooked ground beef.

Keywords: Predictive microbiology, survival, non-thermal treatment.



INTRODUCCION

Los productos carnicos refrigerados Listos para su Consumo (LPC) se elaboran
aplicando tratamientos térmicos con la finalidad de eliminar los microorganismos
vegetativos; por lo tanto, se consideran que estan libres de patdgenos
vegetativos. Sin embargo, la evidencia cientifica indica que dichos productos son
sensibles a la contaminacion cruzada con Listeria monocytogenes, Escherichia
coli O157:H7 y Salmonella spp. después de haber soportado el procesamiento
térmico. La epidemiologia demuestra el surgimiento de varios brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) relacionados con el
consumo de carnes LPC. Uno de los patégenos de interés en la carne molida
precocinada (CMP) es L. monocytogenes (Lm) de amplia distribucion en la
naturaleza y es causante de listeriosis con una alta tasa de mortalidad. La
contaminacion cruzada posterior al tratamiento térmico de la CMP puede
producirse durante la manipulacién, el rebanado o el envasado del producto en
las instalaciones de fabricacion.

Debido a que la CMP se consume o usa como insumo de otros productos, no
siempre reciben otra coccion o esta es de pequefia intensidad, se requiere
evidenciar los mecanismos para controlar la probable sobrevivencia del
patdgeno y garantizar la inocuidad del producto. Las investigaciones cientificas
demuestran que L. monocytogenes posee mecanismos para crecer a
temperaturas de refrigeracion, lo cual incrementa la preocupacion de la ruptura
de la cadena de frio durante las etapas de almacenamiento en fabrica,
distribucion, puntos de venta y almacenamiento en los hogares de los
consumidores; por lo tanto, se hace necesario estimar los parametros del

comportamiento de Lm en las condiciones que ofrece la CMP.

La demanda de alimentos minimamente procesados se incremento por parte del
consumidor, por ello se viene recomendando nuevos métodos de conservacion
como los procesos no térmicos, que pueden actuar en forma independiente o
asociados a otros factores de barrera como el temperaturas de frio, pH, Aw,

Atmosferas modificadas, probioticos, sales y otros, que pueden utilizarse sin
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afectar sus caracteristicas de calidad. Estos métodos son practicados en forma
artesanal o industrial desde hace mucho tiempo, pero el avance tecnoldgicos
posibilita su uso e incrementa su comercializacion, pero existen riesgos
microbiolégicos que se deben atender debido a que los microorganismos tienen
capacidades de adaptacién a su entorno logrando la sobrevivencia de células
vegetativas de Lm constituyendo en un peligro que se tiene que inhibir o eliminar

para disminuir el riesgo.

El tratamiento no térmico aplicado a la CMP requiere de una herramienta que
interrelacione su variable independiente con las caracteristicas intrinsecas del
alimento, para ello se acudi6 a la microbiologia predictiva considerado como una
herramienta apropiada para el disefio, evaluacion y optimizacion de procesos,
desarrollo de productos, establecimiento de vida util y en procesos de evaluacion
cuantitativa de riesgo microbiano. En este estudio se utilizé el programa de
ComBase que ofrece el modelo matematico de Baranyi y Roberts el cual tiene
las opciones para modelar el tratamiento no térmico sobre Lm que permite
predecir su posible comportamiento combinando diferentes valores de
temperatura, pH y aw, entre otros; asi como también, el programa DMFit del
ComBase que permitio, a partir de los datos experimentales, conocer los
parametros cinéticos como la velocidad de la declinacion del crecimiento (-
pmax), periodo de latencia o Fase lag (A), tiempo generacional (Tg) y
sobrevivencia cuantitativa de las células vegetativas de Lm inoculadas en la
CMP. Ademas, se pudo calcular el logaritmo de las poblaciones microbianas y
calcular los valores D a partir de la pendiente de la parte lineal de la curva de

inactivacion.

El objetivo de este proyecto fue determinar las caracteristicas de supervivencia
de L. monocytogenes en la carne molida precocida utilizando el modelo

predictivo de Baranyi y Roberts del Programa DMFit del ComBase.
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|. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica

Actualmente la prediccidn del crecimiento microbiano frente a condiciones del
entorno de los microorganismos patdégenos se realiza utilizado la informatica,
que obligd al desarrollo de programas informaticos apropiados, que permiten
conocer qué microorganismos pueden crecer y a qué nivel, estimar la capacidad
para producir toxinas; asi como también asociar peligros que se pueden
establecer en determinadas condiciones y poder eliminarlos. Sin embargo, estas
predicciones relacionados a microorganismos patdgenos es algo que se ha
estado realizando de forma puntual y de interés propio en algunos centros de
investigacion, presentando el inconveniente de no poder intercambiar
informacion, evidenciando que se desarrollaban estudios similares, en
condiciones no comparables o aplicados a alimentos con procesos de

elaboracion cultural y artesanal.

La carne es considerada como una excelente fuente de nutrientes para el
crecimiento y desarrollo de bacterias alterantes e incluso patdgenos, quienes
pueden desarrollar peligros a partir del tipo de metabolismo que desarrollen
sobre la matriz de la de los productos céarnicos. La carne molida precocinada
(CMP) debido a su naturaleza de ofrecer mejores condiciones que la carne cruda
enteral permite que los microorganismos sobrevivientes al tratamiento térmicos
pueden tener capacidades metabolica para generar mecanismos de adaptacion
a entornos de estrés durante el almacenamiento hasta la llegada al consumidor

encerrando peligros que aumenten el riesgo de transmitir una enfermedad.

La CMP se caracteriza por tener un pH inicial muy cercano a la neutralidad, con
humedad relativamente alta como mantenerse en un estado coloidal que otorgue
una textura apropiada para ser utilizada como insumo en formulaciones de
alimentos para consumo directo, por otro lado la calidad microbiana existente en
Su matriz es minima por efecto del tratamiento térmicos aplicado para su coccion;

sin embargo, las condiciones de pH, humedad, nutrientes biodisponibles hacen
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posible la sobrevivencia de microorganismo indicadores de contaminacion,
patégenos, que se agravan si no se ha respetado los pardmetros criticos de

temperatura para eliminar o inhibir la carga y calidad bacteriana.

Las crecientes exigencias para la elaboracion de productos cérnicos, como la
carne molida precocinada. requieren un entorno limpio y controlado en todos los
procesos y hacerlos mas seguros, asi como también para su almacenamiento y
manipulacion. Para su cumplimiento, actualmente, se requiere que las salas de
elaboracién del producto cérnico mantengan temperaturas de refrigeracion,
previo conocimiento de la naturaleza del producto carnico y su calidad

microbiana.

La situacion actual de la industria carnica es que no cuenta con una sala para el
trabajo con alimentos que cumpla con requisitos muy exigentes; desde la
implementacién de un sistema de Andlisis de peligros y puntos de control criticos,
asi como también de la necesaria aprobacion de las instituciones que norman la
inocuidad de los alimentos y el riguroso cumplimiento de la normativa ISO, entre
otras medidas como la instalacion de las salas blanca en las cuales uno de los
factores es la temperatura de envasado de la carne y no se puede operar en
ellas, en ninguna de las fases de todo el proceso, a una temperatura mayor a los
12 grados centigrados.

La carne molida debe ser almacenada a temperaturas de refrigeracion hasta que
llega al consumidor e inclusive indicar las conservacion en los hogares. Cuando
se trata de la carne picada fresca no puede bajar de los 2 grados y los preparados
de carne molida sometida a coccién, maximo a 4 grados. Cualquiera de estas
condiciones de temperaturas favorece la sobrevivencia de Listeria
monocytogenes, debido a sus capacidades sicrotroficas y adaptaciones de tipo

genético y fisioldgico.

El periodo de tiempo de tiempo en el cual las células vegetativas de Listeria

monocytogenes (Lm) se adapta a su entorno esta relacionado a las condiciones
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de relacion entre la matriz de la CMP (pH, Aw, temperatura) que puede abarcar
un tiempo de dias o meses, tiempo en el cual no se detecta su existencia en los
ensayos en laboratorio. Esta situacion pone al producto carnico en situacion de

trasladar un peligro al consumidor.

En vista de que la participacion de un numero alto de variables que estan
contenidas en la matriz de la CMP y otras variables de la Lm que permitan
obtener respuestas coherentes biolégicamente, se requiere realizar muchos
ensayos experimentales en un periodo corto de tiempo y cuyos resultados
muchas veces no se aproximan a lo que sucede en un crecimiento o declinacién
de esta; por lo tanto, se generan problemas para el establecimiento de un tiempo

de vida util aconsejable para el producto.

Lo expuesto exige encontrar suficiente explicaciones de lo que sucede a la matiz
de la CMP cuando se contamina con células vegetativas de Lm para conocer sus
pardmetros de sobrevivencia a temperaturas de refrigeracion menores a 15°C,
con la finalidad de aportar con datos para un producto que esta transitando del
nivel artesanal al industrial y que puede ser causante de la Listeriosis,
enfermedad considerada grave.

La complejidad de manejar muchas variables en conjunto y al mismo tiempo nos
permite utilizar modelos matematicos como el de Baranyi-Roberts contenidos en
el Programa DMFit del Combase, de esta manera conocer los parametros de la
declinacién de crecimiento, sobrevivencia, y estado fisioldgico de Lm, los cuales,

para este producto, se desconoce en nuestro medio.
1.2 Formulacion del problema
1.2.1. Problema General
¢De qué forma se puede caracterizar la supervivencia no térmica de L.

monocytogenes en la carne molida precocinada en condiciones de

temperaturas de refrigeracion?

/‘iﬂb’ 11



1.2.2. Problemas Especificos
¢Cudles son los parametros cinéticos de la declinaciéon del
crecimiento de Listeria monocytogenes en la carne molida

precocinada conservado a temperaturas de 4°C, 10°Cy 15°C?

¢ Cudles son las caracteristicas de los parametros de la adaptacion de
Listeria monocytogenes presente en la matriz de la carne molida

precocinada?

¢Cuéles son los valores de los parametros cinéticos de la
supervivencia de Listeria monocytogenes presentes en la carne
molida precocinada sometido a temperaturas no térmicas y su

relacion con el pH y Cloruro de Sodio?
1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General
e Determinar las caracteristicas de supervivencia de L.
monocytogenes en la carne molida precocinada utilizando el

modelo predictivo de Barangy y Roberts de Combase

1.3.2. Objetivo Especificos
eDeterminar los parametros cinéticos de la declinacion del
crecimiento de Listeria monocytogenes inoculadas
experimentalmente en la carne molida precocinada a temperaturas
de 4, 10 y 15°C mediante el modelo predictivo del programa:
Tratamiento no Térmico, para Listeria monocytogenes del
COMBASE.

e Determinar los parametros de las condiciones de supervivencia no
térmica de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada
a temperaturas de 4, 10 y 15 °C, mediante el modelo predictivo del
programa DMFit del COMBASE.
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eDeterminar el Factor D y estado fisiolégico de Listeria
monocytogenes en relacion del pH y concentracion (%) de CINa y
temperaturas de 4, 10y 15 °C en la carne molida precocinada..

1.4 Limitantes de investigacion

1.4.1. Tedrica

El estudio se realizara en carne molida precocinada, considerando una carga microbiana
representada por microrganismos como la Listeria monocytogenes considerada como
uno de los principales agentes de enfermedades de transmision alimentaria.
Tedricamente las bacterias que sobreviven a un proceso no térmico seran las que
determinen el tiempo de resistencia en la carne molida precocinada. Es por ello que
Listeria monocytogenes es las mas persistentes ya que se desarrolla notablemente a
temperaturas de refrigeracion menores a los 10 °C, resisten medios con un pH tan
alcalino como 9,6 y toleran altas concentraciones de cloruro de sodio de hasta un 10%.

Ademas, son consideradas como un indicador de contaminacién cruzada

1.4.2. Temporal
El ensayo experimental abarc6 un periodo de tiempo en el cual los tratamientos denoten
la culminacion del periodo de declinacion del crecimiento con una clara formacion de

cola en un evento que se desarrolla como funcién sigmoidea.

1.4.2. Espacial

Espacialmente el estudio utilizara la infraestructura del laboratorio de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional del Callao, que cuenta con los equipos
para realizar pruebas microbiologias y equipos de computacion para desarrollar el
crecimiento de Listeria monocytogenes y el modelamiento respectivo presenten en la

carne molida precocinada.

Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Nacional

p :



Sobre conservacion no térmica tenemos los estudios de Barbosa y Bermudez
(2010) quienes “mencionan que las industrias alimentarias realizan procesos que
brindan productos seguros, pero en muchos casos, la calidad de los mismos es
significativamente peor a los productos no procesados. Por estas razones se ha
empezado a investigar en forma sistematica, cientifico, tecnologico y practico las
llamadas tecnologias “no térmicas”. “Es del caso sefialar que las tecnologias no
térmicas pueden ser utilizadas en combinacion entre ellas o con otras, buscando
efectos sinérgicos lo cual redundara en procesos mas cortos y la obtencion de

productos de mejor calidad”. (Barbosa y Bermudez ,2010)

Son diversas formas de contaminacion de los alimentos que pueden perjudicar
al consumidor como lo presentado por Sanchez,(2013) quien “identificod las
especies de Listeria sp. obtenidas de lugares de expendio de pollo en Trujillo.
Obtuvo 37 cultivos de Listeria sp. aislados de lugares de expendio de pollo de
los distritos de Trujillo y La Esperanza. Se identificaron 07 cultivos como Listeria
monocytogenes (18,9%), 13 como Listeria ivanovii (35,2) y 17 como Listeria
innocua (45,9%). Los hallazgos indican que Listeria monocytogenes es la

especie se presenta en menor porcentaje”.

Alegre (2019) sefiala que “Listeria monocytogenes es un microorganismo
patbgeno responsable de la listeriosis humana, una enfermedad con alta
morbilidad, hospitalizaciébn y mortalidad, principalmente en poblaciones
vulnerables. Su presencia en alimentos es favorecida por su resistencia a bajas
temperaturas y amplio rango de pH; los brotes estan vinculados a carnes frescas

y procesadas, productos lacteos y alimentos listos para su consumo”.
2.1.1. Internacional

La carne molida de res es un producto que ultimamente esta siendo utilizada en
forma mas frecuente en muchas formulaciones para elaborar otros productos
carnicos listos para su consumo y también se presta para muchos preparados
en la cocina. Su adquisicion se debe exigir que sea de buena calidad, debido a

qgue podria contener aditivos, cortes no adecuados o microorganismos. Su
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eleccion obliga a verificar que no presente olores extrafios, coloracion verdosa o
gris, pérdida de textura, presencia de limo, temperatura de conservacion, fecha
de caducidad y procedencia; cualquier cambio de sus caracteristicas puede
indicar presencia de microorganismos alterantes o presencia de patdégenos.
Forester (2012), estudié “la presencia de Listeria en carne molida y estableci
que el ganado y la carne molida (37 %) pueden albergar cepas virulentas de L.
monocytogenes. Indica que se requiere hacer un mayor nimero de estudios en
animales y en los productos que se obtienen de ellos para mejorar el control de
la listeriosis#. Dedio y col. (2002) “revelé la presencia de Listeria
monocytogenes en carne vacuna fresca en el area del Gran Mendoza; analizé
100 muestras de carne molida comun, En total aisl6 306 colonias, de las cuales
68 cepas se identificaron como Listeria monocytogenes El 37 % de las muestras

de carne dieron positivas para Listeria monocytogenes”.

Rees et al (2017) sefalan que “L. monocytogenes es una bacteria Gram positiva,
anaerobio facultativo, psicrotréfico que habita en entornos naturales y artificiales
donde su crecimiento es Optimo a 37 ° C, lo que refleja su papel como patégeno
oportunista comensal e intestinal, a una temperatura amplia rango (0—45 ° C); es
relativamente resistente al NaCl (crecimiento al 10%; supervivencia al 20-30%)
en una amplia gama de condiciones de pH (pH 4.6-9.2). No es inhibido
significativamente por el di6xido de carbono y puede sobrevivir a muchas

técnicas de procesamiento como congelamiento y secado”.

Los procesos de elaboracion de productos cérnicos pueden conducir a una
contaminacion por la superficies inertes, manipuladores, temperatura de las alas
de elaboracion, ventilacion etc., generando su alteracion o sobrevivencia de
patégenos. Datta y col. (2012) “indican que los tejidos de la carne son
susceptibles a contaminarse con microorganismos patdgenos durante las etapas
de sacrificio y procesamiento, de tal forma que la contaminacion cruzada entre
las superficies de la piel del animal o heces y la carne, los hace propensos a que
esta contaminacion faculte la presencia de microrganismos patdégenos como

Salmonella spp., Campylobacter jejuni / coli, Yersinia enterocolitica, Escherichia
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coli verotoxigénica y en cierta medida, Listeria monocytogenes. Por otro lado,
Sanchez y col (2006) “analizaron muestras de aire, agua potable, agua residual,
superficies vivas e inertes, materia prima y producto terminado para investigar la
incidencia de Listeria spp., obteniendo baja incidencia de L. monocytogenes en
materia prima, 30% de L. innocua en producto terminado; L. innocua en
superficies inertes 36%. En agua potable y aire no se detectaron especies de
Listeria, mientras que en agua residual se presentdé 100% para L. innocua. Esto
indica que existe escasa incidencia del patégeno en las muestras; pero, también
existen condiciones adecuadas para que se pueda establecer, la presencia de la

especie saprdfita L. innocua en varias de las muestras que se analizaron”.

Son muchas las investigaciones sobre la prevalencia de Listeria monocytogenes
y todas ellas llegan a resultados semejantes que nos lleva a considerar a Listeria
monocytogenes, como un patégeno transmitido por los alimentos que causa la
listeriosis humana, que se encuentra comunmente en los productos carnicos, por
ello se requiere ver a esta bacteria con mayor interés para establecer controles

mas exigentes a traves de la Buenas practicas de manufactura y Haccp.

Cavalcanti (2022), estim6 la “prevalencia de L. monocytogenes en una variedad
de productos carnicos brasilefios, utilizando un metaandlisis de datos de la
literatura. Se incluyeron en el estudio un total de 29 publicaciones de cinco bases
de datos, publicadas entre el 1 de enero de 2009 y el 31 de diciembre de 2019.
Estimada por el modelo de efectos aleatorios, la prevalencia combinada de L.
monocytogenes fue del 13 %, con un rango de 0 a 59 %. La prevalencia
combinada de L. monocytogenes fue del 14 % y el 11 % para la carne cruda y la

carne lista para el consumo (RTE), respectivamente.

Con el fin de reducir el uso intensivo de una técnica de conservaciéon y de esta
forma producir un menor impacto en las caracteristicas sensoriales y
nutricionales del alimento se hace uso de la tecnologia de tratamiento no térmico
gue implica el uso de diferentes técnicas de conservacion, destacando el uso de

aditivos quimicos, empaques en atmoésferas modificadas, almacenamiento a
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bajas temperaturas, entre otros. En estas condiciones la carne molida es un
producto que puede ser sometida a una coccién a temperaturas que eliminen o
disminuyan la carga microbiana contaminante y presentar ausencia de
microorganismos patdgenos, manteniendo caracteristicas de su matriz (pH,
humedad, Actividad de agua) para ser almacenadas a temperatura de frio hasta
cuando llegue al consumidor. Riesco et al., (2016) menciona que “la industria
carnica recurre en muchos casos a la incorporacion de los conservantes
quimicos autorizados en el caso de la Union Europea (Reglamento (UE) No
1129/2011), como el di6éxido de azufre, sulfitos, nitratos, nitritos y acetato
potasico”. Sin embargo, Velasco, (2018) menciona que “entre los conservantes
mas polémicos destacan las sales de nitrato y nitrito quienes en alimentos
sometidos al asado pueden formar compuestos cancerigenos denominados
“nitrosaminas”. Estos compuestos no estan autorizados en carnes picadas, ya
que mantienen la apariencia de frescura y podrian convertirse en coadyudantes

de adulteracion”.

De lo descrito anteriormente Giménez et al (2017) “determinaron el efecto de un
proceso no térmico de preservacion a altas presiones hidrostatica (APH) de 600
MPa que a 400 MPa sobre el color y desarrollo de Listeria monocytogenes
inoculada en carne bovina sometida a un pre-tratamiento con preservadores
quimicos durante un almacenamiento refrigerado a 4°C y 10°C. Las materias
primas tenian un valor de pH entre 5.4 y 5.7. Se obtuvo como resultado que el
crecimiento de L. monocytogenes en las muestras inoculadas, tratadas con
solucion de aditivos quimicos y sometidas a APH y almacenadas tanto a 4°C
como a 10 °C, presentaron recuentos por debajo del limite de deteccion (2 log
UFC/g) lo cual significa que las altas presiones afectaron a las bacterias,

impidiendo asi su desarrollo normal’.

Gonzalez y col (2013). “Utilizaron tres lotes diferentes de chorizo y morcilla en el
que fueron inoculados con una cepa nativa de L. monocytogenes a un nivel de
102 UFC/g junto con el bio-conservante C. maltaromaticum CB1 a un nivel de 103

UFC/g. Obtuvo mejores resultados con el bioconservante C. maltaromaticum
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CB1 almacenados a 4°C y 8°C con una reduccion significativa (P < 0.05) en los

recuentos de L. monocytogenes durante 35 dias”.
2.2. Bases Teoricas

Listeria monocytogenes es un patdgeno potencialmente mortal que existe en la
naturaleza en forma libre y que es transmitido por los alimentos. Actualmente
cobra interés su crecimiento en alimentos listos para el consumo (LPC) por lo
gue debe controlarse estrictamente para garantizar su inocuidad y de ésta forma

proteger la seguridad alimentaria de los consumidores.

La teoria de barreras justifica el uso de diversas técnicas para ejercer control
sobre los microorganismo nativos, alterante o patdégenos que existen en las
matrices de los alimentos; sin embargo, los alimentos son ecosistemas
complejos constituidos por la matriz del alimento y los organismos que viven en
él. (Montville,2000) considera que “el ambiente de un alimento esta constituido
por factores intrinsecos del alimento (el pH, la actividad de agua y los nutrientes)
y factores extrinsecos a él como, la temperatura, la composicién del aire o la
presencia de otras bacterias”. Del mismo modo, McMeekin y col., (1993); Krist y
col.,(1998) consideran que “entre otros ambientales que pueden tener influencia
sobre el crecimiento bacteriano destacan los siguientes: la temperatura, el pH,
los solutos y la actividad de agua, la concentracion de oxigeno, la presién y la
radiacion, y que en muchos sistemas alimentarios, la temperatura, la actividad
de agua y el pH son los factores claves que controlan el crecimiento bacteriano.
Las respuestas de las bacterias a estos factores de crecimiento son altamente
reproducibles, permitiendo que las respuestas sean resumidas como modelos

matematicos”.

La tecnologias de conservacion de alimentos tienen como herramienta de control
de microorganismos el uso de temperaturas altas (pasteurizacion vy
esterilizacion) y temperaturas bajas (refrigeracion y congelacion). La eficiencia

de estos tratamientos estd supeditados a los componentes naturales de la
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materia prima (factores intrinsecos). Huang y col, 2022, “realizaron un estudio
para definir el limite de crecimiento y no crecimiento de L. monocytogenes en
carne molida con tripolifosfato de sodio (STPP), lactato de sodio (NaL), diacetato
de sodio (NaDiAc), cloruro de sodio (NaCl), nitrito de sodio (NaNO2) y pH como
factores de control. Se encontr6 que NaNO2 (1800 ppm) y NaDiAc (2500 ppm)
no fueron efectivos para prevenir el crecimiento cuando se aplicaron solos. STPP
demostré ser muy eficaz para prevenir el crecimiento de L. monocytogenes. Su
crecimiento no se vio obstaculizado a pH 6-7, pero se inhibié cada vez mas mas
alla del rango neutral; asi mismo, consider6 que el control de la temperatura se
encuentra entre los factores mas criticos y precisos para el logro de un suministro

alimentario que reuna las propiedades sanitarias y organolépticas correctas”.

“Cuando la utilidad del tratamiento térmico y las conservacion a bajas
temperaturas son aplicadas como elementos de control de la actividad
enzimatica bacteriana se esta afectando el metabolismo celular y en la medida
que la temperaturas aumente hasta el 6ptimo para su metabolismo Listeria
monocytogenes crecerd; por encima del éptimo el crecimiento disminuye hasta
alcanzar el periodo de muerte” (Prescott y col., 1999 ;Montville, 2000); en tanto
que, a temperaturas de frio la actividad enzimética disminuye en proporcion al
descenso de temperatura hasta un punto de inactividad enzimética para algunas
bacteria y para otras, como Listeria monocytogenes es favorable y se generara
un estado de sobrevivencia de células vegetativas dentro de las condiciones
intrinsecas del alimento. En ambos casos puede existir una fase de latencia o
adaptacion en el cual el micoorganismo adquiere capacidades de metabdlicas y
genéticas que le permite la adaptacion y sobrevivientes vegetativos de

patdogenos, muchas veces no detectables por los ensayos en laboratorio.

A su vez las propiedades coligativas, reoldgicas y de textura de un alimento
dependen de su contenido de agua, aun cuando éste también influye
definitvamente en las reacciones fisicas, quimicas, enzimaticas Yy
microbioldgicas. “El agua se divide en “libre” y en “ligada”; la primera seria la

Unica disponible para el crecimiento de los microorganismos y para intervenir en
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las otras transformaciones, ya que la segunda esta unida a la superficie sdlida y
no actla por estar “no disponible o inmovil”. Es decir, sélo una fraccion del agua,
llamada actividad del agua es capaz de propiciar estos cambios y es aquella que
tiene movilidad o disponibilidad. Es con base en este valor empirico que se
puede predecir la estabilidad y la vida util de un producto, y no con su contenido
de agua (Badui, 2006).

El pH es otro de los principales factores que determina la supervivencia y el
crecimiento de los microorganismos durante el proceso, el almacenamiento y la
distribucion. Es dificil separar el efecto del pH y el de otros factores que
dependen del pH, por ejemplo, los microorganismos se ven afectados por el nivel
de iones H+ libres, y ademas por la concentracion de acido débil no disociado,
que depende a su vez del pH. Los limites de pH para el crecimiento difieren
ampliamente entre los microorganismos, dentro del rango comprendido entrely
11. “Muchos microorganismos crecen a velocidad Optima alrededor de 7, pero
pueden crecer bien entre 5 y 8. Hay sin embargo algunas excepciones: las
bacterias lacticas cuyo pH Optimo se encuentra entre 5.5 y 6.0. Los valores
maximos de pH a los que es posible el crecimiento son similares en levaduras,

hongos y bacterias” (Ramirez, 2006).

La bioconservacion y las temperaturas de refrigeracion surgen como una
alternativa mas para conservar productos carnicos. Los conservantes a base de
fermentacion acido lactica funcionan gracias a su accion bactericida o
bacteriostatica que permite utilizarlos en el control del crecimiento bacteriano en
productos refrigerados listos para el consumo. Gomez y col., (2019) “evalué la
capacidad de tres extractos concentrados de bacteriocinas, provenientes de los
cultivos de Enterococcus mundtii, para inhibir el crecimiento de L.
monocytogenes Scott A en un modelo alimentario de hamburguesas. Como
resultados se obtuvo que la poblacién de L. monocytogenes Scott A en dicho
modelo que contiene el extracto antilisteria de E. muntii Tw56 disminuy6 desde
4 log UCF/g el dia 0 hasta que desaparece completamente el dia 3, y en

presencia de los otros extractos desaparece recién en el dia 7. Por otro lado, la
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poblacién de L. monocytogenes en presencia de las Bacterias Lacticas (BL)
productoras desaparece en el dia 5. Mientras que, sin la adicion de extractos ni
de las BL, el crecimiento de L. monocytogenes se mantuvo constante durante
los 15 dias. Conclusiones: Es evidente el potencial de aplicacion de dichos
extractos, asi como el agregado de las BL productoras, para inhibir el crecimiento
de L. monocytogenes a lo largo de la vida util esperada de un alimento
procesado”.

En los estudios experimentales el uso de muchas variables al mismo tiempo
puede distorsionar, de alguna manera, los resultado del experimento; ante esta
situacién se tiene las herramientas ofrecida por la Microbiologia predictiva que
aporta instrumentos estadistico-matematicos de modelos matematicos que
permiten predecir el crecimiento microbiano presente en el alimento cuando se
conocen las condiciones en gue éste se mantiene. La utilidad del modelo de
Baranyi-Roberts es la mas utilizada en muchos ensayos a nivel de ensayos de
laboratorio y como sustrato se utiliza un medio de cultivo en condicién de caldo

con el aporte nutritivo apropiado.

Algunos de las investigaciones que utilizaron los modelos matematicos,
encontramos en Hereu y col.,(2014) quienes “analizaron el comportamiento de
crecimiento de Listeria monocytogenes en productos carnicos cocinados (jamén
cocido y mortadela) durante el almacenamiento refrigerado (4 °C a 12 °C)
después de un tratamiento de alta presion a 400 MPa. Para estimar los
parametros de crecimiento cinético para cada curva de crecimiento, se ajusto
con el modelo de crecimiento logistico primario con retraso. Para las muestras
sin tratamiento de alta presién, el estado fisiolégico de la L. monocytogenes
inoculada (es decir, adaptada a 8 °C o congelada a -80 °C) no influyé en la
cinética de crecimiento del patégeno durante el almacenamiento refrigerado
posterior. Independientemente del estado fisiol6gico, no se observd ningdn
tiempo de retraso (fase lag), excepto para L. monocytogenes estresada por
congelacion en mortadela almacenada a 4 °C, y las tasas de crecimiento fueron
similares para ambos productos en promedio, siendo 0,032 + 0,005 h-1, 0,070
+0,003h-1y 0,117 +0,003 h-1a4 °C, 8 °Cy 12 °C, respectivamente.
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Ju y col. (2014), desarrollaron un modelo de crecimiento predictivo de Listeria
monocytogenes en carne de cerdo cruda. Las muestras se inocularon con dos
cepas de L. monocytogenes ATCC 15313 y L13-2 aisladas de cerdo y se
almacenaron a 5, 15y 25 C. Los resultados se evaluaron utilizando el programa
MicroFit. Los modelos predictivos en este estudio fueron desarrollados por los
modelos de Baranyi, Gompertz modificado y Logistico basados en datos
experimentales El modelo de Baranyi predijo que la tasa de crecimiento
especifica (mmax) aumenté gradualmente con valores de 0.05, 0.47 y 0,65 log
UFC/g/h a medida que aumentaban las temperaturas de almacenamiento (5, 15
y 25 C, respectivamente). Sin embargo, las tasas de crecimiento especificas en
los modelos modificados de Gompertz y Logistic fueron mas altas que las tasas
predichas en el modelo de Baranyi. El modelo de Gompertz modificado predijo
que las tasas de crecimiento especificas a 5, 15y 25 C fueron 0,11, 1,01y 1,33
log CFU/g/h. En el modelo logistico, se predijo que las tasas de crecimiento
especifico a5, 15y 25 C serian 0,11, 0,97 y 1,29 log CFU/g/h. Park, Bahk, Park,
Park y Ryu (2010) mostraron resultados similares donde la tasa de crecimiento
especifica usando el modelo de Baranyi fue mayor que la tasa usando el modelo
de Gompertz. Estos valores indicaron que los modelos desarrollados fueron
aceptables para expresar el crecimiento de microorganismos en la carne de
cerdo cruda, lo que puede aplicarse para garantizar la inocuidad de las carnes y

establecer estandares para evitar la contaminacién microbiana.
2.3 Conceptual
Microbiologia predictiva (MP)
La microbiologia predictiva es un método rapido para la obtencion de resultados
en menor tiempo de manera concreta y fiable, que permite evaluar las respuestas

de los microorganismos a los factores del medio ambiente con su crecimiento o

inactivacion del mismo, a través de modelos matematicos, de tal manera con el
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apoyo de este método se resuelve problemas sobre seguridad alimentaria y el
deterioro de alimentos (Rassoly & Herold, 2008). (McMeekin et al., 2002).

Crecimiento bacteriano

En microbiologia la palabra crecimiento se define como in incremento en el
namero de células o de masa celular por unidad de tiempo de una poblacién
microbiana (Madigan y col., 1997). El crecimiento ocasiona un aumento del
namero de células cuando los microorganismos se multiplican por procesos
como gemacion o fision binaria en este caso las células individuales se agrandan
y dividen para originar dos células hijas de un tamafio aproximadamente igual
(Prescott y col., 1999).

Curvas de Crecimiento

Las curva de crecimiento de un cultivo microbiano esta dividida en cuatro fases
denominadas: Fase de latencia, Fase exponencial o logaritmica, Fase
estacionaria y Fase muerte. Estas etapas son la consecuencia de distintos
factores como el agotamiento de las reservas celulares de energia, al igual que
el crecimiento la muerte asume una funcidén exponencial que es representada
por una disminucion lineal del nimero de células viables al largo del tiempo.
(Madigan y col.1997; Prescott y col.1999)

Modelos predictivos

Es un modelo de datos para conocer el comportamiento de los microorganismos
en condiciones previsibles es preciso conocer la evolucion de los factores que
influyen sobre su crecimiento como, por ejemplo, pH, actividad de agua,
temperatura y sal. Precisamente, la microbiologia predictiva se basa en que el
crecimiento microbiano sobre los alimentos resulta, en cierto modo, reproducible
frente a estos factores ambientales. Por consiguiente, se trata de un
comportamiento que podria recogerse en distintos modelos matematicos que
estimen tanto el crecimiento microbiano, como su inactivacion, produccion de

toxinas, probabilidad de crecimiento, etc. (Ross, et al, 2000).
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Modelos matematicos

Son expresiones matematicas que describen el desarrollo, sobrevivencia,
inactivacion o proceso bioquimico de los microorganismos encontrados en
alimentos (McDonald y Sun, 1999).

Tiempo generacional

Es el tiempo necesario para que se dupliqgue una poblacién bacteriana. Segun
Stanier y col,( 2005) lo define como el tiempo requerido para que todos los
componentes del cultivo aumenten en un factor de 2. Durante este periodo de
generacion el numero de células y la masa celular se duplica. El tiempo de
generacion es Gtil como indicador del estado fisiologico de una poblacion celular,
y es usado con frecuencia para comprobar el efecto negativo o positivo de un

determinado tratamiento sobre un cultivo bacteriano” (Madigan y col .1997).

Velocidad de crecimiento

El crecimiento se define como un incremento del nUmero de células microbianas
o de la masa microbiana en una poblacién. En consecuencia, "la velocidad de
crecimiento es el cambio en nimero de células o de la masa celular por unidad
de tiempo" (Madigan ,1999). Un cultivo microbiano creciendo en equilibrio imita
una reaccion autocatalitica de primer orden, es decir, la velocidad del aumento
de bacterias en un tiempo dado es proporcional al nimero o masa de bacterias
presentes durante ese tiempo (Stanier y col .1989). La tasa del crecimiento
exponencial (velocidad) de un microorganismo influyen dos conjuntos de
factores: las condiciones ambientales (temperatura, pH, composicion del medio),

y las caracteristicas genéticas del microorganismo (Madigan y col .1997).
2.4. Definicion de términos béasicos

Carne

S g



Segun el Codex alimentarius define la carne como “todas las partes de un animal
gue han sido dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo humano o se

destinan para este fin” (Alimentos et al., 2017).

Carne molida

NTE INEN 1 346, (2010) lo define como carne apta para el consumo humano,
dividida finamente por procedimientos mecanicos y sin aditivo alguno”
proveniente principalmente de tejido muscular que incluye, ademas, tejidos
blandos (adiposo, epitelial, nervioso) picado finamente por una maquina
trituradora de carne. Generalmente, la carne molida procede del pecho, pecho
centro, pecho punta y falda del ganado vacuno. Al ser la mayoria proveniente de
tejido muscular provee proteinas y lipidos necesarios en la dieta humana. (Arroyo
Llantin, 2008)

Inactivacion bacteriana

Se define como la disminucion del recuento bacteriano, es decir, a fenébmenos
de letalidad. Un agente o factor inactivando o letal se llama bactericida (o
listericida, si actia contra Listeria). Desde el punto de vista cinético, el parametro
nombrado valor D, o tiempo de reduccién decimal, es el tiempo de exposicién a
un factor letal que es necesario para inactivar (reducir) el 90% (1 unidad

logaritmica) la poblacion de un determinado microorganismo.

Supervivencia

Se refiere a la capacidad del microorganismo para mantener su viabilidad en
unas determinadas condiciones que la comprometen. Generalmente, este
concepto se utiliza para describir situaciones en que no se aprecia una

disminucién rapida o brusca de la concentracion bacteriana.

Calidad microbiolégica
Producto que cumple con los criterios microbiolégicos de inocuidad alimentaria.
Abarca no solo la determinacién de la presencia o ausencia de microorganismos

en los alimentos, sean elaborados artesanal o industrialmente, sino también
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implica garantizar el cumplimiento de las condiciones higiénico-sanitarias bajo
las cuales fueron elaborados. ElI cumplimiento de ambas caracteristicas
garantiza que el producto elaborado es apto para ser consumido. (Soberon ,
2020)

Vida util

Se define como el periodo durante el cual el alimento es deseable para el
consumo. (Gutiérrez, 2000). En funcién de criterios de aceptabilidad que
incluyen el mantenimiento de las propiedades sensoriales (en la llamada vida util
comercial), que se pueden alterar por reacciones fisicoquimicas, bioquimicas o
bien por la accion de microorganismos alteradores; el cumplimiento de las
declaraciones nutricionales del producto y la garantia de la inocuidad del
producto (vida util segura), el cual no ha de tener la presencia de un o mas
peligros (p. ex. microorganismo patdégeno y/o toxina) a niveles inaceptables que

supongan un riesgo por la salud del consumidor (CCFRA,2004).

Modelo de Baranyi y Roberts

“El modelo de Baranyi y Roberts (1994) describe una curva bacteriana
sigmoidea. La diferencia principal entre este modelo y otras curvas sigmoidales
como la funcién modificada de Gompertz, el modelo logistico, etc., es que las
interfases son mas lineales que los de aquellas curvas sigmoideas clasicas, las
cuales tienen una mayor pronunciacion en la curvatura de estas interfases. El
modelo de Baranyi y Roberts tiene 4 parametros principales (valor inicial, fase
de latencia o retraso/interfase, tasa maxima, valor final) y 2 pardmetros de
curvatura: mCurv y nCurv, los cuales describen la curvatura de la curva
sigmoidea respectivamente al principio y al final de la fase de crecimiento®
(DMFIT, 2009). “Pretende calcular la evolucidon mas probable del crecimiento del
microorganismo, siguiendo la curva mas frecuente, es decir, una sigmoidea
(forma de s). Este es una parte del sistema empleado para el célculo de las
variaciones de tiempo necesarias para que un microorganismo se duplique”.
(Baranyi y col. 2004)
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Modelo de Barayi-Roberts

— O 0(o)-1
()= umtige SO0 g™y
()= 0420 e )D(—D:—hO) )

y(t) = concentracién celular al tiempo t

Yo = concentracion celular inicial

Ymax = concentracion maxima de células

umax= velocidad de crecimiento maxima especifica

v= velocidad de aumento del reactivo limitante

ho = estado fisioldgico de las células

A = duracion de la fase de adaptacién

(Baranyi y col. 1999; Gonzales y col, 2022.)

Tiempo de reduccion decimal (valor D)

“Es el tiempo necesario para disminuir un ciclo logaritmico la carga microbiana,
entendiéndose como la forma de destruir el 90% de la poblacién microbiana de
un determinado microorganismo a una temperatura dada, y se ha usado como
modelo de inactivacion bacteriana dado que puede ser extrapolado a un proceso
industrial” (Lee and Kaletunc, 2002; Vasan et al., 2013).

Prediccion del crecimiento microbiano

La informatica, y el consiguiente desarrollo de programas adecuados, ha de
permitir conocer qué microorganismos pueden crecer y a qué nivel, su capacidad
para producir toxinas o si en determinadas condiciones pueden eliminarse los
peligros asociados. “Actualmente, la prediccion del crecimiento de patégenos es
algo que se ha estado realizando de forma anecdadtica en algunos centros de
investigacion. El gran inconveniente es que, al no intercambiar informacion, se
estaba evidenciando que se desarrollaban estudios similares o en condiciones
no comparables”. (Rodriguez, 2014).

ComBase

Es considerada como una base de datos ComBase, en la que se recoge

informacion de las respuestas microbianas mas probables ante diversas
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condiciones ambientales. ComBase es la mayor iniciativa para coordinar los
datos existentes en la actualidad y que se puedan generar en el futuro. Se
mantiene gracias al ComBase Consortium, establecido en Londres en mayo de
2003, como una colaboracion entre la Food Standards Agency (Reino Unido), el
Institute of Food Research (Reino Unido), el USDA Agricultural Research Service
(EEUU) y el Eastern Regional Research Center (EEUU).

Estado fisiol6gico (ho)

Es un pardmetro adimensional que cuantifica el estado fisiol6gico inicial de las
células. Sus dimensiones tienen como limite superior el valor de 1y el menor 0.
El estado fisioldgico sera idéntico, en un principio, al que tenian en el medio y
fase donde se encontrasen (fase exponencial o estacionaria) y que poco a poco,
su estado fisiolégico se acercard al que tienen los microorganismos en la fase

exponencial de crecimiento. Mackey (2000)

lIIl. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipétesis

3.1.1. Hipotesis general
Los parametros de la supervivencia no térmica de L. monocytogenes en
la carne molida precocinada se logra caracterizar mediante el modelo

predictivo de Barangy y Roberts del Programa DMFit del ComBase.

3.1.2. Hipotesis especificas

eL0s parametros cinéticos de la declinacion del crecimiento de
Listeria monocytogenes por efecto del almacenamiento en
temperaturas de refrigeracion se caracterizan mediante el modelo

predictivo de Barangy y Roberts del programa ComBase.

¢ El modelo predictivo de Barangy y Roberts del programa DMFIT del
COMBASE determina las condiciones de supervivencia de Listeria
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monocytogenes (Log UFC/g) a temperaturas de 4, 10y 15 °C en la

carne molida precocinada.

el 0S

parametros

cinéticos de

supervivencia de

Listeria

monocytogenes en las condiciones de pH y CINa de la carne molida

precocinada a temperaturas de 4, 10 y 15 °C permite establecer el

Factor D y el estados fisiologico.

3.2. Definicion conceptual de variables

3.2.1. Variable independiente

Las curvas de supervivencia de Listeria monocytogenes (-Log UFC/g) que permitiran

obtener los pardmetros caracteristicos de la supervivencia en la carne molida

precocinada, almacenadas en temperaturas de refrigeracion.

3.2.2. Variable dependiente

La supervivencia no térmica de Listeria monocytogenes presente en la carne molida

precocinada caracterizado por el modelo de Barangy y Roberts

3.3. Operacionalizacion de variables

Variable Dimension | Indicador indice Método Técnica
Dependiente: | Supervive | Inocuidad Valor Dy Numeracion | Curvas de
Caracterizacio | ncia Estado de UFC/g declinacion
n de la fisiolégico de Listeria del
Supervivencia monocytoge | crecimiento.
no térmica nes en la

carne

molida

precocinada
Variable Pardmetro | Ajuste de Variacién de | Seleccion Modelo
independiente: | s cinéticos | curva por parametros de variables | predictivo
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Curvas de y Modelo de | de Muerte de ingreso | del
supervivencia | declinacié | Baranyi- celular) al modelo programa
de L. n del Roberts (-Mmax = Log | (Temperatur | COMBASE
monocytogene | crecimient UFC/g/h a, pH, NaCl) | para el

s enlacarne 0 Fase lag A ajuste de
molida (Horas) datos.
precocinada Tg= Horas

IV.DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipo y disefio de la investigacion
4.1.1. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo prospectivo, porque los datos se recogen a
medida que van sucediendo; longitudinal, las variables se caracterizaron
en funcion del tiempo; y experimental, porque se manipulé la variable
experimental no comprobada, en condiciones rigurosamente controladas,
con el fin de describir de qué modo o por qué causa se produce la
sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada

4.1.2. Disefio de investigacion

Se aplic6 un disefio factorial simple, para lo cual se establecieron 3 grupos
experimentales cada uno con 03 muestras o repeticiones. Cada grupo fue
almacenado a una temperatura de 4, 10 y 15 °C. De cada grupo se
obtuvieron el promedio de la tasa de la declinacién del crecimiento (-pmax),
Duracién de la fase de latencia (A, horas) y el respectivo Coeficiente de

determinacion.

4.2. Método de investigacion

Se formaron 3 grupos experimentales de carne molida precocinada que incluyen
3 muestras, a cada una de ellas se inocularon células vegetativas de Listeria
monocytogenes en cantidad de Log 8.0 UFC/g. Un grupo fue conservado a
temperatura de 4°C, otro a 10 °C y el tltimo a 15 °C. De cada grupo se obtuvieron
valores promedios de pH y porcentaje de humedad y numero de células
vegetativas sobrevivientes de Listeria monocytogenes en funcion del tiempo.

Cada grupo quedo expresado como una curva de la declinacién del crecimiento
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que fue ajustado mediante el modelo matematico de Baranyi-Roberts integrado
en la herramienta del DMFit del Programa ComBase; la cual reportdé los
pardmetros que caracterizaron la sobrevivencia en los términos de la tasa de
declinaciéon de crecimiento, tiempo de adaptacion, tiempo generacional, estado

fisioldgico y Factor D.
4.3. Poblacién y muestra

4.3.1. Poblacion
La poblaciébn estuvo representada por 6.0 kilos de carne molida
precocinada que serviran de sustrato o0 matriz para los fines
experimentales de la presente investigacion.
4.3.2. Muestra
El tamafio de la muestra fue del mismo tamafio que la poblacién y a partir
de esta se obtuvieron cantidades o muestras para las repeticiones
integrantes de cada grupo experimental. De esta forma cada unidad de
analisis tendra la posibilidad de ser ensayada manteniendo poblaciones

semejantes de Listeria monocytogenes inoculadas en la matriz carnica.

4.4. Lugar del estudio

El estudio se ejecutarda en el Laboratorio de Ciencias Naturales de la. Facultad de
Ciencias Naturales. Universidad Nacional del Callao,

4.5. Técnicas e instrumentos para la recoleccién de la informacion.

Obtencién y recepcion de la materia prima

Se utiliz6 como materia prima, carne molida precocinada a una temperatura de 80 °C y
un tiempo de coccion de 30 minutos para luego ser envasadas en bolsas de plastico con
cierre zip con capacidad de 2 Kg. Inmediatamente se procedio al enfriamiento en agua

helada conservandola asi para su transporte e inmediato andlisis en laboratorio.

Analisis fisico—quimico

Determinacion de la humedad
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De cada una de las unidades experimentales de cada grupo se tomé y pesaron 5 g de
CMP y colocadas en una Balanza electrénica para medir humedad. Modelo VE-50-5,

obteniendo directamente la humedad en gramos y porcentaje.

Determinacion del pH

Se utiliz6 un medidor de pH HI98163 HANNA, que mide el pH y la temperatura utilizando
el electrodo FC2323 especializado para medir en carnes con una cuchilla de perforacién
de acero inoxidable. El electrodo es introducido directamente en la CMP de cada una

de las unidades experimentales de cada grupo.

Calidad microbiolégica

En forma paralela al analisis fisico quimico de los grupos experimentales se procedio
con el andlisis microbioldgico de la CMP los cuales se realizaron por triplicado, siguiendo
las exigencias de la normatividad peruana, NTS N° 071- MINSA/DIGESA-V. 01: “Norma
Sanitaria que establece los Criterios Microbioldgicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad
para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano”, se realiz6 los ensayos
bacteriologicos para numerar: meséfilos aerobios, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella sp; siguiendo las técnicas operativas del Manual Digesa:

Laboratorio microbiologia de alimentos.

Ensayos de las curvas de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la CMP.

Preparacion del inoculo.

Se obtuvo la cepa de Listeria monocytogenes ATTC 1911, la cual se conservé en
congelaciéon de -18 °C hasta el momento de su uso. La activacion se realiz6 mediante
un repique del cepario a 10 ml de caldo triptona soya (TSB) estéril e incubada a 37 °C
por 24 horas, la cual se repite por 24 horas. (Giménez et al. ,2016). Del dltimo cultivo se
obtiene 1 mL y se trasplanta en un tubo con 9 mL de TSB estéril e incubarla a 37°C. por
18 hs, tiempo en el cual se obtendra una poblacién probable maxima de 8.0
(modelamiento ComBase). Para la verificacién del nUmero de células de Lm se realiz6
la numeracion en un cultivo en Agar Plate Count (APC). Posteriormente se procedié a
obtener concentraciones de 10 Log UFC/ml por centrifugacién para proceder a la

contaminacioén en la CMP.

Proceso de inoculacién
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Para cada Tratamiento o grupo experimental se utilizaron 3 envases (unidades
experimentales) cada uno con 100 gramos de carne molida precocinada, a cada uno de
ellos se inocul6 1 ml de suspension Log 10 UFC/mI de Listeria monocytogenes para
lograr, al final de la homogenizacion de carne molida, un nivel de inéculo de de 8 Log
UFC/g. Una vez que las unidades experimentales, de cada grupo, estuvieron
contaminadas con células de Lm fueron conservadas a 4°C, 10 y 15 °C, siguiendo el
esquema del disefio experimental, en las cuales se evaluaron los cambios de la
poblaciéon microbiana (Log UFC/g) como respuesta al pH humedad y adicion de Cloruro
de sodio (CINa).de la CMP.

Obtencion de la curva de declinacion del crecimiento en la CMP

El volumen del in6culo de Lm se incorpor6 y homogeniz6 en las unidades
experimentales de cada grupo utilizando un homogenizador Stomacher® 400 Circulator
Se pes6 5g de CMP y con 45 ml de agua destilada estéril, luego se procedio con la
homogenizacién constante para continuar la dilucion al décimo hasta lograr una dilucién
gue permita detectar un nimero de colonias entre 30 — 300 UFC/g. Esta accion se
repetira desde el inicio (tiempo cero, To) hasta cubrir tantas iteraciones como lo requiera
el comportamiento de Lm en la Matriz de la CMP, durante la conservacion a las

temperaturas planteadas en el estudio.

Numeracion de Lm en Agar PALCAM
El nimero de colonias halladas en cada iteracion se realiz6 siguiendo la técnica de
numeracion por siembra por inmersion utilizando el medio selectivo Agar Palcam,

incubando los cultivos a 37 °C por 24 horas.(Mamani, 2016).
Modelamiento del tratamiento no térmico de Listeria monocytogenes en el ComBase

Se determinaron los parametros cinéticos del tratamiento no térmico de Listeria
monocytogenes referenciados a las condiciones de la matriz de CMP y temperaturas
de 4, 10 y 15 °C, utilizando el modelo predictivo de Baranyi-Roberts del programa
COMBASE el cual realiza el ajuste de las curvas de declinacién del crecimiento de
Listeria monocytogenes cuya data es originada en un caldo como medio de cultivo para
la obtencion de la fase de adaptacion o fase Lag (A), la tasa maxima de declinacion de

crecimiento exponencial (-pmax) Y €l tiempo generacional (Tg), como descriptores
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microbioldgicos. El modelamiento facilitd la determinacion del uso de la concentracion
porcentual de CINa y variacion de pH en la etapa de obtencién de parametros de

sobrevivencia en la matriz de la CMP

Determinacion de los parametros de supervivencia no térmica de Lm en la carne molida

precocinada a temperaturas de 4, 10 y 15 °C-

Se utiliz6 la herramienta DMFit del programa Combase para determinar los parametros
de la supervivencia de Lm en la CMP conservada a temperaturas de 4, 10y 15 °C, como
la tasa maxima de la declinacion del crecimiento y la fase Lag y su estadistico coeficiente
de determinacion (R?). Mediante calculos basados en dichos pardmetros se
determinaron el valor D y el estado fisioldgico inicial de las células vegetativas mediante
la siguiente ecuacion:

EFC:lo(_DDD X OO0 0Dabooo oo

D00000000onon)

4.6. Andlisis y procedimiento de datos

Las curvas de crecimiento y supervivencia seran ajustadas por el modelo de
Barangy y Roberts utilizando el Programa de Combase y la bondad de ajuste,
para ambas, sera interpretada por el indicador estadistico Coeficiente de

Determinacion (R?).
La comparacion de las velocidades de crecimiento y supervivencia de Lm entre
los tratamientos se realizard mediante el disefio de ANOVA. Asi mismo, la

medicién de la desviacion promedio entre el valor ajustado y el observado se

realizara de acuerdo con el coeficiente de determinacién (R?).

V. RESULTADOS

5.1 Resultados descriptivos

e Caracterizacion de la carne molida
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Se prepararon tres grupos de carne molida precocida cada uno de ellos con 300
gramos, a los cuales se determinaron el pH, Humedad; asi como, su calidad

microbioldgica.

La tabla N° 1 muestra los valores promedios (n=3) de pH obtenidos al inicio del
experimento, observandose que las muestras conservadas a4 °C, 10 °Cy 15 °C
inician con un pH de 5.83, 5.81 y 5.83 y al término del periodo experimental de
19, 12 y 6 dias el pH vari6 en un porcentaje de 7.20, 9.12 y 10.46 %,

respectivamente.

Las condiciones experimentales exigen que las muestras tengan relativamente
un pH cercanamente similar entre si y esta condicion se estableci6 a través del
analisis de varianza que indica que al inicio experimental no existe diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05) entre las muestras estudiadas; sin
embargo, la variacion del pH final presenta diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) y que esta diferencia se atribuye a los factores que

intervinieron en el periodo de conservacion a las temperaturas experimentales.

La humedad es otro de los parametros que caracteriza a la matriz de las
muestras por el aporte de agua para mantener la biodisponibilidad de los
nutrientes y también las condiciones para la actividad enzimatica y crecimiento

de bacterias alterantes y patégenas.

En la tabla N° 1, se presentan los valores promedios (n=3) de la humedad
contenida por las muestras de carne de res precocida mostrados al inicio del
experimento, destacandose que las muestras conservadas a4 °C, 10°Cy 15 °C
mantienen una humedad inicial de, respectivamente, 78.96, 77.73 y 78.01% y
del mismo modo, al final del experimento el valor inicial disminuye en 9.38, 4.10
y 1.14 %; durante los periodos de conservacion de 19, 12 y 6 dias,

respectivamente.
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La comparacion de los porcentajes de humedad inicial de las muestras
experimentales mediante el analisis de varianza indica que son similares entre
ellas, no existiendo diferencias estadisticamente significativas (p=<0.05);
mientras que la humedad final presente en cada temperatura son diferentes
estadisticamente significativos (p=<0.05) entre ellos, atribuible a los factores

como la temperatura, pH y actividad bacteriana.

Tabla 1. Comportamiento del pH y la pérdida de humedad, inicial y final de la
carne molida de res precocinada conservada a temperaturas de 4, 10y 15 °C.

pH Humedad
Temperatura Valor Variacién | Tiempo Valor % Tiempo
P Inicial (%) (dias) Inicial | Variacion | (dias)
4°C 5.83 7.20 19 78.96 9.38 19
10 °C 5.81 9.12 12 77.73 4.1 12
15°C 5.83 10.46 6 78.01 1.14 6

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 2. presenta los valores microbiolégicos de las muestras de CMP para
los indicadores de inocuidad exigidos como Numeracion de Mesdfilos aerobios,
30 °C (NMA), Escherichia coli (Ec), Staphylococcus aureus (Sa) y Salmonella sp
(Ssp). Las muestras que se conservaron a 5, 10 y 15 °C presentan una carga
bacteriana promedio de NMA de 2.57, 2.77, 2.75 Log UFC/g (p>0.05),
respectivamente. Referente a EC los promedios, para las mismas temperaturas
fueron 1.17, 1.22, 1.25 Log NMP/g (p>0.05). Para el caso de Sa todas las
muestras tuvieron un nivel de <10 Log UFC/g y Ssp Ausencia/25 g. Estos
resultados indican que la CMP tiene una calidad microbiolégica que garantiza
una condicion de apta para consumo humano (NTP, 2008).

Tabla 2. Calidad microbiolégica de las muestras de carne molida de res precocidas

Temperaturas de conservacion

Agente bacteriano
5°C 10°C 15°C

Numeracion Mesofilos
aerobios (Log UFC/qg)
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2.57+0.25 2.77+£0.12 2.75+0.1125




Escherichia coli (UFC/qg) 1.17+1.25 1.22+1.25 1.25+1.63
Staphylococcus aureus

(UFC/g)

Salmonella sp. (A/P) Ausente Ausente Ausente

<10 <10 <10

Fuente: Elaboracion propia

5.2 Resultados inferenciales
¢ Modelamiento de la sobrevivencia de Listeria monocytogenes utilizando el

Programa del Combase

Las condiciones que establece el Programa de tratamiento no térmico
incorporado en el ComBase indica que el procesamiento de la data de
decrecimiento o muerte celulares es procesado considerando que el sustrato es
un medio de cultivo liquido o caldo. Ademas, el Programa permite seleccionar el
nombre del patdgeno: Listeria monocytogenes, pH, Temperatura, %
concentracion de CINa (minimo 6.6 %); por otro lado, por defecto, ofrece el
estado fisioldgico (ho). Como respuesta se obtiene tasa maxima de la velocidad
del decrecimiento (-log.UFC/h), Valor D(Horas) y Tiempo Lag o tiempo de

adaptacion (Horas).

Se procedié al modelamiento de la sobrevivencia no térmico para determinar el
tiempo de reduccion decimal (valor D), el cual es considerado como el tiempo
necesario para destruir el 90% de la poblacion de Listeria monocytogenes (Lm)
a unatemperatura de 4, 10y 15 °C, en condiciones de pH 5.0, 5.5y 6.0 (variacion
probable de pH en procesos de almacenamiento) y concentracién CINa de 6.6%.

(minima concentracion probable para inhibir el crecimiento de Lm).

La caracteristica mas importante para la descripcion de procesos de crecimiento
0 no crecimiento es la velocidad en la cual se realiza el evento. La Tabla 3,
muestra los resultados del modelamiento efectuado con el programa de
supervivencia no térmica del ComBase, observandose que -pmax, (log.UFC//h)
es -0.001a 4 °Cy pH 5, 5.5 y 6, es semejante hasta un alcance de 6000 horas

(250 dias)y cada 12.54 dias se produce la muerte de un nivele generacional,
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mientras que a temperatura de 10 °C -umax €s igual para pH 5.5y 6 ,es menor a

pHapH5yal5°CelpH6 el Tg es semejante a 4 °C. Estos resultados indican

gue el pH esta relacionado al pH a una concentracion constante de 6.6% de

CINa.
Tabla 3. Velocidad de la Tasa M&xima de la declinacion de
crecimiento de Listeria monocytogenes segun modelo de Baranyi-
Roberts Programa Combase
(- Mmax, Tiempo de muerte
Temperatura pH log.UFC//h) |generacional (Tg, dias)
5.0 -0.001 -12.54
4°C 5.5 -0.001 -12.54
6.0 -0.001 -12.54
5.0 -0.002 -6.27
10 °C 55 -0.001 -12.54
6.0 -0.001 -12.54
5.0 -0.002 -6.27
15°C 5.5 -0.002 -6.27
6.0 -0.001 -12.54

Fuente: Elaboracién propia
La Tabla 4, muestra los parametros cinéticos de sobrevivencia de Lm segun el

modelo de Baranyi, en condiciones de pH 5, 5.5y 6.0 y CINa 6.6 % y temperatura
de 5, 10y 15 °C. Se que observa que la sobrevivencia es mas permisible a 4 °C
en donde Lm toma un periodo de 1,910.90 horas (79.62 dias) para adaptarse a
su entorno y tener probabilidades de iniciar su crecimiento pese a encontrase a
un entorno de hiperosmolaridad producido por la concentracion de sal 6.6%, asi
como cristales de hielo que se pueden estar formando. Sin embargo, el valor de
sobrevivencia, valor D, se incrementa en funcion del pH. El valor D es mas alto
a temperatura de 4 °C, pH 5 fue de 1776.61 horas (74.03 dias). A temperaturas,
de 10 y 15 °C el valor D los tiempos son menores, debido dichas temperaturas

favorecen su crecimiento, frenandose la muerte celular.

Tabla 4. Pardmetros de sobrevivencia de Listeria
monocytogenes en Caldo con 6.6% de CINay pH 5, 5.5y
6 en relaciéon con las temperaturas de 4,10 y 15 °C, segun
Combase

Temp (°C) pH

Valor D
(Horas)

Tiempo Lag
(Horas)

P .




5.0 1910.90 712.10
4°C 5.5 1910.90 1229.20
6.0 1910.90 1776.61
5.0 955.45 606.54
10 °C 5.5 1910.90 963.59
6.0 1910.90 1281.77
5.0 955.45 402.30
15 °C 5.5 955.45 596.40
6.0 1910.90 740.32

Los resultados del modelamiento de la supervivencia no térmica de Lm,
utilizando el Programa Supervivencia no Térmica del Combase demostr6 que la
interaccion del pH y las temperaturas de refrigeraciébn pueden ser Utiles para
lograr un control sobre la sobrevivencia y que las concentraciones de sal de 6.6
porciento, que es el minimo que ofrece el programa para seleccionar, no ejerce
accion sustantiva sobre la supervivencia de Lm.

Los fines del presente estudio es utilizar los datos de las curvas de declinacion
0 muerte celular proveniente de un sustrato como la carne molida precocinada
(CMP) la cual configura un ambiente que mantenga los requisitos de humedad
asociado a su textura y del pH 5.8, apropiado para su almacenamiento posterior
a temperatura de refrigeracién y de una concentracion maxima de cloruro de
sodio (sal) de 2% (p/p) que por razones técnicas de proceso y formulacion se
deben mantener a fin de que el producto pueda ser utilizado de inmediato y evitar

el sabor salado, textura blanda y himeda y olor desagradable.

e Ensayos microbiolégicos en matriz de la carne molida precocinada-

Los datos de sobrevivencia de las Unidades formadoras de colonia por gramo
(UFC/g) de Listeria monocytogenes (Lm) que fueron inoculadas en la carne
molida precocinada sirvieron para elaborar las curva de declinacion del
crecimiento o supervivencia y realizar el mejor ajuste para cada una de las
combinaciones de variables de temperatura de 4, 10 y 15 °C en condiciones de

pH 5.5 y concentracion de Cloruro de sodio (CINa) 2% utilizando el modelo de
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Baranyi incorporado en el Programa DMFit del Combase. Cada valor representa

el promedio de tres observaciones independientes para cada tiempo.

La figura 1, muestra el comportamiento de la declinacion del crecimiento de Lm
en la carne molida precocida (CMP) cuando es almacenada a 4, 10 y 15 °C en
condiciones de pH 5.5 y concentracion de cloruro de sodio al 2% (p/p),
destacando la presencia de un periodo de tiempo para la adaptacion celular o
Fase Lag seguido de otro periodo decrecimiento lineal de tipo logaritmico. La
tabla 5 indica que las curvas se inician con una poblacién promedio inoculada
aproximada de 8.0 Log UFC/g en cada una de las temperaturas de
almacenamiento, no encontrando diferencias significativas entre ellas (p>0.05).
La poblacion final, consideradas como unidades logaritmicas (UL), disminuyeron
en cantidades -1.64, -4.00, y -4.23 Log UFC/g; correspondiéndoles los tiempos
de 1,152, 864 y 377 horas y temperaturas de refrigeracion de 4, 10 y 15 °C,
respectivamente. El analisis comparativo de la poblacion final y el tiempo de su
ocurrencia indica que existen diferencias significativas (p<0.05) durante su
almacenamiento a las temperaturas ensayadas. El comportamiento de las
células de Lm encontré mayor efecto de resistencia al frio a 4 °C, traducido a una
sobrevivencia por mayor tiempo, produciéndose una muerte celular de bajo nivel,
mientras que a 10 y 15 °C el periodo de sobrevivencia es mas corto. El error
cuadratico medio (RMSE), que mide la cantidad de error que existe entre el valor
observado de -Log UFC/g en funcidn del tiempo, y lo que predice el modelo de
Baranyi-Roberts, fue de 0.032, 0.029, 0.024 que indica un bajo error al momento

de realizar el ajuste de las curvas de sobrevivencia.
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Figura 1. Declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes
en carne molida precocida en condiciones de pH 5.5y 2% Cloruro
de sodio conservadaa 4,10y 15 °C

Tabla 5. Caracteristicas de las curvas de declinacion (-Log UFC/qg)
del crecimiento de Lm inoculadas en carne molida precocida
conservada a temperaturas de refrigeracion de 4, 10 y 15 °C en
condiciones de pH 5.5 y Cloruro de sodio 2%.

Temperatura de almacenamiento

Valores

4°C 10 °C 15°C
Poblacion inicial (Log UFC/qg) 8.09 8.22 8.27
Poblacion final (Log UFC/Q) 6.45 4.22 4.04
Variacién UL (-Log UFC/q) 1.64 4.00 4.23
Tiempo (horas) 1,152 864 377
Error cuadratico medio 0.032 0.029 0.024

Fuente: Elaboracion propia
e Parametros cinéticos de sobrevivencia

Los parametros de sobrevivencia de Lm se obtuvieron utilizando el modelo de
Baranyi incorporado en el programa DMFit del Combase y los resultados
obtenidos se ven plasmados en la Tabla 6. Las tres variables interactuaron para
afectar la sobrevivencia de L. monocytogenes, evidenciandose cambios en la
duracion de la fase Lag (LPD) abarcando tiempos de 321.35, 275.71 y 56.86
horas cuando las muestras se encuentran almacenadas a 4, 10 y 15 °C. Del
mismo modo, y para las mismas temperaturas la Tasa de la declinacion del
crecimiento exponencial (EGR) se realizaron a velocidades de 0.00195, 0.0068,
0.0124 Log UFC/g/h, que determinaron el tiempo generacional /Tg) o tiempo
necesario para duplicarse de 154.36, 44.26 y 24.24 horas, respectivamente; en
condiciones de pH 5.5 y cloruro de sodio 2%..Estos valores en conjunto
demuestran que las limitaciones de las variables de pH y Cloruro de sodio
pueden controlar una poblacion alta del patdogeno dentro de un tiempo muy

prolongado cuando es almacenado a temperaturas de refrigeracion de 4 °C. El
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tiempo hallado sera de mucha utilidad para garantizar la inocuidad del alimento

listo para su consumo.

La tabla 6, muestra los valores que indican la capacidad de Listeria
monocytogenes para sobrevivir en condiciones de almacenamiento refrigerado
prolongado en la carne molida sin un incremento de las poblaciones viables o
declinacion de la poblacion existente inicialmente. Los resultados indican que el
ambiente de a matriz carnica molida con pH y CINa Sodio 2% y temperaturas de
refrigeracion que favorecen la declinacién de la poblacion inicial a una tasa de
declinacion del crecimiento o velocidad negativa (-Umax) que evita mantener la
viabilidad promedio de la poblacion inicial de 8 Log UFC/g plasmandose valores
de 0.00195, 0.0068 y 0.0124 Log UFC/g.h't, en condiciones que aporta el
sustrato antes mencionado. Por otro lado, el tiempo de duplicacion o tiempo
generacional (tg), en este caso, es el tiempo necesario para inhibir a las células
de Lm duplicarse y de esta forma ejercer un control sobre su multiplicacién. Los
tiempo encontrados fueron 154.36, 124.26, 24.24 horas, en forma respectiva

para las temperaturas ensayadas.

Tabla 6. Parametros cinéticos de la curva de sobrevivencia de Listeria
monocytogenes en carne molida precocida en condiciones de pH 5.5
y cloruro de sodio 2%.

] Temperaturas de conservacion
Parametros
4°C 10°C 15°C
Tasa max (-Log UFC/g.h?) 0.0019 0.0068 0.0124
Tiempo Lag (Horas) 321.35 275.71 56.86
Tiempo generacional (Tg) 154.36 124.26 24.24
Tiempo Lag/Tiempo tg 2.08 2.22 2.35

Fuente: Elaboracion propia

Actualmente en el mercado alimentario vienen apareciendo productos
minimamente procesados que pueden tener demanda por estar asociada a
cambios en los habitos de los consumidores quienes demandan alimentos de
facil preparacion, minimo tiempo de elaboracién y maxima seguridad que puede

consumirse crudo o después de haber sido sometido a un tratamiento térmico
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suave, conservando sus propiedades nutritivas y organolépticas. Estas
condiciones permiten a Listeria monocytogenes mantener un estado probable de
supervivencia y constituir un peligro para la inocuidad alimentaria, por lo que se
requiere conocer el tiempo para disminuir una unidad logaritmica de una
poblacion de Lm y asi mismo establecer el tiempo para considerar que no tiene

la minima concentracion de células detectables en los tratamientos no térmicos.

Las muestras de carne de res molida con pH 5.5 y concentracion de CINa 2.0%
que fueron inoculadas con recuentos iniciales de L. monocytogenes, en
promedio, de 8.0 UFC/g y almacenadas a temperaturas de 5, 10 y 15 °C,
muestran tasas de declinacién del crecimiento de -0.002, -0.005 y -0.019 Log
UFCl/g/h, en forma correspondiente para cada temperatura. A partir de estas
tasas (-pumax) Yy los tiempos de adaptacion o fase Lag (A), se obtuvo los valores
DpH 5.5,ciNa2%, considerado como el tiempo necesario para la reduccion de un
orden logaritmico el nimero de células (90%) de células vegetativas de Lm
presentes en la carne molida precocida. Los tiempos para este parametro fueron
de 510.20, 147.06 y 80.65 horas, en forma respectiva para cada una de las
temperaturas de almacenamiento ensayadas. Técnicamente se requiere que el
tiempo de reduccion decimal DpH 5.5,cina2% para la CMP debe ser de 4D (99,99%)
y para cumplir esta exigencia se requieren tiempos de 901, 864 y 379 horas para
las temperaturas de almacenamiento a 4, 10 y 15 °C, respectivamente. Estos
tiempos predicen que a su término las subpoblaciones de Lm sobrevivientes
iniciaran su crecimiento y es dependiente de la temperatura de conservacion y
los factores de pH 5.5 y concentracion de sal hasta 2%; en estas condiciones
estos estan actuando como factores bacteriostaticos; en consecuencia, la CMP

se constituye en un peligro para la salud del consumidor.

Otra de las condiciones que determina la declinacion del crecimiento y la
supervivencia de Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo es
el estado fisiolégico (ho) es un parametro adimensional que cuantifica el estado
fisioldgico inicial de las células quien determina, en gran medida, la fase de

adaptacion en un entorno de la CMP con pH 5.5 y CINa 2%. La tabla 7 muestra
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los valores del estado fisiolégico para Lm de 0.61, 0.66 y 0.71 cuando es
sometida a las condiciones de la carne molida precocinada y conservada a 4 °C,
10y 15 °C, respectivamente. Destaca la relacion directa entre ho con la pmax y de

manera inversa con la fase Lag.

Tabla 7. Parametros de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la
carne molida precocinada conservadas en temperaturas de refrigeracion
(p<0.05).
i Temperaturas de conservacion

Parametros

4°C 10°C 15°C
Hmax ( -Log UFC/g*h™*) -0.002 -0.005 -0.019
Fase Lag (Horas) 321.35 275.71 56.86
Tiempo D (Horas) 510.20 147.06 80.65
4D(99.99 % inactiv) 901 864 379
Estado fisioldgico (ho) 0.61 0.66 0.71
Varianza 0.000001 0.0003 0.0007

Fuente: Elaboracion propia

VI. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contrastacion y demostracion de la hipétesis con los resultados.

La calidad microbiolégica de la CMP se sustenta en la baja tasa de
contaminacion por indicadores fecales como Escherichia coli la cual se encontro
en niveles por debajo de los limites minimos permisibles que exige la norma
técnica peruana. Con relacion a patdogenos como Staphylococcus aureus,
Salmonella sp. y Listeria monocytogenes las muestras analizadas muestran
ausencia de ellas. Comparativamente la calidad microbiolégica entre los grupos
experimentales no presenta diferencias significativas (p>0.05). Este analisis
indica que el proceso de coccion a 80 °C por 30 minutos fue suficiente para
reducir la carga microbiana existente y la probabilidad de ausencia de patégenos
0 no detectable cuando se aplica los analisis microbioldégico, manteniendo un
peligro de tipo alimentario. Este problema se debe resolver cuando se conozca
la caracteristica de sobrevivencia de Lm cuando se utiliza para su

almacenamiento tratamientos no térmicos (temperaturas de refrigeracion).
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La supervivencia se ha podido caracterizar observando el comportamiento de la
poblacion inicial y final en la CMP (pH 5.5 y CINa 2%) almacenada a 4, 10 y 15
°C, destacando la presencia de un periodo de tiempo para la adaptacion celular
o Fase Lag seguido de otro periodo de declinacion del crecimiento lineal de tipo
logaritmico. La tabla 5 indica que las curvas se inician con una poblacion
promedio inoculada aproximada de 8.0 Log UFC/g en cada una de las
temperaturas de almacenamiento, no encontrando diferencias significativas
entre ellas (p>0.05). La poblacién final, consideradas como unidades
logaritmicas (UL), disminuyeron en cantidades -1.64, -4.00, y -4.23 Log UFC/q;
correspondiéndoles los tiempos de 1,152, 864 y 377 horas y temperaturas de
refrigeracion de 4, 10 y 15 °C, respectivamente. El andlisis comparativo de la
poblacion final y el tiempo de su ocurrencia indica que existen diferencias
significativas (p<0.05) durante su almacenamiento a las temperaturas
ensayadas. El comportamiento de las células de Lm encontré mayor efecto de
resistencia al frio a 4 °C, traducido a una sobrevivencia por mayor tiempo,
produciéndose una muerte celular de bajo nivel; mientras que a 10 y 15 °C el
periodo de sobrevivencia es mas corto. El error cuadratico medio (RMSE), que
mide la cantidad de error que existe entre el valor observado de -Log UFC/g en
funcién del tiempo, y lo que predice el modelo de Baranyi-Roberts, fue de 0.032,
0.029, 0.024 que indica un bajo error al momento de realizar el ajuste de las
curvas de sobrevivencia. De igual forma, el modelo proporciond un buen ajuste
para la variacion de la poblacién de Lm con el tiempo de almacenamiento,

mostrando altos coeficientes determinantes (R?) para los ajustes de regresion.

El periodo inicial de la sobrevivencia esta caracterizado por la manifestacion de
una Fase Lag (A, horas) o fase de adaptacion fue mayor para el grupo
almacenado a 4 °C (321h, 13.38 d) y menor para 10 °C (276 h, 11.5d) y 15 °C
(57 h, 2.38 d). Comparativamente los valores de A para cada temperatura
muestran diferencias significativas (p<0.05). Durante este tiempo que
permanecio Lm a los tratamientos no térmicos la poblacion inicial disminuye

respondiendo a una funcién sigmoidea con presentacion de “Hombro”.
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La explicacion a esta respuesta de la forma y tiempo de la declinacion del
crecimiento de Lm puede ser interpretada como la concurrencia de varios
factores celulares intrinsecos que pueden estar interactuando entre si,
presentacion de células en diferentes estadios de su ciclo celular, activacion de
sistemas metabolicos y genéticos para adaptarse a temperaturas frias. sintesis
de compuestos osmoprotectores y crioprotectores para soportar las condiciones
de estrés osmoético generado por la pérdida de humedad, viscosidad del agua,
presencia de compuestos crioprotectores, permitiéndole crecer en ambientes de

alta fuerza osmdtica y a temperaturas de refrigeracion.

El modelamiento con el programa DMFit del Combase determiné la velocidad
maxima de la declinacion del crecimiento que se produce en forma logaritmica,
el cual se inicia al término del estado de adaptaciéon o fase Lag (A). Las
velocidades maximas (-pmax) alcanzadas fueron de -0.0019, -0.0068 y -0.0124
(Log UFC/g.h) para las temperaturas de 4, 10 y 15 °C, respectivamente. El
coeficiente de determinacion (R?), para todos los casos fue >0.98, que indica que
el ajuste del historial de -Log UFC/g de Lm en funcién del tiempo, por el modelo
de Baranyi-Roberts tiene alta confiabilidad estadistica y fue apropiado para
describir el comportamiento de Lm en la matriz CMP con pH 5.8 y CINa 2%. Este
pardmetro representa la velocidad a la cual cada células deja de replicarse y no
se forman nuevos individuos o mueren. Se puede inferir que la matriz de la CMP
almacenada a 4°C favorece la supervivencia de Lm guardando coherencia con
el tiempo prolongado de adaptacion y la velocidad en la que se produce la
declinacién del crecimiento, considerado como lento promoviendo la
conservacion de células vegetativas con capacidades metabdlicas vy
estructurales para resistir la condiciones de estrés; por otro lado, el sustrato
también contribuye por su composicion quimica, humedad, pH y sal; mientras
gue a 10 y 15 °C, la velocidad de sobrevivencia disminuye debido a que las

células pronto salen de la etapa de adaptacion,
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El valor D (tiempo de reduccion decimal) definido como, el intervalo de tiempo
necesario para una reduccion decimal [90 %] del nUmero de microorganismos
supervivientes fue calculado a partir de las curvas de inactivacion con colas y
hombros, relacionando la velocidad de la declinacion del crecimiento (-pmax) y los
tiempos de adaptacion (A). A la temperatura de 4 °C el descenso de una unidad
logaritmica requiere de un tiempo de 510 horas (21.25 dias); a 10 °C, 147 horas
( 6.25 dias); y a 15 °C, 80.65 horas (3.33 dias) El analisis comparativo de los
valores D, obtenidos para cada temperatura, revelé que entre ellos existen
diferencias significativas (P<0,05) generados por las condiciones intrinsecas de
la matriz de la CMP (pH y CINa) y el factor temperatura de almacenamiento.

El mayor efecto del almacenamiento de la CMP a la temperatura de 4 °C sobre
la sobrevivencia de Lm puede atribuirse a la calidad microbiolégica que contiene
una carga bacteriana por debajo de los limites exigidos por la Norma nacional la
cual ofrece poca competencia por los nutrientes disponibles, mas aun cuando
Lm es reconocido como una bacteria psicroéfila y aprovecha esta condicion para
contrarrestar el estrés térmico, osmaético y metabdlico. Para productos carnicos
que recibieron tratamiento de coccidon el Factor Dphsscinazw S€ exige una
inactivacion 4D (99,99%) y para cumplirla se requieren tiempos de 901 horas
(37.54 dias), 864 horas (36 dias) y 379 horas (15.79), en almacenamientos a 4,
10 y 15 °C, respectivamente. Al término de estos tiempo se predice que las
subpoblaciones de Lm sobrevivientes iniciaran su crecimiento y es dependiente
de la temperatura de almacenamiento; mientras que el pH y concentracion de
sal, se consideran como factores bacteriostaticos; en consecuencia, el producto
aun conservado a 4 °C constituye un peligro para la salud del consumidor por

mantener sobrevientes de Lm.

El mantenimiento de la sobrevivencia de Lm por periodos largos a temperaturas
de refrigeracion requiere de tener condiciones metabdlicas demandantes de
energia y estabilidad de sus estructuras para su funcionabilidad sobre el sustrato,
y estas condiciones se establecen a través del estado fisiolégico (ho), el cual se
tiene una variabilidad en tanto atraviesan el periodo de adaptacion (A) y la
velocidad del desarrollo de la declinacién del crecimiento (-pmax).
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El estado fisioldgico (ho) se valora dentro de un rango entre O (no crecimiento) a
1 (maximo crecimiento) y los resultados muestran que el valor ho para 4 °C, 0.61;
10 °C, 0.66 y 15 °C, 0.71, existiendo diferencias significativas entre cada grupo
(p<0.05) que explica que el estado fisiologico de las células de Lm les permite
desarrollar condiciones para la sobrevivencia en las condiciones de la matriz de
la CMP y la temperaturas de almacenamiento en frio. Sin embargo, el analisis de
varianza indica que el almacenamiento de la CMP a 4 °C presenta una varianza
estadistica de 1.00E-06, que es mucho menor que los otros grupos,
interpretandose que la sobrevivencia es mas alta, con mucha resistencia para
ocasionar la muerte celular a gran velocidad y se mantendra constante durante

las diferentes etapas de las curvas de declinacién del crecimiento.

El presente estudio planteo la hipétesis de poder caracterizar la supervivencia
no térmica de L. monocytogenes en la carne molida precocinada utilizando el
modelo predictivo de Barangy-Roberts del Programa COMBASE. Los resultados
permiten aceptar la hipotesis planteada, considerandose que la caracterizacion

es sobre la matriz del alimento.

6.2. Contrastacion de los resultados con otros estudios similares.

La coccion de la carne de res molida se puede considerar como un tratamiento
de pasteurizacion que se aplica para mejorar la seguridad microbiologica y no
degradar la apariencia del producto molido y hacerla inaceptable; al respecto Gill
C.O y Badoni M (2002), manifiestan que, “el tratamiento no extenderia mucho la
vida atil de almacenamiento de la carne de res molida precocida, y que existen
microorganismos que tienen capacidades metabolicas y genéticas para
sobrevivir a temperaturas de refrigeracion y son los que prevaleceran en el
producto hasta llegar al consumidor, pudiendo ser la causa de las enfermedades

de transmision alimentaria (ETA)”.

La CMP es considerado como un buen sustrato para los microrganismos debido
a que naturalmente aporta nutrientes solubles, condiciones de pH, sal y humedad

para mantener condiciones fisioldgicas de sobrevivencia y después de un tiempo
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iniciar crecimientos en funcién del tiempo; sin embargo, desde el punto de vista
del procesador, evitard que los atributos de la calidad de la CMP puedan verse
disminuidos por la coccién motivo que exige controlar la temperatura y tiempo de
coccion para evitar el encogimiento y asi lograr la estabilidad térmica de las
proteinas en el tejido muscular; por lo tanto el mismo proceso de elaboracion
condiciona presencia de nutrientes que facilita la supervivencia. Ferrari y col,
(2013), “observaron, en hamburguesas de carne molida, que “durante la
pasteurizacion (65-90 °C, 1-60 min) los atributos de calidad estan
correlacionados con una pérdida de proteinas sarcopldsmicas solubles y
proteinas miofibrilares solubles en la pérdida por coccion (29-35 %) y la
contraccion del area (19-28 %) y estos cambios ocurrieron rapidamente en los

primeros 2-5 min de calentamiento”.

El entorno que encuentra inicialmente Lm en la CMP es CINa 2%, pH promedio
inicial de 5.8 y humedad 78.23%, conservacion a temperaturas de 4, 10y 15 °C
respectivamente. Al final del experimento ambos parametros presentaron
diferencias significativas (p<0.05), siendo las tendencias al incremento del pH 'y
disminucién de % de humedad con relacion a la temperatura. La menor variacion
de pH 7.20 % con respecto al inicial corresponde a 4 °C motivado por la
disminucion de la actividad enzimatica sobre los sustratos fermentables, casi
inexistentes desde un inicio, y una ligera tendencia a disminuir el pH hasta 5.5
dentro de un periodo de 19 dias; del mismo modo, la conservacion de humedad
en la matriz de la CMP es mayor, 9.38 %, comparada con las temperaturas de
10 y 15 °C, (p<0.05), en las cuales el agua se desprende de la matriz proteica

en un tiempo de almacenamiento de 12 y 6 dias, respectivamente.

Estos resultados siguen tendencias lineales, motivo por el cual pudieron
expresarse mediante una ecuacion de funcién lineal con R?=0.98 que permite
predecir el % de variacion de pH o humedad en funcion de la temperatura; sin
embargo los valores de la variancia estadistica al final del proceso experimental
es menor a 4 y 10 °C y mayor a 15 °C indicando que la sobrevivencia es un
comportamiento de poblaciones de Lm que se encuentran en diferente estado

de su ciclo celular y ademas las mejores posibilidades de sobrevivir favorecido
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por un pH cercano a la neutralidad y suficiente humedad que diluye la presion

osmotica que puede estar ejerciendo el Cloruro de sodio 2%.

Valor cercanos a este estudio lo encentramos en Rengifo (2010), “quien analiz6
la capacidad de retencién de agua en carne de res cocida a temperatura de 77
°C y conservada a 10 °C quien tuvo menor humedad (10,67%); concluye que
esta carne no retiene muy bien el agua, debido a que el pH de estas carnes se

encuentra muy cercanos al punto isoeléctrico de las proteinas”.

La adicion de cloruro sédico influyd sobre la capacidad de mantener la humedad,
que mejora con la variacion del pH de 5.8 a 5.4 a 4 °C, mientras que a 10 y 15

°C el pH tiende avanzar al neutralidad disminuyendo la capacidad de la CMP
para retener la humedad. Lépez y Carballo (1991), indican que “la humedad
retenida por la matriz carnica mejora si el pH es mayor que 5, debido a el ion Cl
es mucho mas activo que el Na y tiene capacidad de neutralizar las cargas
positivas del musculo a pH menor que 5. A pH mayor que 5 el masculo esta
cargado negativamente, por lo que el ion Cl resulta inactivo.

e Calidad microbiologica de la carne molida de res precocinada (CMP)

La calidad microbioldgica del producto céarnico considerd lo establecido en la
Norma Técnica Peruana NTP (RM 591 2008), indicando como limites maximos
permisibles para mesofilos aerobios 6 Log UFC/g, Escherichia coli Log 2.7
UFC/g, ausencia de Salmonella spp. y 3 Log UFC/g de Staphylococcus aureus,

esta norma no incluye la presencia Listeria monocytogenes.

Los resultados muestran que la cantidad promedio de mesofilos aerobios se
encuentra por debajo de la exigencia del limite minimo de la norma reflejando
gue el proceso de elaboracion la temperatura de coccion fue eficiente, sobre todo
controlando la contaminacion cruzada; sin embargo, “no se asegura que el
alimento esté exento de patdgenos termoresistentes” (Frazier y Westhoff, 2000).

Lemay y col, (2002), “estimaron la efectividad de la coccion a 55 °C en un modelo
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de carne de pollo molida moderadamente acidificada (pH 5) sobre las bacterias
aerobias mesdfilas (Escherichia coli, Brochothrix thermosphacta y Lactobacillus
alimentarius. Antes del tratamiento térmico de coccion a 55 °C, la concentracion
inicial del grupo control fue 5, 6 y 7 log CFU/g, respectivamente y después de la

coccion la concentracion final fue de 3 - 4 log CFU/g”.

La sobrevivencia de E. coli, ocasionado por el tratamiento térmico aplicado a la
matriz de la CMP para poder almacenarlos en refrigeracion, favorece el
crecimiento y la supervivencia de E. coli, “cuya dependencia de su supervivencia
se encuentra en una serie de factores ambientales, como la existencia de una
temperatura minima de 7- 8 °C, pH hasta 3.6, actividad de agua (Aw) entre 0,995

y 0,950.y la composicién del alimento” (ESR, 2001).

Rivas et al (2014) indican que “EC en pH normal de la carne molida sometida a
coccioén para luego ser conservada a temperaturas de refrigeracion menores a
8°C o0 congelacion tiene poca probabilidad que los niveles de contaminacién
aumenten considerablemente durante el almacenamiento; por otro lado,
“temperaturas mayores a 8 °C, en presencia de otro tipo y bajo nivel de nimero
de bacterias competitivas, E. coli creceria en carne molida” (Lake et al., 2002).
Estas caracteristicas no se presentarian si se considera que “EC se inactiva
rapidamente a temperaturas por sobre los 60°C, con valores Deo°c generalmente

inferiores a 5 minutos” (Rivas et al., 2014).

En relacidbn con las bacterias patdgenas como Staphylococcus aureus y
Salmonella no se encontraron cantidades de células viables detectable para el
primero y ausencia para el segundo, cumpliendo de esta forma con los criterios
microbiolégicos de la NTP. La no presencia de estas bacterias en la CMP se
atribuye al efecto del tratamiento térmico aplicado durante la coccion. Sin
embargo, Castillejo-Rodriguez (2002) indica que “S. aureus no pudo crecer a 6,5
°C 0 menos, pero permanece en niveles de poblacion aproximadamente igual al
del in6culo original para los productos carnicos cocidos hasta el final del periodo

de almacenamiento y tampoco pudo crecer en muestras de pollo almacenadas
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a 10 °C y su nivel se mantuvo constante, por lo que cualquier aumento posterior

de la temperatura permitiria el crecimiento de S. aureus”.

La CMP puede contaminarse con patdgenos diversos que pueden resistir
tratamientos de coccién mas aln cuando no se respeta el tiempo y temperatura,
por esta razén se incorpora aditivos como CINa y otras sales con lo cual se
genera estados de estrés a las células vegetativas sobreviviente. a la coccion.
Tenderis y col (2020) “evaluaron la influencia de sales de lactato de sodio y
polifosfatos y sus combinaciones sobre el crecimiento de S. typhimurium, E.coli
0157:H7 y de S. aureus en carne molida cocida y almacenado durante 30 dias
a4 0 10 °C, demostrando que el uso de combinaciones de dichas sales tiene un
efecto sinérgico en la reduccion de la viabilidad de S. Typhimurium, E. coli
0157:H7y S. aureus y su posterior capacidad de crecimiento en la carne de res”.

La CMP con buena calidad microbiolégica es util para elaborar otros productos
carnicos listos para su consumo inmediato o en periodos muy largos como es el
caso de los enlatados, Wu y Su (2014) “evaluaron la supervivencia de
Staphylococcus aureus en carne de atun precocida, disminuyendo ligeramente
(<0.7 log CFU/g) después de 4 semanas de almacenamiento a =20 £ 2 °C, pero
aumentaron rapidamente una vez que las muestras se descongelaron y
mantuvieron entre 35y 37 °C, aumentando en mas de 3 log CFU/g después de
6 y 8 h, respectivamente. La carne de atun precocida congelada se debe utilizar
para producir atun enlatado dentro de las 6 a 8 h posteriores a la descongelacién
para evitar el deterioro del producto y la posible produccion de enterotoxinas por

S. aureus en la carne de atun precocida contaminada”.

e Modelamiento preliminar utilizando el modelo de Baranyi. Uso de la
herramienta predictiva para el Tratamiento no térmico de Listeria

monocytogenes.

“Para entender la forma como los microorganismos pueden constituirse en riegos

de enfermedades en la que pueden estar involucrados cuando son sometidos a

p ;



diversas condiciones de su entorno, en un rango de temperaturas, se acude al
uso de modelos mateméticos que tengan capacidad de predecir el crecimiento y
ayudan al establecimiento de la seguridad microbiana o vida util en productos
carnicos” (Whiting y Buchanan 1994). “La propuesta es utilizar las herramientas
multimedia de la microbiologia predictiva que permite realizar disefios
experimentales, formulaciones y tecnologias diversas aportando analisis

microbioldgicos rapidos y de bajo costo”. (McMeekin et al. 1993).

Para poder tener predicciones aproximadas del comportamiento de Lm en un
entorno de pH y cloruro de sodio se realizé6 un modelamiento preliminar utilizando
el Programa ComBase que contiene la opcién de estimar el tratamiento no
térmico, en condiciones variables de pH y concentraciones de cloruro de sodio a
temperaturas de 4, 10y 15 °C. Por otro lado, se debe considerar que el programa
se inicia con una concentracion de sal al 6.6 % CINa, justificado porque que dicha
concentracion es considerada por el programa como la minima para controlar el
crecimiento de Lm. El programa realiza el ajuste de las curvas en base a la
ecuacion de Barangy & Roberts, con datos de no crecimiento obtenidos en
cultivos en un caldo nutritivo, con una poblacion inicial 0 Log UFC/h hasta
alcanzar un nivel de -6 UFC/h asi mismo ofrece el programa DMFit que procesa
datos de crecimiento y retardo o inhibicién del crecimiento. Los parametros de
interés para este estudio fueron: tasa maxima (umax = -Log UFC/g/h), duracion

Fase lag (horas) y el Valor D (horas).

El modelamiento preliminar demostré que los parametros de declinacion del
crecimiento (-pUmax), Fase lag y Factor D, correspondientes a las temperaturas de
4y 10 °C son valores muy préximos cuando actuan dentro del rango de pH es
5.5 a 5.8 y CINa 6.6 %, y de mayor magnitud comparados con los valores
obtenidos a 15 °C. Esta respuesta indica que otras concentraciones de CINa <6.6
% los valores serian iguales. Ante esta situacion se decidid realizar la
experimentacion en la matriz de la CMP inoculando una poblacion inicial de 8

Log UFC/g de Lm que se enfrentd a cambios de pH y concentracion de CINa
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2.0% durante un periodo de tiempo en el cual se logro la declinaciéon del

crecimiento minimamente de 4 niveles logaritmicos (-6.0 UFC/q).

Estas respuestas del modelamiento del tratamiento no térmico recomiendan para
la etapa experimental con CMP se realice con la concentracion del 2%, el cual
representa una concentracion ajustada al paladar del consumidor y de buen
manejo dentro de las formulaciones para elaborar producto listo para consumo

humano.

El retardo de la declinacion del crecimiento se produce en tiempos muy
prolongados que resta la importancia del efecto de estrés por el CINa 2%, debido
a .la difusién inmediata en la matriz de la CMP otorgandole textura al coloide
carnico para mantener un sabor uniforme en todo el producto y asi poder
utilizarlo de inmediato o como insumo en formulaciones de otros productos listos
para su consumo. Sélo el nivel de sobrevivencia podria justificar su calidad

microbioldgica y su condicion de inocuidad,

e Determinacion de los parametros de supervivencia no térmica de Listeria
monocytogenes en la carne molida precocinada a temperaturas de 4, 10y 15

°C, mediante el modelo predictivo del programa ComBase.

Para la conservacion de los productos carnicos se recomiendan almacenarse en
el “rango de temperatura entre -1 y 4 °C y no superior a 5 °C” (Simpson et al.,
1989). Sin embargo, durante la elaboracion y las redes de distribucion no se
encuentran implementados con los equipos generadores de frio necesarios para
operar entre 7 y 10 °C. Ray (2004), menciona que “por la amplia variedad de
productos carnicos refrigerados minimamente procesados que se encuentran en
el mercado, hace urgente la necesidad de reducir los maximos de temperatura
de la cadena de frio para mejorar la seguridad alimentaria”. Por otro lado, los
locales de expendio no cuentan con los pasillos frios que tienen como funcién
disminuir la diferencia de temperatura entre el anaquel y medio ambiente, siendo

mas critico en regiones subtropicales o estaciones de verano; por lo cual, la
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temperatura promedio de los equipos de frio se encuentran a 15 °C. “También
es necesario estimar la capacidad de sobrevivir algunos patégenos, durante
largos periodos, en condiciones de temperaturas de refrigeracion utilizadas para
la conservacion de alimentos” (Castro et al., 2016). La medicion de los efectos
de letalidad de los procesos no térmicos, “pueden combinarse con el uso de
antimicrobianos y de esta manera reducir la severidad o el tiempo de exposicion
a las temperaturas de frio, preservando las propiedades fisicoquimicas y el valor

nutricional de los alimentos”. (Severino et al., 2014).

El presente estudio consideré estas observaciones para utilizar las temperaturas
de 4, 10 y 15 °C que estan muy relacionados al incumplimiento de las exigencias
de técnicas de la conservacion de alimentos en frio. Simpson et al. (1989),
“consideran que la ruptura de la cadena de frio es la principal causa de
disminucién de la vida de anaquel debido al crecimiento de bacterias
psicotropicas y el crecimiento de importantes patdgenos que presentan
crecimiento acelerado a temperaturas entre 7 y 10 °C, moderado entre 5y 7 °C
y lento a 5 °C tales como Yersinia enterocolitica y Listeria monocytogenes. En
términos generales, “la vida util de un producto refrigerado se reduce a la mitad

Si este se encuentra entre 7y 10 °C”. (Ray, 2004).

Las curvas de sobrevivencia o declinacion del crecimiento (-Log UFC/g/h),
obtenidos experimentalmente por contaminacién con células de Lm en la CMP y
su almacenamiento de acuerdo con las condiciones previstas, se obtuvieron
ajustando los datos observados utilizando el programa DMFit del ComBase,
cuyos resultados se analizan en funcién de los parametros de las curvas de la
declinacién del crecimiento en sus etapas de Fase de adaptacion, Velocidad de

la sobrevivencia, Factor D y Estado fisiologico.

Las muestras de CMP sometidas a experimentacion estuvieron distribuidas en
tres grupos de almacenamiento, a temperaturas de 4, 10 y 15 °C. Cada una de
ellas fueron inoculadas con una poblacion inicial aproximada de 8.0 Log UFC/g

interactuando en un pH inicial de 5.8 y CINa 2“%. Los tratamientos no mostraron
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diferencias significativas al tiempo cero (p>0.05); mientras que al término del
periodo de conservacion la poblacion final fue de 6.45, 4.22 y 4.04 Log UFC/g
para 4, 10 y 15 °C, respectivamente (p<0.05). Las diferencias significativas se

atribuyeron a las condiciones que le ofrece la matriz del sustrato.

Las muestras almacenadas a 4 °C tienen menor variacion poblacional referido a
unidades logaritmicas, sin presentar signos de reproduccion en un periodo de
hasta 1,152 horas (48 dias) comparada con las temperaturas de 10 y 15 °C,
interpretAndose que a menor temperatura de conservacion las células de Lm

presentan mayor resistencia térmica de refrigeracion.

Datos aproximados se tiene con los hallados por Buchanan y col. (1989) quienes
“determinaron los efectos e interacciones de la temperatura de 5°C, pH inicial
6.0, contenido de cloruro de sodio 0,5y 4,5% sobre el crecimiento de Listeria
monocytogenes Scott A, usando caldo de fosfato de triptona. La poblacion inicial
fue 3.66 y 3.64 Log UFC/g y final 5.67 y 4.11, respectivamente, denotando el
efecto del NaCl 4.5 %. Asi mismo, Rodriguez y col. (2022), “encontrd que a 16°C
las medias de las fases de latencia corresponde de 25.4 a 131.7 horas”. Estos
valores permiten inferir que una poblacién que pueda reproducirse a partir de
una unica célula, manteniendo la misma genética, se caracterizara por presentar
respuestas variables ante un concreto tratamiento y temperatura, debido al ciclo
celular bacteriano en el cual existira algunas células supervivientes que
requieren mayor tiempo para reconstituir sus estructuras y moléculas funcionales
para estar en condiciones para dividirse y aquellas que sobrevivieron son mas

resistentes y pueden multiplicarse rapidamente.

Nissena y col (2000), “compararon el crecimiento de varios patégenos, entre
ellos Listeria monocytogenes en carne picada envasada en atmosferas
modificadas. La carne picada se inoculé con L. m. cuya concentracion inicial fue
de 2.0 a 3.0 Log UFC/g a 4 °C mostrandose poco crecimiento a 4°C. A 10 °C
hubo un crecimiento lento de alrededor de 3.69 Log UFC/g - 4.0 Log UFC/g en
el dia 5 (120 horas).
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La declinacion del crecimiento empieza por presentar un periodo de tiempo para
adaptarse a su nuevo entorno; cuando estos son medios de cultivo como el caldo
nutritivo o triptona los nutrientes son abundantes y sostenibles aun a
temperaturas frias; pero cuando se trata de una matriz alimentaria como la carne
molida precocinada tiene que ser interpretada como la concurrencia de varios
factores que pueden estar interactuando entre si o presentarse en forma
coordinada con el ciclo celular de Lm. Rodriguez (2022), indica que “la
supervivencia de Lm radica en su capacidad para adaptarse a los cambios
osmoticos cuando se encuentra en la matriz de la CMP e implica la sintesis o
absorcién de compuestos para equilibrar los entornos osmoticos intracelular y

extracelular a temperaturas de refrigeracion”.

El tiempo de adaptacién estimado para 4 °C es mas prolongado en comparacién
con 10y 15 °C, existiendo entre ellas diferencias significativas (p<0.05). Siendo
el caso que Lm es un patdgeno considerado como psicrofilo se hace necesario

considerar su resistencia al frio desde el punto fisiolégico.

Dentro de los factores intrinseco de la célula de Lm més importante es cubrir los
requerimientos de la demanda energética para sostener una sobrevivencia en la
matriz de la CMP; por lo tanto, “los requerimientos nutricionales se cubren a partir
de las proteinas y aminoacidos libres de la CMP acercando el pH hacia la
neutralidad favoreciendo que L. monocytogenes u otras bacterias acomparantes
encuentren un medio favorable para su multiplicacién y su posterior paso a los

seres humanos”. (Garcia 2005).

La presencia de osmoprotectores y crioprotectores en los alimentos puede
proporcionar compuestos que favorece a Lm para superar las barreras de alta
fuerza osmatica y baja temperatura que de otro modo controlan el crecimiento
microbiano. Bayles y Wilkinson (2000), determinaron que “Lm contiene
compuestos osmoprotectores y crioprotectores que le permiten soportar las

condiciones de estrés osmotico generado por la pérdida de humedad, viscosidad
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del agua, presencia de compuestos crioprotectores, permitiéndole crecer en
ambientes de alta fuerza osmoética y a temperaturas de refrigeracién. Sus
resultados indican que la glicina betaina, prolina betaina, acetil carnitina,
carnitina, actuan como osmoprotectores, aumentando la tasa de crecimiento de
L. monocytogenes10403S y Scott A cuando se les proporcionaron estos
compuestos, mientras que se estresan en un medio definido que contenia 0,7 M
NaCl. Estos mismos compuestos exhibieron actividad crioprotectora, como lo

demuestra el aumento de la tasa de crecimiento de L. monocytogenes a 5 °C.

Si bien la actividad metabdlica es gravitante para explicar la sobrevivencia en la
CMP conservada a temperaturas ensayadas, también es de consideracion “la
adopcion homeoviscosa de la membrana celular para mantener su fluidez a
temperaturas bajas, en las cuales la célula bacteriana sintetiza cantidades
crecientes de acidos grasos mono-insaturados y di-insaturados para que sus
lipidos tengan una fluidez compatible con un metabolismo activo que retarda la
velocidad de crecimiento o, lo que es similar a dar lugar a un crecimiento lento”
(Aguirre y col. 2011, Rodriguez y col. 2016).

Para Lm la regulacion de la expresion génica representa un recurso fundamental
para adaptarse a un habitat que constantemente esta variando,” haciendo que
los procesos bioquimicos se ajustan a las modificaciones de las caracteristicas
fisico-quimicas del ambiente extracelular las cuales son detectables por ellas
como parametros quimicos, relacionados con los aspectos nutricionales del
medio (presencia o ausencia de iones, fuentes de energia, aceptores finales de
energia, aceptores finales de electrones, etc.) y parametros fisicos (la
temperatura, la presion hidrostatica o la presién osmatica). Algunos de estos
factores ambientales, sirven de sefales para regular la expresion génica y

adaptarse al nuevo ambiente con éxito”. (Veray col. 2013)
Almonacid-Merino et al. (1993) asumieron que “el esfuerzo intracelular

corresponde en su mayoria a la necesidad para aumentar la concentracion de

acido ribonucleico (ARN), indicador del estado fisiologico de la célula, el cual
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llega a su maximo valor cuando el microorganismo inicia la fase exponencial. El
tiempo que demora la célula en realizar dicho trabajo representa la duracion de

la fase de latencia”. (Beales, 2004; Koutsoumanis, 2001).

Una vez que las células se han adaptado a las condiciones del entorno,
adquieren mecanismos de resistencia a los factores propios de la matriz de la
CMP, comenzando de esta forma la fase del declive del crecimiento exponencial.
En esta fase, la velocidad de ocurrencia de la sobrevivencia (-umax) €s de
pequefia dimensién, para todos los grupos de temperaturas de refrigeracion de
4 a 15 °C, como una respuesta al tiempo de almacenamiento de la CMP en la
que existe variacion del pH e interaccion osmatica del CINa en funcion a la
disponibilidad del agua intracelular; la consecuencia mas importante es la
disminucién de la concentraciébn celular promoviendo la declinacién del
crecimiento (-Log UFC/g/h). Se puede inferir que las condiciones que presenta
la CMP favorecen al patdégeno, siendo mayor el efecto a 4 °C en donde los
parametro cinéticos caracterizan un estado de sobrevivencia mayor y con menor
efecto a 10y 15 °C.

Resultados comparativos entre carnes de diferentes especies permite apreciar
que la matriz del sustrato influye en la reduccion de ciclos logaritmicos existiendo
condiciones mas favorables para la sobrevivencia en la carne de res comparado
con otras especies como la de pollo o pescado, cuando se asocia con la
temperatura de conservacion a 4 °C. Ozdemir et al. (2006) “model6 la variacién
de la poblacién de Listeria monocytogenes en carne de res adicionada con acido
lactico al 1%, encontrando una poblacion de 1.12, 1.14, 2.16 1og UFC/g para el
primer, segundo y tercer dia de incubacién a 4°C. Mytle et al. (2006) “observaron
reduccion en el nimero de ciclos logaritmicos donde L. monocytogenes crece
1.0 Log UFC/g a 5°C en 14 dias en carne de pollo”. Rodriguez & Manca de Nadra
(2009) sefiala “que a 4°C la bacteria crece en carne de pescado incrementando

0.601 Log UFC/g el numero de células al final de la incubacién”.

p y



Actualmente en el mercado alimentario vienen apareciendo productos
minimamente procesados que pueden tener demanda por estar asociada a
cambios en los habitos de los consumidores quienes demandan alimentos de
facil preparacion, minimo tiempo de elaboracion y maxima seguridad que puede
consumirse crudo o después de haber sido sometido a un tratamiento térmico
suave, conservando sus propiedades nutritivas y organolépticas. Estas
condiciones permiten a Listeria monocytogenes mantener un estado probable de
supervivencia y constituir un peligro para la inocuidad alimentaria, por lo que se
requiere conocer el tiempo para disminuir una unidad logaritmica de una
poblacion de Lm y asi mismo establecer el tiempo para considerar que no tiene
la minima concentracion de células detectables en los tratamientos no térmicos.
Las muestras de carne de res molida con pH 5.5 y concentracién de CINa 2.0%
que fueron inoculadas con recuentos iniciales de L. monocytogenes, en
promedio, de 8.0 UFC/g y conservadas a temperaturas de 5, 10 y 15 °C,
muestran tasas de declinacion del crecimiento de -0.0019, -0.0068, -0.0124-Log
UFC/g/h, en forma respectiva. A partir de estas tasas y los tiempos de adaptacion
o fase Lag se obtuvo los valores DpH s5.ciNa2%, considerado como el tiempo
necesario para la reduccion de un orden logaritmico el nimero de células (90%)
de Lm presentes en la carne molida precocida, fue de 510.20, 147.06 y 80.65
horas, para cada una de las temperaturas de conservacion ensayadas. Cuando
el Factor DpHs.s,cinazw, €S considerado para una inactivacion 4D (99,99%) se
requieren tiempos de 901, 864 y 379 horas. Estos tiempos predicen que a su
término las subpoblaciones de Lm sobrevivientes iniciaran su crecimiento y es
dependiente de la temperatura de conservacion y los factores de pH 5.5 y
concentracion de sal hasta 2% se consideran como factores bacteriostaticos, en

consecuencia, se constituye en un peligro para la salud del consumidor.

Otra de las condiciones que determina el crecimiento y la supervivencia de
Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo es el estado
fisiologico (ho) el cual determina, en gran medida, la fase de adaptacion en un
entorno con pH 5.5 y CINa 2%, presentes en la carne de res precocinada. La
tabla 7 muestra los valores del estado fisiolégico para Lm de -0,61, -0.66 y -0.71
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cuando es sometida a las condiciones de la carne molida precocinada y
conservada a 4 °C, 10y 15 °C, respectivamente. Destaca la relacion directa entre

ho con la pmaxy de manera inversa con la fase Lag.

La modelizacion del tiempo de latencia (adaptacién) de los microorganismos es
un parametro que depende de las condiciones ambientales, asi también del
estado fisiolégico Lm en el momento de contaminar el producto. Ross y col
(2000), mencionan que, durante el procesamiento de los alimentos, las células
de L. monocytogenes que pueden contaminar los productos listos para el
consumo pueden presentar diversos estados fisiolégicos posibles (p. e€j.
adaptadas al frio o a ambientes con Aw baja, dafiadas subletalmente por
tratamientos acidos o térmicos, etc.). Bajo estas condiciones el valor ho puede
variar entre 0 (inicio del crecimiento sin fase de adaptacion) e infinito 1
(crecimiento) dependiendo del estado fisioldgico del microorganismo y de la

magnitud de la fuente de contaminacion y del alimento contaminado.

Comparando el valor del estado fisiologico (ho) que se obtiene del modelamiento
en COMBASE utilizando la herramienta Tratamiento no térmico en el entorno de
caldo nutritivo e ingreso de datos de la CMP (pH 5.8, CINa 2% y temperaturas
de ensayo) se obtiene un valor Unico de -0.012 para ho; mientras que, utilizando
el programa DMFit para el ajuste de las curvas de declinacion del crecimiento,
con las mismas caracteristicas del entorno de la CMP los valores de ho, derivado
por célculo en relacidon a la fase de latencia y la tasa maxima de la declinacion
del crecimiento, sus valores fueron menores; sin embargo, indica que las
variables que intervienen sobre Lm durante el periodo de almacenamiento no
controla la sobrevivencia de Lm, siendo las mas importantes la actividad

metabdlica en funcion de la temperatura de refrigeracion entre 4 y 10 °C.

El objetivo de este trabajo es obtener un modelo primario accesible, sencillo de
facil manejo para el usuario como el modelo de Baranyi-Roberts que permitié
predecir las caracteristicas de la sobrevivencia de una bacteria patdgena como

Listeria monocytogenes, en la carne molida precocinada, para que de esta

p .



manera se pueda predecir y garantizar la inocuidad del alimento listo para su

consumo Yy que actualmente existen pocos estudios sobre ellos.
6.3. Responsabilidad ética de acuerdo con los reglamentos vigentes

Los documentos técnicos y las directrices generales publicados por diferentes
organismos e instituciones internacionales relacionados con los estudios de
sobrevivencia de los microorganismos patégenos, utilizados en el presente
estudio se han cautelado sus autorias; sin embargo, la interpretacion de los
resultados corresponde a mi autoria, asumiendo mi experiencia y conocimientos
de las posibilidades, condicionantes y limitaciones de los procedimientos

aplicados.

CONCLUSIONES

El modelo de Baranyi-Roberts posee una elevada bondad de ajuste para los
datos experimentales con predicciones confiables de la supervivencia de L.
monocytogenes en carne molida precocida inoculada en condiciones de pH

normal y Cloruro de sodio como saborizante.

Las principales caracteristicas de supervivencia para Listeria monocytogenes
son el parametro nombrado valor D, o tiempo de reduccién decimal y el estado
fisiologico (ho); permitiendo evaluar cuantitativamente la resistencia del

microorganismo al factor inactivador presente en matrices alimentarias.

Listeria monocytogenes es relativamente resistente a temperaturas de
almacenamiento en frio con lo cual es el patdégeno de relevancia y preocupacion
en productos listos para el consumo, minimamente procesados, constituyendo

el peligro microbiologico.
La supervivencia de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada

depende de su composicién quimica, condiciones de almacenamiento y sobre

todo de su estructura heterogénea.

/.ﬂl 62



RECOMENDACIONES

Considerar estudios con Listeria monocytogenes como referencia para evaluar
la eficacia de las estrategias de intervencion, medidas de control y procesos de
conservacion, en las cuales pueden estar implicados tratamientos de

temperaturas de refrigeracion.

Investigar el proceso de supervivencia para microorganismos alterantes
resistentes a temperaturas de refrigeracion en alimentos elaborados, con minimo

tratamiento térmico y almacenamiento en frio.
Caracterizar parametros cinéticos del comportamiento de bacterias patégenas
en alimentos procesados artesanalmente, con énfasis para obtener el Valor D y

su estado fisioldgico.

Realizar estudios comparativos de modelos matematicos predictivos para ser

utilizado en alimentos minimamente procesados, listos para su consumo.
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Titulo: MODELAMIENTO DE CURVAS DE SUPERVIVENCIA NO LINEAL PARA DETERMINAR LA INACTIVACION TERMICA DE Salmonella

MATRIZ DE CONSISTENCIA

ssp., Escherichia coli Y BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN LA CARNE MOLIDA DE POLLO.

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADOR ESCALA METODOLOGIA
General Objetivo General Hipétesis general Variable Dependientes Dependientes Cuantitativa Microfit 4.1
¢ De qué forma se puede Modelar curvas de supervivencia | El Modelamiento de las curvas de Dependiente Disminucion del Numero de dias Combase
valorar la inactivacion no lineal de Salmonella ssp. supervivencia no lineal permitiria Inactivacion crecimiento Temperatura
térmica de Salmonella ssp., ,E.coli y Bacterias 4acido lacticas determinar el tiempo requerido para térmica bacteriana | bacteriano en
Escherichia coli y Bacterias (BAL) para determinar su la Inactivacion térmica de Salmonella | en la carne molida | funcién del tiempo
acido lacticas en la carne inactivacion térmica en la carne ssp. E. coli y BAL en la carne molida de pollo
molida de pollo? molida de pollo de pollo.
Objetivos especificos Hipotesis especificas
Determinar parametros cinéticos | Elimpacto de temperaturas mayores Independientes Cuantitativa Uso del modelo

Problemas especificos de supervivencia de Salmonella que el dptimo, de Salmonella ssp., E. Independientes UFCigr de Gompertz
¢De qué forma se puede ssp., E. coli BAL en la carne coliy BAL en la carne molida de Variable Sobrevivencia, mg/L modificado
establecer las caracteristicas | molida de pollo a temperaturas pollo, modifican sus parametros de independiente adaptacion y ppm Nisina
de la supervivencia de de 55 °C, 60 °C y 65 °C, mortalidad generando sobrevivientes, | Modelamiento de | resistencia térmica Modelo de
Salmonella ssp., Escherichia | mediante modelo Gompertz que alteran la inocuidad del alimento. | curvas de UFC/gr Bigelow
coliy Bacterias &cido supervivencia no % Acido Léctico Combase
lacticas en la carne molida Modelar curvas de supervivencia | La supervivencia no lineal de lineal y resistencia ppm Nisina
de pollo? no lineal de Salmonella ssp., E, Salmonella ssp., E. coliy BAL en térmica a 55, 60 y

coliy BAL en carne molida de carne molida de pollo, sometidas a 65°C
¢ Cual es la barrera térmica pollo para determinar la temperaturas por encima de sus Log UFC/Hora
que se requiere para inactivacion térmica a 55 °C, 60 optimos, pueden ser caracterizadas
inactivar a Salmonella ssp., °C y 65 °C, utilizando modelo de | mediante modelamiento matematico. Horas
Escherichia coli y Bacterias Bigelow Log UFC/Hora
acido lacticas en la carne Los mecanismos de la resistencia y
molida de pollo? Establecer tiempo de reduccion su inactivacion, a temperaturas

decimal (Factor D) Optimo para mayores que sus 6ptimos, de

inactivar Salmonella ssp., E. coli Salmonella ssp., E. coliy BAL en la

y BAL en la carne molida de carne molida de pollo, se podran

pollo, sometidas a 55 °C, 60 °C establecer por modelamiento

y65°C.. matematico.
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TITULO: Caracterizacion de la supervivencia no térmica de Listeria monocytogenes
en la carne molida precocinada utilizando el modelo predictivo de Baranyi y Roberts
del ComBase

AUTOR: Edgar Zarate Sarapura.

RESUMEN

Los productos céarnicos precocidos tienen muchas probabilidades de mantener carga
microbiana sobreviviente de tipo contaminante o patdbgena como Listeria
monocytogenes. Su conservacion requiere de temperaturas de refrigeracion que pueden
permitir adaptaciones para algunos patogenos psicrofilos. El objetivo del estudio fue
determinar las caracteristicas de supervivencia no térmica de L. monocytogenes en la
carne molida precocinada, utilizando el modelo predictivo de Baranyi-Roberts del
programa DMFit del Combase. Se obtuvieron curvas de la declinacion del crecimiento de
Listeria monocytogenes inoculadas en la carne molida precocinada y almacenadas a
temperaturas de 4, 10 y 15 °C en condiciones pH y % NaCl del producto, quienes se
ajustaron con el modelo. Las muestras fueron analizadas mediante un analisis de
varianza (P < 0.05) y el Coeficiente de determinacion(R?). El ajuste de las curvas permitio
obtener: velocidades de declinacion del crecimiento (-pumax), periodo de adaptacion (A),
poblacién inicial y final. El factor D, tiempo generacional (Tg) y estado fisiolégico (ho) son
calculadas a partir de los parametros anteriores. La sobrevivencia a 4 °C es mayor y se
extendié por un periodo de 3 meses, con variaciones diversas del pH, humedad. El Factor
D y estado fisiolégico son dependientes de la temperatura de refrigeracién y
caracterizaron a la carne molida precocinada, como un alimento que ofrece condiciones
para la sobrevivencia del patbgeno y no garantiza la inocuidad del producto. Para
temperaturas de 10 y 15 °C el tiempo de sobrevivencia es menor, promoviendo el
crecimiento del patdégeno y alteracion del producto. EI modelo de Baranyi-Roberts
permitié caracterizar la sobrevivencia de Listeria monocytogenes y caracteriz0 su
comportamiento en la carne molida precocinada.

Palabras Claves: Microbiologia predictiva, modelos predictivos, sobrevivencia no

térmica, tratamiento no térmico carne.

ABSTRACT

Precooked meat products are very likely to maintain a surviving microbial load of a
contaminant or pathogenic type such as Listeria monocytogenes; on the other hand, its
conservation makes use of refrigeration temperatures in which some psychrophilic

pathogens can adapt and produce a serious infection caused by its consumption. The



objective of the study was to determine the non-thermal survival characteristics of L.
monocytogenes in precooked ground beef, using the Baranyi-Roberts predictive model
of the Combase DMFit program. Growth decline curves of Listeria monocytogenes
inoculated in precooked ground beef and stored at temperatures of 4, 10 and 15 °C under
pH and % NaCl conditions of the product were prepared. The growth decline curves were
fitted with the Barangy-Roberts model integrated in the ComBase DMFit program; The
samples were analyzed by an analysis of variance and separation of means by least
squares (P < 0.05). The adjustment of the curves allowed to obtain the: growth decline
rates (-ymax), adaptation period (}), initial and final population. The D factor, generation
time (Tg) and physiological state (ho) are calculated from the above parameters. Survival
at 4 °C is greater and extends for a period of 3 months, presenting diverse variations in
pH, humidity, high survival. Factor D and physiological state are dependent on the
refrigeration temperature and characterize precooked ground beef, contaminated with
Listeria monocytogenes cells, as a food that offers conditions for the survival of the
pathogen and does not guarantee the safety of the product because it contains a
biological hazard. For temperatures of 10 and 15 °C, the survival time is shorter,
promoting the growth and alteration of the product. The Baranyi-Roberts model allowed
characterizing the survival of Listeria monocytogenes and characterized its behavior in
precooked ground beef.

Keywords: Predictive microbiology, survival, non-thermal treatment.
INTRODUCCION

Los alimentos minimamente procesados y listos para su consumo se incrementan para
abastecer a mercados artesanales e industriales y muchos de ellos no estan
considerados en las normas de inocuidad y su adquisicién en grandes cantidades obliga
a utilizar técnicas conservacion mediante el manejo de la cadena de frio. Es en estas
condiciones patdgenos oportunistas como Listeria monocytogenes pueden sobrevivir por

periodos de tiempo muy prolongados constituyéndose en un peligro de origen biologico.

Sobre conservacion no térmica, Barbosa y Bermudez (2010) mencionan en muchos
casos, la calidad de los alimentos industrializados es significativamente peor a los
productos no procesados, sugieren utilizar tecnologias no térmicas, que pueden ser
combinadas entre ellas o con otras, buscando efectos sinérgicos lo cual redundara en

procesos mas cortos y la obtencion de productos de mejor calidad.



Son diversas las formas de contaminacion de los alimentos que pueden perjudicar la
salud del consumidor por consumir carnes en las cuales se ignora la presencia de
patdgenos. Sanchez, 2013, identificé especies de Listeria sp. en lugares de expendio de
pollo en Trujillo, Perq, identificando 07 cultivos como Listeria monocytogenes (18,9%),

13 como Listeria ivanovii (35,2) y 17 como Listeria innocua (45,9%).

La carne molida de res es un producto que Ultimamente esta siendo utilizada en forma
mas frecuente en muchas formulaciones para elaborar otros productos carnicos listos
para su consumo y también se presta para muchos preparados en la cocina. Forester
(2012), estudio la presencia de Listeria en carne molida y establecié que el ganado y la
carne molida (37 %) pueden albergar cepas virulentas de L. monocytogenes. Dedio y
col. (2002) revelaron la presencia de Listeria monocytogenes en 100 muestras
de carne vacuna fresca molida, aislando 306 colonias, de las cuales 68 cepas se

identificaron como Listeria monocytogenes.

Los procesos de elaboracibn de productos céarnicos pueden conducir a una
contaminacion por la superficies inertes, manipuladores, temperatura de las alas de
elaboracioén, ventilacion etc., generando su alteracion o sobrevivencia de patégenos.
Datta y col. (2012) indican que los tejidos de la carne son susceptibles a contaminarse
con microorganismos patdgenos durante las etapas de sacrificio y procesamiento y
faculta la presencia de varios microrganismos patdégenos intestinales y en cierta
medida, Listeria monocytogenes. Por otro lado, Sanchez y col (2006) analizaron
muestras de aire, agua potable, agua residual. En agua potable y aire no se detectaron
especies de Listeria, mientras que en agua residual se presentdé 100% para L. innocua.
Esto indica que existe escasa incidencia del patégeno, pero existen condiciones
adecuadas para que se pueda establecer la presencia de la especie saprofita L. innocua
en varias de las muestras que se analizaron. Rees et al (2017) sefialan que L.
monocytogenes es una bacteria psicrotrofica que habita en entornos naturales y
artificiales donde su crecimiento es optimo a 37 °C, lo que refleja su papel como patégeno
oportunista comensal e intestinal, a una temperatura amplia rango (0-45 ° C); es
relativamente resistente al NaCl (crecimiento al 10%; supervivencia al 20-30%) en una

amplia gama de condiciones de pH (pH 4.6-9.2).

Con el fin de reducir el uso intensivo de una técnica de conservacion y producir un menor

impacto en las caracteristicas sensoriales y nutricionales de la carne precocida se hace
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uso de la tecnologia de tratamiento no térmico destacando el uso de aditivos quimicos,
empaques en atmoésferas modificadas, almacenamiento a bajas temperaturas, entre
otros. Riesco et al., (2016) menciona que la industria carnica recurre en muchos casos a
la incorporacion de los conservantes quimicos autorizados como el didxido de azufre,
sulfitos, nitratos, nitritos y acetato potasico. Sin embargo, Velasco, (2018) menciona que
entre los conservantes mas polémicos destacan las sales de nitrato y nitrito quienes en
alimentos sometidos al asado pueden formar compuestos cancerigenos denominados
“nitrosaminas”. Estos compuestos no estan autorizados en carnes picadas, ya que
mantienen la apariencia de frescura y podrian convertirse en coadyudantes de

adulteracion.

De lo descrito anteriormente obliga a la busqueda de una tecnologia que elimine
patégenos con menor impacto sobre la carne se hace obligatoria como Giménez et al
(2017) quienes determinaron el efecto de un proceso no térmico de preservacion a altas
presiones hidrostatica (APH) de 600 MPa y 400 MPa sobre el color y desarrollo de
Listeria monocytogenes inoculada en carne bovina con pH entre 5.4 y 5.7, sometida a
un pretratamiento con preservadores quimicos durante un almacenamiento refrigerado
a 4°C y 10°C, sus resultados presentan recuentos por debajo del limite de deteccion (2
log UFC/g) lo cual significa que las altas presiones afectaron a las bacterias, impidiendo
asi su desarrollo normal. Asi mismo, Gonzalez y col (2013), utilizaron muestras de
chorizo y morcilla, inoculados con L. monocytogenes a un nivel de 102 UFC/g junto con
el bio-conservante C. maltaromaticum CB1 a un nivel de 10% UFC/g, obtuvo mejores
resultados con el bioconservante almacenados a 4°C y 8°C con una reduccion
significativa (P < 0.05) en los recuentos de L. monocytogenes durante 35 dias.

Para los estudios experimentales el uso de muchas variables al mismo tiempo puede
distorsionar, de alguna manera, los resultado del experimento; ante esta situacion se
tiene las herramientas ofrecida por la Microbiologia predictiva que aporta instrumentos
estadistico-matematicos de modelos matematicos que permiten predecir el crecimiento
microbiano presente en el alimento cuando se conocen las condiciones en que éste se
mantiene. La utilidad del modelo de Baranyi-Roberts es la mas utilizada en muchos
ensayos a nivel de ensayos de laboratorio y como sustrato se utiliza un medio de cultivo
en condicién de caldo con el aporte nutritivo apropiado.



Algunos de las investigaciones que utilizaron los modelos matematicos, encontramos en
Hereu y col.,(2014) obtuvieron curvas de inactivacién a alta presion (HP) de Listeria
monocytogenes CTC1034 (aprox. 10’ CFU/g) en productos carnicos cocidos cortados
(jamon y mortadela) a presiones de 300 a 800 MPa. Se observo una forma de cola clara
a presiones superiores a 450 MPa y el modelo logaritmico lineal primario proporcioné el
mejor ajuste a la cinética de inactivacion de HP. Las relaciones entre los pardmetros
cinéticos primarios (log k max y log N residual ) y los tratamientos de presion se
describieron mediante un modelo polinomial secundario. las tasas de crecimiento fueron
similares para ambos productos en promedio, siendo 0,032 + 0,005 h-1, 0,070 + 0,003
h-1y 0,117 +0,003 h-1 a4 °C, 8 °Cy 12 °C, respectivamente.

Para que los modelos mateméticos sean una buena herramienta para la industria
alimenticia y los consumidores, estos deben de ser validados en el propio alimento méas
gue en el medio de cultivo, tener en cuenta el efecto acumulativo de cualquier fluctuacion
de temperatura durante el procesamiento y distribucién y tener en cuenta la carga
microbiana inicial, la cual es usualmente desconocida y puede estar por debajo del limite
de deteccion (Shimonu y Labuza, 2000).

El modelamiento de crecimiento/no crecimiento de Listeria en forma eficiente se logra
con el modelo de Baranyi por la simpleza de su operatividad y certeza de sus resultados
facilmente interpretados; asi tenemos a, Ju y col. (2014), Utilizaron el modelo de Baranyi
para estimar el crecimiento predictivo de Listeria monocytogenes inoculando dos cepas
de L. monocytogenes ATCC 15313 y L13-2 en carne de cerdo cruda. Las muestras
almacenaron a 5, 15y 25 C. Los resultados se evaluaron utilizando el programa MicroFit.
predijo que la tasa de crecimiento especifica (Umax) aumento gradualmente con valores
de 0.05, 0.47 y 0,65 log UFC/g/h a medida que aumentaban las temperaturas de
almacenamiento (5, 15 y 25 C, respectivamente). Park y Ryu (2010) mostraron
resultados similares donde la tasa de crecimiento especifica usando el modelo de
Baranyi fue mayor que la tasa usando el modelo de Gompertz. Estos valores indicaron
gue los modelos desarrollados fueron aceptables para expresar el crecimiento de
microorganismos en la carne de cerdo cruda, lo que puede aplicarse para garantizar la
inocuidad de las carnes y establecer estandares para evitar la contaminacion microbiana.
Asi mismo, Ramirez (2011) validé el modelo dinamico de Baranyi para estimar el
crecimiento de Staphylococcus aureus en carne asada y jamon de cerdo, previo al

proceso de coccién, en condiciones fluctuantes de temperatura: 12.5, 15y 47.5°C. De
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acuerdo a los parametros estadisticos RMSE y R?, el modelo de Baranyi tiene un buen
ajuste hacia cada una de las repeticiones del crecimiento isotérmico de S. aureus en
ambos productos céarnicos. Los valores de RMSE en carne asada y el jamon oscilaron
entre 0.130-0.517 y 0.194-0.644 Log UFC/g, respectivamente. En cuanto a los valores
de R? la mayoria se encontré por encima de 0.90, lo que implica un buen ajuste por parte
del modelo.

Justificacion: El estudio se sustenta en los conocimiento de la sobrevivencia de bacterias
patégenas con habilidades para adaptarse a temperaturas de frio y para ello requiere
desarrollar capacidades metabdlicas que pueden permanecer activas en la medida que
el microorganismo instaura condiciones genéticas, metabdlicas y energéticas y lograr la

sintesis de moléculas estructurales y sostenerse en el tiempo evitando su muerte.

El entorno que ofrece la matriz del alimento exige el manejo de muchas variables al
mismo tiempo, situacién que obligaria a realizar muchos experimentos con métodos
diferentes con pocas posibilidades de resolver el problema. Es asi que surge la
microbiologia predictiva la cual brinda modelos matematicos y métodos que permiten
manejar diversas variables y entregar parametros del comportamiento de los
microorganismos con sentido matematico y bioldgico y de manera practica y muy util
para la industria que tendria una herramienta para predecir la calidad del alimento
asegurando la inocuidad, cumpliendo con la responsabilidad social.

El objetivo del presente estudio es determinar las caracteristicas de supervivencia de L.
monocytogenes en la carne molida precocinada utilizando el modelo predictivo de
Barangy y Roberts del ComBase.

Los resultados obtenidos son de importancia para el procesador de alimentos y el
consumidor. El primero porque puede tener una herramientas practica para el control o
eliminacion de peligros biologicos en sus productos y durante su almacenamiento a
temperaturas de refrigeracion proveer la sobrevivencia de bacterias patdégenas; para el

segundo, consumir alimentos de calidad e inocuos asegurando su salud.

El desarrollo del proyecto se plasmé sobre la hipotesis de que los parametros de la

supervivencia no térmica de L. monocytogenes en la carne molida precocinada se puede



caracterizar mediante el modelo predictivo de Barangy y Roberts del Programa DMFit

del ComBase.

MATERIAL Y METODOS

Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion es de tipo prospectivo, las variables se caracterizaron en funcion del
tiempo; y experimental, porque se manipula la variable experimental no comprobada, en
condiciones rigurosamente controladas, con el fin de describir el modo o causa de la

sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada.

Se aplicé un disefio factorial simple, para lo cual se establecieron 3 grupos
experimentales cada uno con 03 muestras o repeticiones. Cada grupo fue almacenado
a una temperatura de 4, 10 y 15 °C. De cada uno de ellos se obtuvieron el promedio de
la tasa de la declinacion del crecimiento (-pmax), duracion de la fase de latencia (A, horas)y

el respectivo Coeficiente de determinacion.

Poblacion y muestra: La poblacion estuvo representada por 6.0 kilos de carne molida
precocinada que serviran de sustrato o matriz para los fines experimentales de la
presente investigacion. El tamafio de la muestra fue del mismo tamafio que la poblacién
y a partir de esta se obtuvieron cantidades o muestras para las repeticiones integrantes
de cada grupo experimental. De esta forma cada unidad de analisis tendré la posibilidad
de ser ensayada manteniendo poblaciones semejantes de Listeria monocytogenes

inoculadas en la matriz carnica.

Técnicas e instrumentos para la recoleccion de la informacion.

Obtencién y recepcién de la materia prima

Se utilizé como materia prima, carne molida precocinada a una temperatura de 80 °C y
un tiempo de coccidn de 30 minutos para luego ser envasadas en bolsas de plastico con
cierre zip con capacidad de 2 Kg. Inmediatamente se procedié al enfriamiento en agua
helada conservandola asi para su transporte e inmediato analisis en laboratorio.
Andlisis fisico—quimico

Determinacion de la humedad

De cada una de las unidades experimentales de cada grupo se tomo y pesaron 5 g de
CMP y colocadas en una Balanza electronica para medir humedad. Modelo VE-50-5,

obteniendo directamente la humedad en gramos y porcentaje.



Determinacion del pH

Se utilizé un medidor de pH HI98163 HANNA, que mide el pH y la temperatura utilizando
el electrodo FC2323 especializado para medir en carnes con una cuchilla de perforacion
de acero inoxidable. El electrodo es introducido directamente en la CMP de cada una de
las unidades experimentales de cada grupo.

Calidad microbioldgica

En forma paralela al analisis fisico quimico de los grupos experimentales se procedié con
el analisis microbiolégico de la CMP los cuales se realizaron por triplicado, siguiendo las
exigencias de la normatividad peruana, NTS N° 071- MINSA/DIGESA-V. 01: “Norma
Sanitaria que establece los Criterios Microbiologicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad
para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano”, se realiz6 los ensayos
bacteriolégicos para numerar: meséfilos aerobios, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella sp; siguiendo las técnicas operativas del Manual Digesa:

Laboratorio microbiologia de alimentos.

Ensayos de las curvas de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la CMP.
Preparacion del inoculo.

Se obtuvo la cepa de Listeria monocytogenes ATTC 1911, la cual se conservé en
congelacion de -18 °C hasta el momento de su uso. La activacion se realizé mediante un
repique del cepario a 10 ml de caldo triptona soya (TSB) estéril e incubada a 37 °C por
24 horas, la cual se repite por 24 horas. (Giménez et al. ,2016). Del dltimo cultivo se
obtiene 1 mL y se trasplanta en un tubo con 9 mL de TSB estéril e incubarla a 37°C. por
18 hs, tiempo en el cual se obtendra una poblacion probable méaxima de 8.0
(modelamiento ComBase). Para la verificacion del nimero de células de Lm se realizo
la numeracion en un cultivo en Agar Plate Count (APC). Posteriormente se procedié a
obtener concentraciones de 10 Log UFC/ml por centrifugacion para proceder a la

contaminacion en la CMP.

Proceso de inoculacion

Para cada Tratamiento o grupo experimental se utilizaron 3 envases (unidades
experimentales) cada uno con 100 gramos de carne molida precocinada, a cada uno de
ellos se inoculé 1 ml de suspension Log 10 UFC/mI de Listeria monocytogenes para
lograr, al final de la homogenizacion de carne molida utilizando un homogenizador

Stomacher® 400 Circulator para lograr un nivel aproximado de in6culo de de 8 Log
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UFC/g. Una vez que las unidades experimentales, de cada grupo, estuvieron
contaminadas con células de Lm fueron almacenadas a 4°C, 10 y 15 °C, siguiendo el
esquema del disefio experimental, en las cuales se evaluaron la variacion de la poblacion
microbiana (Log UFC/g) como respuesta al pH, humedad y adicién de Cloruro de sodio
(CINa) de la CMP.

Obtencion de la curva de declinacion del crecimiento en la CMP

De cada una de las unidades experimentales de cada grupo, se peso 5g de CMP y se
adicion6 45 ml de suero fisiolégico estéril (dilucion 1/10), luego se procedié con la
homogenizacion utilizando el homogenizador Stomacher® 400 Circulator, enseguida
continuar las diluciénes al décimo hasta lograr una dilucién que permita detectar un
numero de colonias entre 30 — 300 UFC/g. Esta accion se repetird desde el inicio (tiempo
cero, To) hasta cubrir tantas iteraciones como lo requiera medir el comportamiento de Lm
en la Matriz de la CMP, durante el almacenamiento a temperaturas planteadas en el
estudio.

Numeracién de Lm en Agar PALCAM (BD Diagnostic Systems)
El nimero de colonias halladas en cada iteracion se realizé siguiendo la técnica de
numeracion por siembra por inmersion utilizando el medio selectivo BD Agar Palcam,

incubando los cultivos a 37 °C por 24 horas. (Mamani, 2016).

Modelamiento del tratamiento no térmico de Listeria monocytogenes en el ComBase

Se determinaron los pardmetros cinéticos del tratamiento no térmico de Listeria
monocytogenes referenciados a las condiciones de la matriz de CMP y almacenamiento
a temperaturas de 4, 10 y 15 °C, utilizando el modelo predictivo de Baranyi-Roberts del
programa DMFit del ComBase, el cual realiza el ajuste de las curvas de declinacion del
crecimiento de Listeria monocytogenes cuya data es originada en un caldo como medio
de cultivo para la obtencion de la fase de adaptacion o fase Lag (A), la tasa maxima de
declinacion de crecimiento exponencial (-pumax) y el tiempo generacional (Tg), como
descriptores microbiologicos. EI modelamiento facilité la determinacion del uso de la
concentracion porcentual de CINa y variacion de pH en la etapa de obtencion de

parametros de sobrevivencia en la matriz de la CMP

Determinacion de los pardmetros de supervivencia no térmica de Lm en la carne molida

precocinada a temperaturas de 4, 10y 15 °C-



Se utilizé la herramienta DMFit del programa Combase para determinar los pardmetros
de la supervivencia de Lm en la CMP conservada a temperaturas de 4, 10y 15 °C, como
la tasa maxima de la declinacién del crecimiento y la fase Lag y su estadistico coeficiente
de determinacion (R?). Mediante céalculos basados en dichos pardmetros se
determinaron el valor D y el estado fisiologico inicial de las células vegetativas mediante

la siguiente ecuacion:

erc=10{"000 X 0000 040000 00 00000000000)

Analisis y procedimiento de datos

Las curvas de crecimiento y supervivencia seran ajustadas por el modelo de Barangy y
Roberts utilizando el Programa de Combase y la bondad de ajuste, para ambas, sera
interpretada por el indicador estadistico Coeficiente de Determinacion (R?). La
comparacién de las velocidades de crecimiento y pardmetros de supervivencia de Lm
entre los tratamientos se realizard mediante el disefio de ANOVA con un nivel de
confianza de 95 % (p<0.05 o p>0.05) utilizando herramientas estadisticas de Excel,
Office 365). Asi mismo, la medicién de la desviacion promedio entre el valor ajustado y

el observado se realizara de acuerdo con el coeficiente de determinacion (R?).

RESULTADOS

e Caracterizacion de la carne molida
Se prepararon tres grupos de carne molida precocida cada uno de ellos con 300 gramos,

a los cuales se determinaron el pH, Humedad; asi como, su calidad microbioldgica.

El pH de las muestras (n=3) de la CMP, , almacenadas a 4 °C, 10 °C y 15 °C al inicio del
experimento mostraron un pH de 5.83, 5.81 y 5.83, y al término del periodo de 19, 12 y

6 dias vario en un porcentaje de 7.20, 9.12 y 10.46, respectivamente.

Las condiciones experimentales exigen que las muestras tengan relativamente un pH
cercanamente similar entre si y esta condicion se establecié a través del analisis de
varianza que indica que al inicio experimental no existe diferencia estadisticamente
significativa (p>0.05) entre las muestras estudiadas; sin embargo, la variaciéon del pH
final presenta diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) atribuible a los factores

gue intervinieron en el periodo de conservacion a las temperaturas experimentales.
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La humedad es otro de los parametros que caracteriza a la matriz de las muestras por el
aporte de agua para mantener la biodisponibilidad de los nutrientes y también las
condiciones para la actividad enzimatica y crecimiento de bacterias alterantes y

patégenas.

Los valores promedios (n=3) de la humedad contenida por las muestras de carne
precocida almacenadas a 4 °C, 10 °C y 15 °C muestran al inicio del experimento, una
humedad inicial de 78.96, 77.73 y 78.01% vy al final del experimento el valor final
disminuye en 9.38, 4.10 y 1.14 %; durante los periodos de conservacion de 19, 12y 6

dias, respectivamente.

La comparacién de los porcentajes de humedad inicial mediante el andlisis de varianza
indica que son similares entre ellas, no existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05); mientras que la humedad final presente en cada temperatura son
diferentes estadisticamente significativos (p<0.05) entre ellos, atribuible a los factores
como la temperatura, pH y actividad bacteriana.

Referente a la calidad microbioldgica de la carne molida precocinada (CMP) presenta
indicadores de inocuidad exigidos como Numeracion de Mesofilos aerobios, 30 °C
(NMA), Escherichia coli (Ec), Staphylococcus aureus (Sa) y Salmonella sp (Ssp). Las
muestras que se conservaron a 5, 10 y 15 °C presentan una carga bacteriana promedio
de NMA de 2.57, 2.77, 2.75 Log UFC/g (p>0.05), respectivamente. Referente a EC los
promedios, para las mismas temperaturas fueron 1.17, 1.22, 1.25 Log NMP/g (p>0.05).
Para el caso de Sa todas las muestras tuvieron un nivel de <10 Log UFC/g y Ssp
Ausencia/25 g. Estos resultados indican que la CMP tiene una calidad microbiolégica
gue garantiza una condicion de apta para consumo humano (NTP, 2008).

¢ Modelamiento de la sobrevivencia de Listeria monocytogenes utilizando el Programa
del Combase

Las condiciones que establece el Programa de tratamiento no térmico incorporado en el
ComBase indica que el procesamiento de la data de decrecimiento o muerte celulares
es procesado considerando que el sustrato es un medio de cultivo liquido o caldo.
Ademas, el Programa permite seleccionar el nombre del patégeno: Listeria
monocytogenes, pH, Temperatura, % concentracién de CINa (minimo 6.6 %); por otro
lado, por defecto, ofrece el estado fisioldgico (ho). Como respuesta se obtiene tasa
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maxima de la velocidad del decrecimiento (-log.UFC/h), Valor D(Horas) y Tiempo Lag o

tiempo de adaptacion (Horas).

Se procedié al modelamiento de la sobrevivencia no térmico para determinar el tiempo
de reduccioén decimal (valor D), el cual es considerado como el tiempo necesario para
destruir el 90% de la poblacién de Listeria monocytogenes (Lm) a una temperatura de 4,
10 y 15 °C, en condiciones de pH 5.0, 5.5 y 6.0 (variacién probable de pH en procesos
de almacenamiento) y concentracion CINa de 6.6%. (minima concentracién probable

para inhibir el crecimiento de Lm).

La caracteristica mas importante para la descripcién de procesos de crecimiento 0 no
crecimiento es la velocidad en la cual se realiza el evento. La Tabla 1, muestra los
resultados del modelamiento efectuado con el programa de supervivencia no térmica del
ComBase, observandose que -pmax, (log.UFC//h) es -0.001a 4 °Cy pH 5, 55y 6, es
semejante hasta un alcance de 6000 horas (250 dias)y cada 12.54 dias se produce la
muerte de un nivele generacional; mientras que a temperatura de 10 °C -pmax €s igual
parapH5.5y6,esmenorapHapH5yal5°CelpH®6el Tg es semejante a 4 °C. Estos
resultados indican que el pH esta relacionado al pH a una concentracion constante de
6.6% de CINa.

Tabla 1. Velocidad de la Tasa Maxima de la declinacion de
crecimiento de Listeria monocytogenes seguin modelo de Baranyi-
Roberts Programa Combase
(- Hmax, Tiempo de muerte
Temperatura pH log.UFC/h)  generacional (Tg, dias)
5.0 -0.001 -12.54
4°C 55 -0.001 -12.54
6.0 -0.001 -12.54
5.0 -0.002 -6.27
10 °C 5.5 -0.001 -12.54
6.0 -0.001 -12.54
5.0 -0.002 -6.27
15°C 5.5 -0.002 -6.27
6.0 -0.001 -12.54

La Tabla 2, muestra los parametros cinéticos de sobrevivencia de Lm segun el modelo
de Baranyi, en condiciones de pH 5, 5.5y 6.0 y CINa 6.6 % y temperaturade 5, 10y 15
°C. Se que observa que la sobrevivencia es mas permisible a 4 °C en donde Lm toma
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un periodo de 1,910.90 horas (79.62 dias) para adaptarse a su entorno y tener
probabilidades de iniciar su crecimiento pese a encontrase a un entorno de
hiperosmolaridad producido por la concentracion de sal 6.6%, asi como cristales de hielo
gue se pueden estar formando. Sin embargo, el valor de sobrevivencia, valor D, se
incrementa en funcion del pH. El valor D es mas alto a temperatura de 4 °C, pH 5 fue de
1776.61 horas (74.03 dias). A temperaturas, de 10 y 15 °C el valor D los tiempos son

menores, debido dichas temperaturas favorecen su crecimiento, frenandose la muerte

celular.
Tabla 2. Parametros de sobrevivencia de Listeria
monocytogenes en Caldo con 6.6% de CINay pH 5,55y
6 en relacion con las temperaturas de 4,10 y 15 °C, segun
Combase
rem o) | | el | e
5.0 1910.90 712.10
4°C 5.5 1910.90 1229.20
6.0 1910.90 1776.61
5.0 955.45 606.54
10°C 55 1910.90 963.59
6.0 1910.90 1281.77
5.0 955.45 402.30
15°C 55 955.45 596.40
6.0 1910.90 740.32

Los resultados del modelamiento de la supervivencia no térmica de Lm, utilizando el
Programa Supervivencia no Térmica del Combase demostré que la interaccion del pH y
las temperaturas de refrigeracion pueden ser Utiles para lograr un control sobre la
sobrevivencia y que las concentraciones de sal de 6.6 porciento, que es el minimo que
ofrece el programa para seleccionar, no ejerce accion sustantiva sobre la supervivencia
de Lm.

Los fines del presente estudio es utilizar los datos de las curvas de declinacion o muerte
celular proveniente de un sustrato como la carne molida precocinada (CMP) la cual
configura un ambiente que mantenga los requisitos de humedad asociado a su textura y
del pH 5.8, apropiado para su almacenamiento posterior a temperatura de refrigeracion
y de una concentracion maxima de cloruro de sodio (sal) de 2% (p/p) que por razones

técnicas de proceso y formulacion se deben mantener a fin de que el producto pueda ser
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utilizado de inmediato y evitar el sabor salado, textura blanda y humeda y olor

desagradable.

e Ensayos microbiol6gicos en matriz de la carne molida precocinada.

Los datos de sobrevivencia de las Unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g)
de Listeria monocytogenes (Lm) que fueron inoculadas en la carne molida precocinada
sirvieron para elaborar las curva de declinacion del crecimiento o supervivencia y realizar
el mejor ajuste para cada una de las combinaciones de variables de temperatura de 4,
10 y 15 °C en condiciones de pH 5.5 y concentracion de Cloruro de sodio (CINa) 2%
utilizando el modelo de Baranyi incorporado en el Programa DMFit del Combase. Cada

valor representa el promedio de tres observaciones independientes para cada tiempo.

La figura 1, muestra el comportamiento de la declinacion del crecimiento de Lm en la
carne molida precocida (CMP) cuando es almacenada a 4, 10y 15 °C en condiciones de
pH 5.5 y concentracion de cloruro de sodio al 2% (p/p), destacando la presencia de un
periodo de tiempo para la adaptacion celular o Fase Lag seguido de otro periodo
decrecimiento lineal de tipo logaritmico. La tabla 5 indica que las curvas se inician con
una poblacion promedio inoculada aproximada de 8.0 Log UFC/g en cada una de las
temperaturas de almacenamiento, no encontrando diferencias significativas entre ellas
(p>0.05). La poblaciéon final, consideradas como unidades logaritmicas (UL),
disminuyeron en cantidades -1.64, -4.00, y -4.23 Log UFC/g; correspondiéndoles los
tiempos de 1,152, 864 y 377 horas y temperaturas de refrigeracion de 4, 10 y 15 °C,
respectivamente. El andlisis comparativo de la poblacion final y el tiempo de su
ocurrencia indica que existen diferencias significativas (p<0.05) durante su
almacenamiento a las temperaturas ensayadas. El comportamiento de las células de Lm
encontrd mayor efecto de resistencia al frio a 4 °C, traducido a una sobrevivencia por
mayor tiempo, produciéndose una muerte celular de bajo nivel; mientras que a 10 y 15
°C el periodo de sobrevivencia es mas corto. El error cuadratico medio (RMSE), mide la
cantidad de error que existe entre el valor observado de -Log UFC/g en funcion del
tiempo, y lo que predice el modelo de Baranyi-Roberts, fue de 0.032, 0.029, 0.024 que

indica un bajo error al momento de realizar el ajuste de las curvas de sobrevivencia.
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Figura 1. Declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes
en carne molida precocida en condiciones de pH 5.5y 2% Cloruro
de sodio conservadaa 4,10y 15 °C

e Parametros cinéticos de sobrevivencia

Los parametros de sobrevivencia de Lm se obtuvieron utilizando el modelo de Baranyi
incorporado en el programa DMFit del Combase y los resultados obtenidos se ven
plasmados en la Tabla 3. Las tres variables interactuaron para afectar la sobrevivencia
de L. monocytogenes, evidenciandose cambios en la duracion de la fase Lag (LPD)
abarcando tiempos de 321.35, 275.71 y 56.86 horas cuando las muestras se encuentran
almacenadas a 4, 10 y 15 °C. Del mismo modo, y para las mismas temperaturas la Tasa
de la declinacion del crecimiento exponencial (EGR) se realizaron a velocidades de
0.00195, 0.0068, 0.0124 Log UFC/g/h, que determinaron el tiempo generacional /Tg) o
tiempo necesario para duplicarse de 154.36, 44.26 y 24.24 horas, respectivamente; en
condiciones de pH 5.5y cloruro de sodio 2%..Estos valores en conjunto demuestran que
las limitaciones de las variables de pH y Cloruro de sodio pueden controlar una poblacion
alta del patégeno dentro de un tiempo muy prolongado cuando es almacenado a
temperaturas de refrigeracién de 4 °C. El tiempo hallado sera de mucha utilidad para

garantizar la inocuidad del alimento listo para su consumo.

La tabla 3, muestra los valores que indican la capacidad de Listeria monocytogenes para
sobrevivir en condiciones de almacenamiento refrigerado prolongado en la carne molida
sin un incremento de las poblaciones viables o declinacion de la poblacion existente
inicialmente. Los resultados indican que el ambiente de a matriz carnica molida con pH
y CINa Sodio 2% y temperaturas de refrigeraciéon que favorecen la declinacién de la
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poblacién inicial a una tasa de declinacion del crecimiento o velocidad negativa (-pimax)
gue evita mantener la viabilidad promedio de la poblacion inicial de 8 Log UFC/g
plasmandose valores de 0.00195, 0.0068 y 0.0124 Log UFC/g.h1, en condiciones que
aporta el sustrato antes mencionado. Por otro lado, el tiempo de duplicacion o tiempo
generacional (tg), en este caso, es el tiempo necesario para inhibir a las células de Lm
duplicarse y de esta forma ejercer un control sobre su multiplicacion. Los tiempo
encontrados fueron 154.36, 124.26, 24.24 horas, en forma respectiva para las

temperaturas ensayadas.

Tabla 3. Parametros cinéticos de la curva de sobrevivencia de Listeria
monocytogenes en carne molida precocida en condiciones de pH 5.5
y cloruro de sodio 2%.

Temperaturas de conservacion
Pardmetros

4°C 10 °C 15°C
Tasa max (-Log UFC/g.h?) 0.0019 0.0068 0.0124
Tiempo Lag (Horas) 321.35 275.71 56.86
Tiempo generacional (TQ) 154.36 124.26 24.24
Tiempo Lag/Tiempo tg 2.08 2.22 2.35

Fuente: Elaboracion propia

Actualmente en el mercado alimentario vienen apareciendo productos minimamente
procesados que pueden tener demanda por estar asociada a cambios en los hébitos de
los consumidores quienes demandan alimentos de facil preparacion, minimo tiempo de
elaboracién y maxima seguridad que puede consumirse crudo o después de haber sido
sometido a un tratamiento térmico suave, conservando sus propiedades nutritivas y
organolépticas. Estas condiciones permiten a Listeria monocytogenes mantener un
estado probable de supervivencia y constituir un peligro para la inocuidad alimentaria,
por lo que se requiere conocer el tiempo para disminuir una unidad logaritmica de una
poblacién de Lmy asi mismo establecer el tiempo para considerar que no tiene la minima

concentracion de células detectables en los tratamientos no térmicos.

Las muestras de carne de res molida con pH 5.5 y concentracion de CINa 2.0% que
fueron inoculadas con recuentos iniciales de L. monocytogenes, en promedio, de 8.0
UFC/g y almacenadas a temperaturas de 5, 10 y 15 °C, muestran tasas de declinacion
del crecimiento de -0.002, -0.005 y -0.019 Log UFC/g/h, en forma correspondiente para
cada temperatura. A partir de estas tasas (-pmax) y los tiempos de adaptacion o fase Lag

(M), se obtuvo los valores DpH 5.5,ciNna2%, considerado como el tiempo necesario para la
16



reduccion de un orden logaritmico el nimero de células (90%) de células vegetativas de
Lm presentes en la carne molida precocida. Los tiempos para este parametro fueron de
510.20, 147.06 y 80.65 horas, en forma respectiva para cada una de las temperaturas
de almacenamiento ensayadas. Técnicamente se requiere que el tiempo de reduccion
decimal DpHs.5,.ciNa2o para la CMP debe ser de 4D (99,99%) y para cumplir esta exigencia
se requieren tiempos de 901, 864 y 379 horas para las temperaturas de almacenamiento
a 4, 10 y 15 °C, respectivamente. Estos tiempos predicen que a su término las
subpoblaciones de Lm sobrevivientes iniciaran su crecimiento y es dependiente de la
temperatura de conservacion y los factores de pH 5.5 y concentracidén de sal hasta 2%;
en estas condiciones estos estan actuando como factores bacteriostaticos; en

consecuencia, la CMP se constituye en un peligro para la salud del consumidor.

Otra de las condiciones que determina la declinacion del crecimiento y la supervivencia
de Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo es el estado fisiologico
(ho) es un parametro adimensional que cuantifica el estado fisiologico inicial de las
células quien determina, en gran medida, la fase de adaptacién en un entorno de la CMP
con pH 5.5y CINa 2%. La tabla 4 muestra los valores del estado fisiol6gico para Lm de
0.61, 0.66 y 0.71 cuando es sometida a las condiciones de la carne molida precocinada
y conservada a 4 °C, 10 y 15 °C, respectivamente. Destaca la relacion directa entre ho

con la umax Y de manera inversa con la fase Lag.

Tabla 4. Parametros de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la
carne molida precocinada conservadas en temperaturas de refrigeracion
(p<0.05).
) Temperaturas de conservacion

Parametros

4°C 10°C 15°C
Mmax ( -Log UFC/g*h™) -0.002 -0.005 -0.019
Fase Lag (Horas) 321.35 275.71 56.86
Tiempo D (Horas) 510.20 147.06 80.65
4D(99.99 % inactiv) 901 864 379
Estado fisiolégico (ho) 0.61 0.66 0.71
Varianza 0.000001 0.0003 0.0007

Fuente: Elaboracion propia
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DISCUSION

La coccion de la carne de res molida se puede considerar como un tratamiento de
pasteurizacion que se aplica para mejorar la seguridad microbiologica y no degradar la
apariencia del producto molido y hacerla inaceptable; al respecto Gill C.O y Badoni M

(2002), manifiestan que, “el tratamiento no extenderia mucho la vida util de
almacenamiento de la carne de res molida precocida, y que existen microorganismos
gue tienen capacidades metabodlicas y genéticas para sobrevivir a temperaturas de
refrigeracién y son los que prevaleceran en el producto hasta llegar al consumidor,

pudiendo ser la causa de las enfermedades de transmision alimentaria (ETA)”.

La CMP es considerado como un buen sustrato para los microrganismos debido a que
naturalmente aporta nutrientes solubles, condiciones de pH, sal y humedad para
mantener condiciones fisioldgicas de sobrevivencia y después de un tiempo iniciar
crecimientos en funcion del tiempo; sin embargo, desde el punto de vista del procesador,
evitara que los atributos de la calidad de la CMP puedan verse disminuidos por la coccion
motivo que exige controlar la temperatura y tiempo de coccién para evitar el encogimiento
y asi lograr la estabilidad térmica de las proteinas en el tejido muscular; por lo tanto el
mismo proceso de elaboracion condiciona presencia de nutrientes que facilita la
supervivencia. Ferrariy col, (2013), “observaron, en hamburguesas de carne molida, que
“‘durante la pasteurizacion (65-90 °C, 1-60 min) los atributos de calidad estan
correlacionados con una pérdida de proteinas sarcoplasmicas solubles y proteinas
miofibrilares solubles en la pérdida por coccién (29—-35 %) y la contraccion del area (19—
28 %) y estos cambios ocurrieron rapidamente en los primeros 2-5 min de

calentamiento”.

El entorno que encuentra inicialmente Lm en la CMP es CINa 2%, pH promedio inicial de
5.8 y humedad 78.23%, conservacion a temperaturas de 4, 10 y 15 °C respectivamente.
Al final del experimento ambos parametros presentaron diferencias significativas
(p<0.05), siendo las tendencias al incremento del pH y disminucion de % de humedad
con relacion a la temperatura. La menor variacion de pH 7.20 % con respecto al inicial
corresponde a 4 °C motivado por la disminucion de la actividad enzimatica sobre los
sustratos fermentables, casi inexistentes desde un inicio, y una ligera tendencia a
disminuir el pH hasta 5.5 dentro de un periodo de 19 dias; del mismo modo, la

conservacion de humedad en la matriz de la CMP es mayor, 9.38 %, comparada con las
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temperaturas de 10 y 15 °C, (p<0.05), en las cuales el agua se desprende de la matriz

proteica en un tiempo de almacenamiento de 12 y 6 dias, respectivamente.

Estos resultados siguen tendencias lineales, motivo por el cual pudieron expresarse
mediante una ecuaciéon de funcion lineal con R?=0.98 que permite predecir el % de
variacion de pH o humedad en funcion de la temperatura; sin embargo los valores de la
variancia estadistica al final del proceso experimental es menora 4y 10 °Cy mayor a 15
°C indicando que la sobrevivencia es un comportamiento de poblaciones de Lm que se
encuentran en diferente estado de su ciclo celular y ademas las mejores posibilidades
de sobrevivir favorecido por un pH cercano a la neutralidad y suficiente humedad que

diluye la presién osmética que puede estar ejerciendo el Cloruro de sodio 2%.

Valor cercanos a este estudio lo encentramos en Rengifo (2010), “quien analizo la
capacidad de retencion de agua en carne de res cocida a temperatura de 77 °C y
conservada a 10 °C quien tuvo menor humedad (10,67%); concluye que esta carne no
retiene muy bien el agua, debido a que el pH de estas carnes se encuentra muy cercanos

al punto isoeléctrico de las proteinas”.

La adicion de cloruro sodico influyé sobre la capacidad de mantener la humedad, que
mejora con la variacion del pH de 5.8 a 5.4 a 4 °C, mientras que a 10 y 15 °C el pH
tiende avanzar al neutralidad disminuyendo la capacidad de la CMP para retener la
humedad. Lépez y Carballo (1991), indican que “la humedad retenida por la matriz
carnica mejora si el pH es mayor que 5, debido a el i6bn Cl es mucho mas activo que el
Na y tiene capacidad de neutralizar las cargas positivas del musculo a pH menor que 5.
A pH mayor que 5 el musculo esta cargado negativamente, por lo que el ion Cl resulta

inactivo.

e Calidad microbiolégica de la carne molida de res precocinada (CMP)

La calidad microbiolégica del producto carnico considerd lo establecido en la Norma
Técnica Peruana NTP (RM 591 2008), indicando como limites maximos permisibles para
mesofilos aerobios 6 Log UFC/g, Escherichia coli Log 2.7 UFC/g, ausencia de Salmonella
spp. y 3 Log UFC/g de Staphylococcus aureus, esta norma no incluye la presencia
Listeria monocytogenes.
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Los resultados muestran que la cantidad promedio de mesofilos aerobios se encuentra
por debajo de la exigencia del limite minimo de la norma reflejando que el proceso de
elaboracién la temperatura de coccion fue eficiente, sobre todo controlando la
contaminacioén cruzada; sin embargo, “no se asegura que el alimento esté exento de
patogenos termoresistentes” (Frazier y Westhoff, 2000). Lemay y col, (2002), “estimaron
la efectividad de la coccion a 55 °C en un modelo de carne de pollo molida
moderadamente acidificada (pH 5) sobre las bacterias aerobias mesoéfilas (Escherichia
coli, Brochothrix thermosphacta y Lactobacillus alimentarius. Antes del tratamiento
térmico de coccidén a 55 °C, la concentracion inicial del grupo control fue 5, 6 y 7 log
CFU/qg, respectivamente y después de la coccién la concentracion final fue de 3 - 4 log
CFU/g".

La sobrevivencia de E. coli, ocasionado por el tratamiento térmico aplicado a la matriz de
la CMP para poder almacenarlos en refrigeracion, favorece el crecimiento y la
supervivencia de E. coli, “cuya dependencia de su supervivencia se encuentra en una
serie de factores ambientales, como la existencia de una temperatura minima de 7- 8 °C,
pH hasta 3.6, actividad de agua (Aw) entre 0,995 y 0,950.y la composicién del alimento”
(ESR, 2001).

Rivas et al (2014) indican que “EC en pH normal de la carne molida sometida a coccién
para luego ser conservada a temperaturas de refrigeracion menores a 8°C o congelacion
tiene poca probabilidad que los niveles de contaminacion aumenten considerablemente
durante el almacenamiento; por otro lado, “temperaturas mayores a 8 °C, en presencia
de otro tipo y bajo nivel de niumero de bacterias competitivas, E. coli creceria en carne
molida” (Lake et al., 2002). Estas caracteristicas no se presentarian si se considera que
“‘EC se inactiva rapidamente a temperaturas por sobre los 60°C, con valores Dso-c

generalmente inferiores a 5 minutos” (Rivas et al., 2014).

En relacion con las bacterias patogenas como Staphylococcus aureus y Salmonella no
se encontraron cantidades de células viables detectable para el primero y ausencia para
el segundo, cumpliendo de esta forma con los criterios microbioldgicos de la NTP. La no
presencia de estas bacterias en la CMP se atribuye al efecto del tratamiento térmico
aplicado durante la coccion. Sin embargo, Castillejo-Rodriguez (2002) indica que “S.
aureus no pudo crecer a 6,5 °C o menos, pero permanece en niveles de poblacién

aproximadamente igual al del inéculo original para los productos carnicos cocidos hasta
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el final del periodo de almacenamiento y tampoco pudo crecer en muestras de pollo
almacenadas a 10 °C y su nivel se mantuvo constante, por lo que cualquier aumento

posterior de la temperatura permitiria el crecimiento de S. aureus”.

La CMP puede contaminarse con patdgenos diversos que pueden resistir tratamientos
de coccidon méas aun cuando no se respeta el tiempo y temperatura, por esta razon se
incorpora aditivos como CINa y otras sales con lo cual se genera estados de estrés a las
células vegetativas sobreviviente. a la coccién. Tenderis y col (2020) “evaluaron la
influencia de sales de lactato de sodio y polifosfatos y sus combinaciones sobre el
crecimiento de S. typhimurium, E.coli O157:H7 y de S. aureus en carne molida cocida y
almacenado durante 30 dias a 4 0 10 °C, demostrando que el uso de combinaciones de
dichas sales tiene un efecto sinérgico en la reduccién de la viabilidad de S. Typhimurium,

E. coliO157:H7 y S. aureus y su posterior capacidad de crecimiento en la carne de res”.

La CMP con buena calidad microbiolégica es util para elaborar otros productos carnicos
listos para su consumo inmediato o en periodos muy largos como es el caso de los
enlatados, Wu y Su (2014) “evaluaron la supervivencia de Staphylococcus aureus en
carne de atun precocida, disminuyendo ligeramente (<0.7 log CFU/g) después de 4
semanas de almacenamiento a —20 + 2 °C, pero aumentaron rapidamente una vez que
las muestras se descongelaron y mantuvieron entre 35y 37 °C, aumentando en mas de
3 log CFU/g después de 6 y 8 h, respectivamente. La carne de atin precocida congelada
se debe utilizar para producir atin enlatado dentro de las 6 a 8 h posteriores a la
descongelacion para evitar el deterioro del producto y la posible produccién de

enterotoxinas por S. aureus en la carne de atun precocida contaminada”.

e Modelamiento preliminar utilizando el modelo de Baranyi. Uso de la herramienta
predictiva para el Tratamiento no térmico de Listeria monocytogenes.

“Para entender la forma como los microorganismos pueden constituirse en riegos de
enfermedades en la que pueden estar involucrados cuando son sometidos a diversas
condiciones de su entorno, en un rango de temperaturas, se acude al uso de modelos
matematicos que tengan capacidad de predecir el crecimiento y ayudan al
establecimiento de la seguridad microbiana o vida util en productos carnicos” (Whiting y
Buchanan 1994). “La propuesta es utilizar las herramientas multimedia de la

microbiologia predictiva que permite realizar disefios experimentales, formulaciones y
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tecnologias diversas aportando andlisis microbiolégicos rapidos y de bajo costo”.
(McMeekin et al. 1993).

Para poder tener predicciones aproximadas del comportamiento de Lm en un entorno de
pH y cloruro de sodio se realiz6 un modelamiento preliminar utilizando el Programa
ComBase que contiene la opcion de estimar el tratamiento no térmico, en condiciones
variables de pH y concentraciones de cloruro de sodio a temperaturas de 4, 10y 15 °C.
Por otro lado, se debe considerar que el programa se inicia con una concentracion de
sal al 6.6 % CINa, justificado porque que dicha concentracion es considerada por el
programa como la minima para controlar el crecimiento de Lm. El programa realiza el
ajuste de las curvas en base a la ecuacion de Barangy & Roberts, con datos de no
crecimiento obtenidos en cultivos en un caldo nutritivo, con una poblacién inicial 0 Log
UFC/h hasta alcanzar un nivel de -6 UFC/h asi mismo ofrece el programa DMFit que
procesa datos de crecimiento y retardo o inhibicion del crecimiento. Los parametros de
interés para este estudio fueron: tasa maxima (umax = -Log UFC/g/h), duracion Fase lag

(horas) y el Valor D (horas).

El modelamiento preliminar demostro que los parametros de declinacion del crecimiento
(-umax), Fase lag y Factor D, correspondientes a las temperaturas de 4 y 10 °C son valores
muy préximos cuando actlian dentro del rango de pH es 5.5 a 5.8 y CINa 6.6 %, y de
mayor magnitud comparados con los valores obtenidos a 15 °C. Esta respuesta indica
gue otras concentraciones de CINa <6.6 % los valores serian iguales. Ante esta situacion
se decidio realizar la experimentacion en la matriz de la CMP inoculando una poblacion
inicial de 8 Log UFC/g de Lm que se enfrento a cambios de pH y concentracion de CINa
2.0% durante un periodo de tiempo en el cual se logré la declinacion del crecimiento

minimamente de 4 niveles logaritmicos (-6.0 UFC/g).

Estas respuestas del modelamiento del tratamiento no térmico recomiendan para la
etapa experimental con CMP se realice con la concentracion del 2%, el cual representa
una concentraciéon ajustada al paladar del consumidor y de buen manejo dentro de las

formulaciones para elaborar producto listo para consumo humanao.

El retardo de la declinacion del crecimiento se produce en tiempos muy prolongados que
resta la importancia del efecto de estrés por el CINa 2%, debido a .la difusién inmediata

en la matriz de la CMP otorgandole textura al coloide carnico para mantener un sabor
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uniforme en todo el producto y asi poder utilizarlo de inmediato o como insumo en
formulaciones de otros productos listos para su consumo. Sélo el nivel de sobrevivencia

podria justificar su calidad microbiolégica y su condicion de inocuidad,

e Determinacion de los parametros de supervivencia no térmica de Listeria
monocytogenes en la carne molida precocinada a temperaturas de 4, 10 y 15 °C,
mediante el modelo predictivo del programa ComBase.

Para la conservacion de los productos carnicos se recomiendan almacenarse en el
‘rango de temperatura entre -1 y 4 °C y no superior a 5 °C” (Simpson et al., 1989). Sin
embargo, durante la elaboracién y las redes de distribucion no se encuentran
implementados con los equipos generadores de frio necesarios para operar entre 7y 10
°C. Ray (2004), menciona que “por la amplia variedad de productos céarnicos refrigerados
minimamente procesados que se encuentran en el mercado, hace urgente la necesidad
de reducir los maximos de temperatura de la cadena de frio para mejorar la seguridad
alimentaria”. Por otro lado, los locales de expendio no cuentan con los pasillos frios que
tienen como funcion disminuir la diferencia de temperatura entre el anaquel y medio
ambiente, siendo mas critico en regiones subtropicales o estaciones de verano; por lo
cual, la temperatura promedio de los equipos de frio se encuentran a 15 °C. “También es
necesario estimar la capacidad de sobrevivir algunos patégenos, durante largos
periodos, en condiciones de temperaturas de refrigeracion utilizadas para la
conservacion de alimentos” (Castro et al., 2016). La medicién de los efectos de letalidad
de los procesos no térmicos, “pueden combinarse con el uso de antimicrobianos y de
esta manera reducir la severidad o el tiempo de exposicién a las temperaturas de frio,
preservando las propiedades fisicoquimicas y el valor nutricional de los alimentos”.
(Severino et al., 2014).

El presente estudio considerd estas observaciones para utilizar las temperaturas de 4,
10 y 15 °C que estan muy relacionados al incumplimiento de las exigencias de técnicas
de la conservacion de alimentos en frio. Simpson et al. (1989), “consideran que la ruptura
de la cadena de frio es la principal causa de disminucion de la vida de anaquel debido al
crecimiento de bacterias psicotropicas y el crecimiento de importantes patdgenos que
presentan crecimiento acelerado a temperaturas entre 7 y 10 °C, moderado entre 5y 7
°C y lento a 5 °C tales como Yersinia enterocolitica y Listeria monocytogenes. En
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términos generales, “la vida util de un producto refrigerado se reduce a la mitad si este

se encuentra entre 7y 10 °C”. (Ray, 2004).

Las curvas de sobrevivencia o declinacién del crecimiento (-Log UFC/g/h), obtenidos
experimentalmente por contaminaciéon con células de Lm en la CMP y su
almacenamiento de acuerdo con las condiciones previstas, se obtuvieron ajustando los
datos observados utilizando el programa DMFit del ComBase, cuyos resultados se
analizan en funcion de los parametros de las curvas de la declinacion del crecimiento
en sus etapas de Fase de adaptacion, Velocidad de la sobrevivencia, Factor D y Estado
fisiolégico.

Las muestras de CMP sometidas a experimentacion estuvieron distribuidas en tres
grupos de almacenamiento, a temperaturas de 4, 10 y 15 °C. Cada una de ellas fueron
inoculadas con una poblacion inicial aproximada de 8.0 Log UFC/g interactuando en un
pH inicial de 5.8 y CINa 2“%. Los tratamientos no mostraron diferencias significativas al
tiempo cero (p>0.05); mientras que al término del periodo de conservacion la poblacion
final fue de 6.45, 4.22 y 4.04 Log UFC/g para 4, 10 y 15 °C, respectivamente (p<0.05).
Las diferencias significativas se atribuyeron a las condiciones que le ofrece la matriz del

sustrato.

Las muestras almacenadas a 4 °C tienen menor variacion poblacional referido a
unidades logaritmicas, sin presentar signos de reproduccion en un periodo de hasta
1,152 horas (48 dias) comparada con las temperaturas de 10 y 15 °C, interpretdndose
gue a menor temperatura de conservacion las células de Lm presentan mayor resistencia

térmica de refrigeracion.

Datos aproximados se tiene con los hallados por Buchanan y col. (1989) quienes
“‘determinaron los efectos e interacciones de la temperatura de 5°C, pH inicial 6.0,
contenido de cloruro de sodio 0,5y 4,5% sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes
Scott A, usando caldo de fosfato de triptona. La poblacion inicial fue 3.66 y 3.64 Log
UFC/g y final 5.67 y 4.11, respectivamente, denotando el efecto del NaCl 4.5 %. Asi
mismo, Rodriguez y col. (2022), “encontré que a 16°C las medias de las fases de latencia
corresponde de 25.4 a 131.7 horas”. Estos valores permiten inferir que una poblacion
gue pueda reproducirse a partir de una unica célula, manteniendo la misma genética, se

caracterizara por presentar respuestas variables ante un concreto tratamiento y
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temperatura, debido al ciclo celular bacteriano en el cual existirhd algunas células
supervivientes que requieren mayor tiempo para reconstituir sus estructuras y moléculas
funcionales para estar en condiciones para dividirse y aquellas que sobrevivieron son

mas resistentes y pueden multiplicarse rapidamente.

Nissenay col (2000), “compararon el crecimiento de varios patdégenos, entre ellos Listeria
monocytogenes en carne picada envasada en atmdésferas modificadas. La carne picada
se inoculé con L. m. cuya concentracion inicial fue de 2.0 a 3.0 Log UFC/g a 4 °C
mostrandose poco crecimiento a 4°C. A 10 °C hubo un crecimiento lento de alrededor de
3.69 Log UFC/g - 4.0 Log UFC/g en el dia 5 (120 horas).

La declinacién del crecimiento empieza por presentar un periodo de tiempo para
adaptarse a su nuevo entorno; cuando estos son medios de cultivo como el caldo nutritivo
o triptona los nutrientes son abundantes y sostenibles aln a temperaturas frias; pero
cuando se trata de una matriz alimentaria como la carne molida precocinada tiene que
ser interpretada como la concurrencia de varios factores que pueden estar interactuando
entre si o presentarse en forma coordinada con el ciclo celular de Lm. Rodriguez (2022),
indica que “la supervivencia de Lm radica en su capacidad para adaptarse a los cambios
osmoticos cuando se encuentra en la matriz de la CMP e implica la sintesis o0 absorcion
de compuestos para equilibrar los entornos osmoéticos intracelular y extracelular a

temperaturas de refrigeracion”.

El tiempo de adaptacién estimado para 4 °C es mas prolongado en comparaciéon con 10
y 15 °C, existiendo entre ellas diferencias significativas (p<0.05). Siendo el caso que Lm
es un patégeno considerado como psicrofilo se hace necesario considerar su resistencia

al frio desde el punto fisiologico.

Dentro de los factores intrinseco de la célula de Lm més importante es cubrir los
requerimientos de la demanda energética para sostener una sobrevivencia en la matriz
de la CMP; por lo tanto, “los requerimientos nutricionales se cubren a partir de las
proteinas y aminoacidos libres de la CMP acercando el pH hacia la neutralidad
favoreciendo que L. monocytogenes u otras bacterias acompafiantes encuentren un
medio favorable para su multiplicacién y su posterior paso a los seres humanos”. (Garcia
2015).
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La presencia de osmoprotectores y crioprotectores en los alimentos puede proporcionar
compuestos que favorece a Lm para superar las barreras de alta fuerza osmdética y baja
temperatura que de otro modo controlan el crecimiento microbiano. Bayles y Wilkinson
(2000), determinaron que “Lm contiene compuestos osmoprotectores y crioprotectores
gue le permiten soportar las condiciones de estrés osmotico generado por la pérdida de
humedad, viscosidad del agua, presencia de compuestos crioprotectores, permitiéndole
crecer en ambientes de alta fuerza osmotica y a temperaturas de refrigeracion. Sus
resultados indican que la glicina betaina, prolina betaina, acetil carnitina, carnitina,
actuan como osmoprotectores, aumentando la tasa de crecimiento de L.
monocytogenes10403S y Scott A cuando se les proporcionaron estos compuestos,
mientras que se estresan en un medio definido que contenia 0,7 M NaCl. Estos mismos
compuestos exhibieron actividad crioprotectora, como lo demuestra el aumento de la

tasa de crecimiento de L. monocytogenes a 5 °C.

Si bien la actividad metabdlica es gravitante para explicar la sobrevivencia en la CMP
conservada a temperaturas ensayadas, también es de consideracion “la adopcion
homeoviscosa de la membrana celular para mantener su fluidez a temperaturas bajas,
en las cuales la célula bacteriana sintetiza cantidades crecientes de acidos grasos mono-
insaturados y di-insaturados para que sus lipidos tengan una fluidez compatible con un
metabolismo activo que retarda la velocidad de crecimiento o, lo que es similar a dar

lugar a un crecimiento lento” (Aguirre y col. 2011, Rodriguez y col. 2016).

Para Lm la regulacion de la expresion génica representa un recurso fundamental para
adaptarse a un habitat que constantemente esta variando,” haciendo que los procesos
bioquimicos se ajustan a las modificaciones de las caracteristicas fisico-quimicas del
ambiente extracelular las cuales son detectables por ellas como parametros quimicos,
relacionados con los aspectos nutricionales del medio (presencia o ausencia de iones,
fuentes de energia, aceptores finales de energia, aceptores finales de electrones, etc.) y
parametros fisicos (la temperatura, la presion hidrostatica o la presién osmoética). Algunos
de estos factores ambientales, sirven de sefales para regular la expresion génica y

adaptarse al nuevo ambiente con éxito”. (Veray col. 2013)

Almonacid-Merino et al. (1993) asumieron que “el esfuerzo intracelular corresponde en
su mayoria a la necesidad para aumentar la concentracion de &cido ribonucleico (ARN),

indicador del estado fisiolégico de la célula, el cual llega a su maximo valor cuando el
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microorganismo inicia la fase exponencial. El tiempo que demora la célula en realizar
dicho trabajo representa la duracion de la fase de latencia”. (Beales, 2004;
Koutsoumanis, 2001).

Una vez que las células se han adaptado a las condiciones del entorno, adquieren
mecanismos de resistencia a los factores propios de la matriz de la CMP, comenzando
de esta forma la fase del declive del crecimiento exponencial.

En esta fase, la velocidad de ocurrencia de la sobrevivencia (-pumax) €s de pequefia
dimension, para todos los grupos de temperaturas de refrigeracion de 4 a 15 °C, como
una respuesta al tiempo de almacenamiento de la CMP en la que existe variacion del pH
e interaccion osmatica del CINa en funcién a la disponibilidad del agua intracelular; la
consecuencia mas importante es la disminucion de la concentracién celular promoviendo
la declinacion del crecimiento (-Log UFC/g/h). Se puede inferir que las condiciones que
presenta la CMP favorecen al patdgeno, siendo mayor el efecto a 4 °C en donde los
parametro cinéticos caracterizan un estado de sobrevivencia mayor y con menor efecto
alOy1l5°C.

Resultados comparativos entre carnes de diferentes especies permite apreciar que la
matriz del sustrato influye en la reduccion de ciclos logaritmicos existiendo condiciones
mas favorables para la sobrevivencia en la carne de res comparado con otras especies
como la de pollo o pescado, cuando se asocia con la temperatura de conservacion a 4
°C. Ozdemir et al. (2006) “modeld la variacion de la poblacién de Listeria monocytogenes
en carne de res adicionada con &cido lactico al 1%, encontrando una poblacion de 1.12,
1.14, 2.16 1og UFC/g para el primer, segundo Yy tercer dia de incubacion a 4°C. Mytle et
al. (2006) “observaron reduccion en el numero de ciclos logaritmicos donde L.
monocytogenes crece 1.0 Log UFC/g a 5°C en 14 dias en carne de pollo”. Rodriguez &
Manca de Nadra (2009) sefiala “que a 4°C la bacteria crece en carne de pescado

incrementando 0.601 Log UFC/g el niumero de células al final de la incubacion”.

Actualmente en el mercado alimentario vienen apareciendo productos minimamente
procesados que pueden tener demanda por estar asociada a cambios en los habitos de
los consumidores quienes demandan alimentos de facil preparacion, minimo tiempo de
elaboracién y maxima seguridad que puede consumirse crudo o después de haber sido
sometido a un tratamiento térmico suave, conservando sus propiedades nutritivas y

organolépticas. Estas condiciones permiten a Listeria monocytogenes mantener un
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estado probable de supervivencia y constituir un peligro para la inocuidad alimentaria,
por lo que se requiere conocer el tiempo para disminuir una unidad logaritmica de una
poblacion de Lm y asi mismo establecer el tiempo para considerar que no tiene la minima

concentracion de células detectables en los tratamientos no térmicos.

Las muestras de carne de res molida con pH 5.5 y concentracion de CINa 2.0% que
fueron inoculadas con recuentos iniciales de L. monocytogenes, en promedio, de 8.0
UFC/g y conservadas a temperaturas de 5, 10 y 15 °C, muestran tasas de declinacion
del crecimiento de -0.0019, -0.0068, -0.0124-Log UFC/g/h, en forma respectiva. A partir
de estas tasas y los tiempos de adaptacion o fase Lag se obtuvo los valores DpH 5.5,ciNa2%,
considerado como el tiempo necesario para la reduccién de un orden logaritmico el
namero de células (90%) de Lm presentes en la carne molida precocida, fue de 510.20,
147.06 y 80.65 horas, para cada una de las temperaturas de conservacion ensayadas.
Cuando el Factor DpHs.s,cina2w, €S considerado para una inactivacion 4D (99,99%) se
requieren tiempos de 901, 864 y 379 horas. Estos tiempos predicen que a su término las
subpoblaciones de Lm sobrevivientes iniciardn su crecimiento y es dependiente de la
temperatura de conservacion y los factores de pH 5.5 y concentracion de sal hasta 2%
se consideran como factores bacteriostaticos, en consecuencia, se constituye en un

peligro para la salud del consumidor.

Otra de las condiciones que determina el crecimiento y la supervivencia de Listeria
monocytogenes en alimentos listos para el consumo es el estado fisiologico (ho) el cual
determina, en gran medida, la fase de adaptacioén en un entorno con pH 5.5 y CINa 2%,
presentes en la carne de res precocinada. La tabla 7 muestra los valores del estado
fisiol6gico para Lm de -0,61, -0.66 y -0.71 cuando es sometida a las condiciones de la
carne molida precocinada y conservada a 4 °C, 10y 15 °C, respectivamente. Destaca la

relacion directa entre ho con la pmaxy de manera inversa con la fase Lag.

La modelizacion del tiempo de latencia (adaptacién) de los microorganismos es un
parametro que depende de las condiciones ambientales, asi también del estado
fisiologico Lm en el momento de contaminar el producto. Ross y col (2000), mencionan
gue, durante el procesamiento de los alimentos, las células de L. monocytogenes que
pueden contaminar los productos listos para el consumo pueden presentar diversos
estados fisiologicos posibles (p. ej. adaptadas al frio 0 a ambientes con Aw baja, dafiadas

subletalmente por tratamientos acidos o térmicos, etc.). Bajo estas condiciones el valor
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ho puede variar entre O (inicio del crecimiento sin fase de adaptacion) e infinito 1
(crecimiento) dependiendo del estado fisioldgico del microorganismo y de la magnitud de

la fuente de contaminacion y del alimento contaminado.

Comparando el valor del estado fisiolégico (ho) que se obtiene del modelamiento en
ComBase utilizando la herramienta Tratamiento no térmico en el entorno de caldo
nutritivo e ingreso de datos de la CMP (pH 5.8, CINa 2% y temperaturas de ensayo) se
obtiene un valor tnico de -0.012 para ho; mientras que, utilizando el programa DMFit para
el ajuste de las curvas de declinacion del crecimiento, con las mismas caracteristicas del
entorno de la CMP los valores de ho, derivado por calculo en relacién a la fase de latencia
y la tasa maxima de la declinacion del crecimiento, sus valores fueron menores; sin
embargo, indica que las variables que intervienen sobre Lm durante el periodo de
almacenamiento no controla la sobrevivencia de Lm, siendo las mas importantes la

actividad metabdlica en funcion de la temperatura de refrigeracion entre 4 y 10 °C.

El objetivo de este trabajo es obtener un modelo primario accesible, sencillo de facil
manejo para el usuario como el modelo de Baranyi-Roberts que permitié predecir las
caracteristicas de la sobrevivencia de una bacteria patdgena como Listeria
monocytogenes, en la carne molida precocinada, para que de esta manera se pueda
predecir y garantizar la inocuidad del alimento listo para su consumo y que actualmente

existen pocos estudios sobre ellos.

CONCLUSIONES

Las principales caracteristicas de supervivencia para Listeria monocytogenes son el
parametro nombrado valor D, o tiempo de reduccion decimal y el estado fisiologico (ho);
permitiendo evaluar cuantitativamente la resistencia del microorganismo al factor

inactivador presente en matrices alimentarias.

Listeria monocytogenes es relativamente resistente a temperaturas de almacenamiento
en frio con lo cual es el patégeno de relevancia y preocupacion en productos listos para

el consumo, minimamente procesados, constituyendo el peligro microbioldgico.

La supervivencia de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada depende de
su composicion quimica, condiciones de almacenamiento y sobre todo de su estructura

heterogénea.
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El modelo de Baranyi-Roberts posee una elevada bondad de ajuste para los datos
experimentales con predicciones confiables de la supervivencia de L. monocytogenes en
carne molida precocida inoculada en condiciones de pH normal y Cloruro de sodio como

saborizante.
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RESUMEN Los productos carnicos precocidos tienen muchas probabilidades de mantener carga microbiana sobreviviente
de tipo contaminante o patdgena como Listeria monocytogenes; por otro lado, su conservacion hace uso de
temperaturas de refrigeracion en el cual algunos patogenos psicrofilos pueden adaptarse y producir una infeccion grave
causada por su consumo. El objetivo del estudio fue determinar las caracteristicas de supervivencia no térmica de L.
monocytogenes en la carne molida precocinada, utilizando el modelo predictivo de Baranyi- Roberts del programa DMFit
del Combase. Se elaboraron curvas de la declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes inoculadas en la carne
molida precocinada y almacenadas a temperaturas de 4, 10y 15 °C en condiciones pH y % NaCl del producto. Las curvas
de declinacion de crecimiento se ajustaron con el modelo de Barangy-Roberts integrado en el programa DMFit del
ComBase; Las muestras fueron analizadas mediante un analisis de varianza y separacion de medias por cuadrados
minimos (P > 0.05). El ajuste de las curvas permitid obtener las: velocidades de declinacion del crecimiento (-pmax),
periodo de adaptacion (A), poblacion inicial y final. El factor D, tiempo generacional (Tg) y estado fisioldgico (h0) son
calculadas a partir de los parametros anteriores. La sobrevivencia a 4 °C es mayor y se extiende por un periodo de 3
meses, presentandose variaciones diversas del pH, humedad, alta sobrevivencia. El Factor D y estado fisioldgico son
dependientes de la temperatura de refrigeracion y caracterizan a la carne molida precocinada, contaminada con células
de Listeria monocytogenes, como un alimento que ofrece condiciones para la sobrevivencia del patogeno y no garantiza
la inocuidad del producto debido a que encierra un peligro de tipo biologico. Para temperaturas de 10y 15 °C el tiempo
de sobrevivencia es menor, promoviendo el crecimiento y alteracion del producto. El modelo de Baranyi-Roberts
permitio el ajuste de las curvas de sobrevivencia de Listeria monocytogenes y caracterizo su comportamiento en la carne
molida precocinada.

Palabras Claves: Microbiologia predictiva, sobrevivencia, tratamiento no térmico.

ABSTRAC Precooked meat products are very likely to maintain a surviving microbial load of a contaminant or pathogenic
type such as Listeria monocytogenes; on the other hand, its conservation makes use of refrigeration temperatures in
which some psychrophilic pathogens can adapt and produce a serious infection caused by its consumption. The
objective of the study was to determine the non-thermal survival characteristics of L. monocytogenes in precooked
ground beef, using the Baranyi-Roberts predictive model of the Combase DMFit program. Growth decline curves of
Listeria monocytogenes inoculated in precooked ground beef and stored at temperatures of 4, 10 and 15 °C under pH
and % NaCl conditions of the product were prepared. The growth decline curves were fitted with the Barangy-Roberts
model integrated in the ComBase DMFit program; The samples were analyzed by an analysis of variance and separation
of means by least squares (P > 0.05). The adjustment of the curves allowed to obtain the: growth decline rates (-pmax),
adaptation period (M), initial and final population. The D factor, generation time (Tg) and physiological state (hO) are
calculated from the above parameters. Survival at 4 °C is greater and extends for a period of 3 months, presenting diverse
variations in pH, humidity, high survival. Factor D and physiological state are dependent on the refrigeration temperature
and characterize precooked ground beef, contaminated with Listeria monocytogenes cells, as a food that offers
conditions for the survival of the pathogen and does not guarantee the safety of the product because it contains a
biological hazard. For temperatures of 10 and 15 °C, the survival time is shorter, promoting the growth and alteration of
the product. The Baranyi-Roberts model allowed characterizing the survival of Listeria monocytogenes and characterized
its behavior in precooked ground beef.

Keywords: Predictive microbiology, survival, non-thermal treatment.
INTRODUCCION

Los productos carnicos refrigerados Listos para su Consumo (LPC) se elaboran aplicando tratamientos térmicos con la
finalidad de eliminar los microorganismos vegetativos; por lo tanto, se consideran que estan libres de patogenos
vegetativos. Sin embargo, la evidencia cientifica indica que dichos productos son sensibles a la contaminacion cruzada
con Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella spp. después de haber soportado el procesamiento
térmico. La epidemiologia demuestra el surgimiento de varios brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETAs) relacionados con el consumo de carnes LPC. Uno de los patégenos de interés en la carne molida precocinada
(CMP) es L. monocytogenes (Lm) de amplia distribucion en la naturaleza y es causante de listeriosis con una alta tasa de
mortalidad. La contaminacién cruzada posterior al tratamiento térmico de la CMP puede producirse durante la
manipulacion, el rebanado o el envasado del producto en las instalaciones de fabricacion.
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Debido a que la CMP se consume o usa como insumo de otros productos, no siempre reciben otra coccion o esta es de
pequena intensidad, se requiere evidenciar los mecanismos para controlar la probable sobrevivencia del patdgeno y
garantizar la inocuidad del producto. Las investigaciones cientificas demuestran que L. monocytogenes posee
mecanismos para crecer a temperaturas de refrigeracion, lo cual incrementa la preocupacion de la ruptura de la cadena
de frio durante las etapas de almacenamiento en fabrica, distribucién, puntos de venta y almacenamiento en los hogares
de los consumidores; por lo tanto, se hace necesario estimar los parametros del comportamiento de Lm en las
condiciones que ofrece la CMP.

La demanda de alimentos minimamente procesados se incremento6 por parte del consumidor, por ello se viene
recomendando nuevos métodos de conservacion como los procesos no térmicos, que pueden actuar en forma
independiente o asociados a otros factores de barrera como el temperaturas de frio, pH, Aw, Atmodsferas modificadas,
probioticos, sales y otros, que pueden utilizarse sin afectar sus caracteristicas de calidad. Estos métodos son practicados
en forma artesanal o industrial desde hace mucho tiempo, pero el avance tecnologicos posibilita su uso e incrementa su
comercializacion, pero existen riesgos microbiologicos que se deben atender debido a que los microorganismos tienen
capacidades de adaptacion a su entorno logrando la sobrevivencia de células vegetativas de Lm constituyendo en un
peligro que se tiene que inhibir o eliminar para disminuir el riesgo.

El tratamiento no térmico aplicado a la CMP requiere de una herramienta que interrelacione su variable independiente
con las caracteristicas intrinsecas del alimento, para ello se acudi6 a la microbiologia predictiva considerado como una
herramienta apropiada para el disefio, evaluacion y optimizacion de procesos, desarrollo de productos, establecimiento
de vida util y en procesos de evaluacion cuantitativa de riesgo microbiano. En este estudio se utilizo el programa de
ComBase que ofrece el modelo matematico de Baranyi y Roberts el cual tiene las opciones para modelar el tratamiento
no térmico sobre Lm que permite predecir su posible comportamiento combinando diferentes valores de temperatura,
pH y aw, entre otros; asi como también, el programa DMFit del ComBase que permitid, a partir de los datos
experimentales, conocer los parametros cinéticos como la velocidad de la declinacion del crecimiento (- ymax), periodo
de latencia o Fase lag (M), tiempo generacional (Tg) y sobrevivencia cuantitativa de las células vegetativas de Lm inoculadas
en la CMP. Ademas, se pudo calcular el logaritmo de las poblaciones microbianas y calcular los valores D a partir de la
pendiente de la parte lineal de la curva de inactivacion.

El objetivo de este proyecto fue determinar las caracteristicas de supervivencia de L. monocytogenes en la carne molida
precocida utilizando el modelo predictivo de Baranyi y Roberts del Programa DMFit del ComBase.

|. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica Actualmente la prediccion del crecimiento microbiano frente a condiciones
del entorno de los microorganismos patdgenos se realiza utilizado la informatica, que obligé al desarrollo de programas
informaticos apropiados, que permiten conocer qué microorganismos pueden crecer y a qué nivel, estimar la capacidad
para producir toxinas; asi como también asociar peligros que se pueden establecer en determinadas condiciones y poder
eliminarlos. Sin embargo, estas predicciones relacionados a microorganismos patogenos es algo que se ha estado
realizando de forma puntual y de interés propio en algunos centros de investigacion, presentando el inconveniente de no
poder intercambiar informacion, evidenciando que se desarrollaban estudios similares, en condiciones no comparables o
aplicados a alimentos con procesos de elaboracion cultural y artesanal.

La carne es considerada como una excelente fuente de nutrientes para el crecimiento y desarrollo de bacterias alterantes
e incluso patdgenos, quienes pueden desarrollar peligros a partir del tipo de metabolismo que desarrollen sobre la matriz
de la de los productos carnicos. La carne molida precocinada (CMP) debido a su naturaleza de ofrecer mejores
condiciones que la carne cruda enteral permite que los microorganismos sobrevivientes al tratamiento térmicos pueden
tener capacidades metabdlica para generar mecanismos de adaptacion a entornos de estrés durante el almacenamiento
hasta la llegada al consumidor encerrando peligros que aumenten el riesgo de transmitir una enfermedad.

La CMP se caracteriza por tener un pH inicial muy cercano a la neutralidad, con humedad relativamente alta como
mantenerse en un estado coloidal que otorgue una textura apropiada para ser utilizada como insumo en formulaciones
de alimentos para consumo directo, por otro lado la calidad microbiana existente en su matriz es minima por efecto del
tratamiento térmicos aplicado para su coccion; sin embargo, las condiciones de pH, humedad, nutrientes biodisponibles
hacen posible la sobrevivencia de microorganismo indicadores de contaminacion, patégenos, que se agravan si no se ha
respetado los parametros criticos de temperatura para eliminar o inhibir la carga y calidad bacteriana.

Las crecientes exigencias para la elaboracion de productos carnicos, como la carne molida precocinada. requieren un
entorno limpio y controlado en todos los procesos y hacerlos mas seguros, asi como también para su almacenamiento y
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manipulacion. Para su cumplimiento, actualmente, se requiere que las salas de elaboracion del producto carnico
mantengan temperaturas de refrigeracion, previo conocimiento de la naturaleza del producto carnico y su calidad
microbiana.

La situacion actual de la industria carnica es que no cuenta con una sala para el trabajo con alimentos que cumpla con
requisitos muy exigentes; desde la implementacién de un sistema de Analisis de peligros y puntos de control criticos, asi
como también de la necesaria aprobacion de las instituciones que norman la inocuidad de los alimentos y el riguroso
cumplimiento de la normativa ISO, entre otras medidas como la instalacion de las salas blanca en las cuales uno de los
factores es la temperatura de envasado de la carne y no se puede operar en ellas, en ninguna de las fases de todo el
proceso, a una temperatura mayor a los 12 grados centigrados.

La carne molida debe ser almacenada a temperaturas de refrigeracion hasta que llega al consumidor e inclusive indicar las
conservacion en los hogares. Cuando se trata de la carne picada fresca no puede bajar de los 2 grados y los preparados
de carne molida sometida a coccidon, maximo a 4 grados. Cualquiera de estas condiciones de temperaturas favorece la
sobrevivencia de Listeria monocytogenes, debido a sus capacidades sicrotroficas y adaptaciones de tipo genético y
fisiologico.

El periodo de tiempo de tiempo en el cual las células vegetativas de Listeria monocytogenes (Lm) se adapta a su entorno
esta relacionado a las condiciones de relacion entre la matriz de la CMP (pH, Aw, temperatura) que puede abarcar un
tiempo de dias o meses, tiempo en el cual no se detecta su existencia en los ensayos en laboratorio. Esta situacion pone
al producto carnico en situacion de trasladar un peligro al consumidor.

En vista de que la participacion de un numero alto de variables que estan contenidas en la matriz de la CMP y otras
variables de la Lm que permitan obtener respuestas coherentes bioldgicamente, se requiere realizar muchos ensayos
experimentales en un periodo corto de tiempo y cuyos resultados muchas veces no se aproximan a lo que sucede en un
crecimiento o declinacion de esta; por lo tanto, se generan problemas para el establecimiento de un tiempo de vida util
aconsejable para el producto.

Lo expuesto exige encontrar suficiente explicaciones de lo que sucede a la matiz de la CMP cuando se contamina con
células vegetativas de Lm para conocer sus parametros de sobrevivencia a temperaturas de refrigeracion menores a 15°C,
con la finalidad de aportar con datos para un producto que esta transitando del nivel artesanal al industrial y que puede
ser causante de la Listeriosis, enfermedad considerada grave.

La complejidad de manejar muchas variables en conjunto y al mismo tiempo nos permite utilizar modelos matematicos

como el de Baranyi-Roberts contenidos en el Programa DMFit del Combase, de esta manera conocer los parametros de
la declinacion de crecimiento, sobrevivencia, y estado fisiologico de Lm, los cuales, para este producto, se desconoce en
nuestro medio.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1. Problema General ;De qué forma se puede caracterizar la supervivencia no térmica de L. monocytogenes en la
carne molida precocinada en condiciones de temperaturas de refrigeracion? 1.2.2. Problemas Especificos ;Cuales son los
parametros cinéticos de la declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada
conservado a temperaturas de 4°C, 10°Cy 15°C?

;Cuales son las caracteristicas de los parametros de la adaptacion de Listeria monocytogenes presente en la matriz de la
carne molida precocinada?

;Cuales son los valores de los parametros cinéticos de la supervivencia de Listeria monocytogenes presentes en la carne
molida precocinada sometido a temperaturas no térmicas y su relacion con el pH y Cloruro de Sodio?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General « Determinar las caracteristicas de supervivencia de L. monocytogenes en la carne molida
precocinada utilizando el modelo predictivo de Barangy y Roberts de Combase

132. Objetivo
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Especificos « Determinar los parametros cinéticos de la declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes
inoculadas experimentalmente en la carne molida precocinada a temperaturas de 4, 10 y 15°C mediante el modelo

predictivo del programa: Tratamiento no Térmico, para Listeria monocytogenes del COMBASE.

+ Determinar los parametros de las condiciones de supervivencia no térmica de Listeria monocytogenes en la carne
molida precocinada a temperaturas de 4, 10 y 15 °C, mediante el modelo predictivo del programa DMFit del COMBASE.

+ Determinar el Factor D y estado fisioldgico de Listeria monocytogenes en relacion del pH y concentracion (%) de CINa 'y
temperaturas de 4, 10y 15 °C en la carne molida precocinada..

14 Limitantes de investigacion

141, Teodrica El estudio se realizara en carne molida precocinada, considerando una carga microbiana representada por
microrganismos como la Listeria monocytogenes considerada como uno de los principales agentes de enfermedades de
transmision alimentaria. Tedricamente las bacterias que sobreviven a un proceso no térmico seran las que determinen el
tiempo de resistencia en la carne molida precocinada. Es por ello que Listeria monocytogenes es las mas persistentes ya
que se desarrolla notablemente a temperaturas de refrigeracion menores a los 10 °C, resisten medios con un pH tan
alcalino como 9,6 y toleran altas concentraciones de cloruro de sodio de hasta un 10%. Ademas, son consideradas como
un indicador de contaminacion cruzada

142 Temporal El ensayo experimental abarcé un periodo de tiempo en el cual los tratamientos denoten la culminacion
del periodo de declinacion del crecimiento con una clara formacion de cola en un evento que se desarrolla como
funcion sigmoidea.

1.4.2. Espacial Espacialmente el estudio utilizara la infraestructura del laboratorio de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Nacional del Callao, que cuenta con los equipos para realizar pruebas microbiologias y equipos de
computacion para desarrollar el crecimiento de Listeria monocytogenes y el modelamiento respectivo presenten en la
carne molida precocinada.

I. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
2.1.1. Nacional

Sobre conservacién no térmica tenemos los estudios de Barbosa y Bermldez (2010) quienes “mencionan que las
industrias alimentarias realizan procesos que brindan productos seguros, pero en muchos casos, la calidad de los mismos
es significativamente peor a los productos no procesados. Por estas razones se ha empezado a investigar en forma
sistematica, cientifico, tecnoldgico y practico las llamadas tecnologias “no térmicas”. “Es del caso sefalar que las
tecnologias no térmicas pueden ser utilizadas en combinacion entre ellas o con otras, buscando efectos sinérgicos lo
cual redundara en procesos mas cortos y la obtencion de productos de mejor calidad”. (Barbosa y Bermudez ,2010)

Son diversas formas de contaminacion de los alimentos que pueden perjudicar al consumidor como lo presentado por
Sanchez,(2013) quien “identifico las especies de Listeria sp. obtenidas de lugares de expendio de pollo en Trujillo. Obtuvo
37 cultivos de Listeria sp. aislados de lugares de expendio de pollo de los distritos de Trujillo y La Esperanza. Se
identificaron 07 cultivos como Listeria monocytogenes (18,9%), 13 como Listeria ivanovii (35,2) y 17 como Listeria innocua
(45,9%). Los hallazgos indican que Listeria monocytogenes es la especie se presenta en menor porcentaje”.

Alegre (2019) senala que “Listeria monocytogenes es un microorganismo patdgeno responsable de la listeriosis humana,
una enfermedad con alta morbilidad, hospitalizacion y mortalidad, principalmente en poblaciones vulnerables. Su
presencia en alimentos es favorecida por su resistencia a bajas temperaturas y amplio rango de pH; los brotes estan
vinculados a carnes frescas y procesadas, productos lacteos y alimentos listos para su consumo”.

2.1.1. Internacional

La carne molida de res es un producto que ultimamente esta siendo utilizada en forma mas frecuente en muchas
formulaciones para elaborar otros productos carnicos listos para su consumo y también se presta para muchos
preparados en la cocina. Su adquisicion se debe exigir que sea de buena calidad, debido a que podria contener aditivos,

5/27


http://repositorio.unac.edu.pe/bitstream/handl

Curiginal

cortes no adecuados o microorganismos. Su eleccion obliga a verificar que no presente olores extrafos, coloracion
verdosa o gris, pérdida de textura, presencia de limo, temperatura de conservacion, fecha de caducidad y procedencia;
cualquier cambio de sus caracteristicas puede indicar presencia de microorganismos alterantes o presencia de
patogenos. Forester (2012), estudio “la presencia de Listeria en carne molida y establecio que el ganado y la carne molida
(37 %) pueden albergar cepas virulentas de L. monocytogenes. Indica que se requiere hacer un mayor nimero de estudios
en animales y en los productos que se obtienen de ellos para mejorar el control de la listeriosis#. Dedio y col. (2002)
“revelo la presencia de Listeria monocytogenes en carne vacuna fresca en el area del Gran Mendoza; analizé 100
muestras de carne molida comin, En total aislo 306 colonias, de las cuales 68 cepas se identificaron como Listeria
monocytogenes El 37 % de las muestras de carne dieron positivas para Listeria monocytogenes”.

Rees et al (2017) sefalan que “L. monocytogenes es una bacteria Gram positiva, anaerobio facultativo, psicrotrofico que
habita en entornos naturales y artificiales donde su crecimiento es dptimo a 37 ° C, lo que refleja su papel como
patogeno oportunista comensal e intestinal, a una temperatura amplia rango (0-45 ° C); es relativamente resistente al
NaCl (crecimiento al 10%; supervivencia al 20-30%) en una amplia gama de condiciones de pH (pH 4.6-9.2). No es
inhibido significativamente por el dioxido de carbono y puede sobrevivir a muchas técnicas de procesamiento como
congelamiento y secado”.

Los procesos de elaboracion de productos carnicos pueden conducir a una contaminacion por la superficies inertes,
manipuladores, temperatura de las alas de elaboracion, ventilacion etc., generando su alteracion o sobrevivencia de
patogenos. Datta y col. (2012) “indican que los tejidos de la carne son susceptibles a contaminarse con microorganismos
patogenos durante las etapas de sacrificio y procesamiento, de tal forma que la contaminacion cruzada entre las
superficies de la piel del animal o heces y la carne, los hace propensos a que esta contaminacion faculte la presencia de
microrganismos patogenos como Salmonella spp., Campylobacter jejuni / coli, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
verotoxigénica y en cierta medida, Listeria monocytogenes. Por otro lado, Sanchez y col (2006) “analizaron muestras de
aire, agua potable, agua residual, superficies vivas e inertes, materia prima y producto terminado para investigar la
incidencia de Listeria spp., obteniendo baja incidencia de L. monocytogenes en materia prima, 30% de L. innocua en
producto terminado; L. innocua en superficies inertes 36%. En agua potable y aire no se detectaron especies de Listeria,
mientras que en agua residual se presento 100% para L. innocua. Esto indica que existe escasa incidencia del patogeno en
las muestras; pero, también existen condiciones adecuadas para que se pueda establecer, la presencia de la especie
saprofita L. innocua en varias de las muestras que se analizaron”.

Son muchas las investigaciones sobre la prevalencia de Listeria monocytogenes y todas ellas llegan a resultados
semejantes que nos lleva a considerar a Listeria monocytogenes, como un patégeno transmitido por los alimentos que
causa la listeriosis humana, que se encuentra cominmente en los productos carnicos, por ello se requiere ver a esta
bacteria con mayor interés para establecer controles mas exigentes a través de la Buenas practicas de manufactura y
Haccp.

Cavalcanti (2022), estimé la “prevalencia de L. monocytogenes en una variedad de productos carnicos brasilefos,
utilizando un metaanalisis de datos de la literatura. Se incluyeron en el estudio un total de 29 publicaciones de cinco
bases de datos, publicadas entre el 1 de enero de 2009 y el 31 de diciembre de 2019. Estimada por el modelo de efectos
aleatorios, la prevalencia combinada de L. monocytogenes fue del 13 %, con un rango de 0 a 59 %. La prevalencia
combinada de L. monocytogenes fue del 14 % y el 11 % para la carne cruda y la carne lista para el consumo (RTE),
respectivamente.

Con el fin de reducir el uso intensivo de una técnica de conservacion y de esta forma producir un menor impacto en las
caracteristicas sensoriales y nutricionales del alimento se hace uso de la tecnologia de tratamiento no térmico que
implica el uso de diferentes técnicas de conservacion, destacando el uso de aditivos quimicos, empaques en atmdsferas
modificadas, almacenamiento a bajas temperaturas, entre otros. En estas condiciones la carne molida es un producto que
puede ser sometida a una coccion a temperaturas que eliminen o disminuyan la carga microbiana contaminante y
presentar ausencia de microorganismos patogenos, manteniendo caracteristicas de su matriz (pH, humedad, Actividad de
agua) para ser almacenadas a temperatura de frio hasta cuando llegue al consumidor. Riesco et al., (2016) menciona que
“laindustria carnica recurre en muchos casos a la incorporacion de los conservantes quimicos autorizados en el caso de
la Unién Europea (Reglamento (UE) No 1129/2011), como el didxido de azufre, sulfitos, nitratos, nitritos y acetato
potasico”. Sin embargo, Velasco, (2018) menciona que “entre los conservantes mas polémicos destacan las sales de
nitrato y nitrito quienes en alimentos sometidos al asado pueden formar compuestos cancerigenos denominados
“nitrosaminas”. Estos compuestos no estan autorizados en carnes picadas, ya que mantienen la apariencia de frescura y
podrian convertirse en coadyudantes de adulteracion”.
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De lo descrito anteriormente Giménez et al (2017) “determinaron el efecto de un proceso no térmico de preservacion a
altas presiones hidrostatica (APH) de 600 MPa que a 400 MPa sobre el color y desarrollo de Listeria monocytogenes
inoculada en carne bovina sometida a un pre-tratamiento con preservadores quimicos durante un almacenamiento
refrigerado a 4°C y 10°C. Las materias primas tenian un valor de pH entre 5.4 y 5.7. Se obtuvo como resultado que el
crecimiento de L. monocytogenes en las muestras inoculadas, tratadas con solucion de aditivos quimicos y sometidas a
APH y almacenadas tanto a 4°C como a 10 °C, presentaron recuentos por debajo del limite de deteccion (2 log UFC/g) lo
cual significa que las altas presiones afectaron a las bacterias, impidiendo asi su desarrollo normal”.

Gonzalez y col (2013). “Utilizaron tres lotes diferentes de chorizo y morcilla en el que fueron inoculados con una cepa
nativa de L. monocytogenes a un nivel de 102 UFC/g junto con el bio-conservante C. maltaromaticum CB1 a un nivel de
103 UFC/g. Obtuvo mejores resultados con el bioconservante C. maltaromaticum CB1 almacenados a 4°Cy 8°C con una
reduccion significativa (P > 0.05) en los recuentos de L. monocytogenes durante 35 dias”.

2.2. Bases Teoricas

Listeria monocytogenes es un patogeno potencialmente mortal que existe en la naturaleza en forma libre y que es
transmitido por los alimentos. Actualmente cobra interés su crecimiento en alimentos listos para el consumo (LPC) por lo
que debe controlarse estrictamente para garantizar su inocuidad y de ésta forma proteger la seguridad alimentaria de los
consumidores.

La teoria de barreras justifica el uso de diversas técnicas para ejercer control sobre los microorganismo nativos, alterante
o0 patogenos que existen en las matrices de los alimentos; sin embargo, los alimentos son ecosistemas complejos
constituidos por la matriz del alimento y los organismos que viven en él. (Montville,2000) considera que “el ambiente de
un alimento esta constituido por factores intrinsecos del alimento (el pH, la actividad de agua y los nutrientes) y factores
extrinsecos a él como, la temperatura, la composicion del aire o la presencia de otras bacterias”. Del mismo modo,
McMeekin y col., (1993); Krist y col.,(1998) consideran que “entre otros ambientales que pueden tener influencia sobre el
crecimiento bacteriano destacan los siguientes: la temperatura, el pH, los solutos y la actividad de agua, la concentracion
de oxigeno, la presion y la radiacion, y que en muchos sistemas alimentarios, la temperatura, la actividad de agua y el pH
son los factores claves que controlan el crecimiento bacteriano. Las respuestas de las bacterias a estos factores de
crecimiento son altamente reproducibles, permitiendo que las respuestas sean resumidas como modelos matematicos”.

La tecnologias de conservacion de alimentos tienen como herramienta de control de microorganismos el uso de
temperaturas altas (pasteurizacion y esterilizacion) y temperaturas bajas (refrigeracion y congelacion). La eficiencia de
estos tratamientos esta supeditados a los componentes naturales de la materia prima (factores intrinsecos). Huang y col,
2022, “realizaron un estudio para definir el limite de crecimiento y no crecimiento de L. monocytogenes en carne molida
con tripolifosfato de sodio (STPP), lactato de sodio (NaL), diacetato de sodio (NaDiAc), cloruro de sodio (NaCl), nitrito de
sodio (NaNO2) y pH como factores de control. Se encontré que NaNO2 (1800 ppm) y NaDiAc (2500 ppm) no fueron
efectivos para prevenir el crecimiento cuando se aplicaron solos. STPP demostré ser muy eficaz para prevenir el
crecimiento de L. monocytogenes. Su crecimiento no se vio obstaculizado a pH 6-7, pero se inhibié cada vez mas mas
alla del rango neutral; asi mismo, considero6 que el control de la temperatura se encuentra entre los factores mas criticos
y precisos para el logro de un suministro alimentario que reina las propiedades sanitarias y organolépticas correctas”.

“Cuando la utilidad del tratamiento térmico y las conservacion a bajas temperaturas son aplicadas como elementos de
control de la actividad enzimatica bacteriana se esta afectando el metabolismo celular y en la medida que la temperaturas
aumente hasta el 6ptimo para su metabolismo Listeria monocytogenes crecera; por encima del 6ptimo el crecimiento
disminuye hasta alcanzar el periodo de muerte” (Prescott y col., 1999 ;Montville, 2000); en tanto que, a temperaturas de
frio la actividad enzimatica disminuye en proporcion al descenso de temperatura hasta un punto de inactividad
enzimatica para algunas bacteria y para otras, como Listeria monocytogenes es favorable y se generara un estado de
sobrevivencia de células vegetativas dentro de las condiciones intrinsecas del alimento. En ambos casos puede existir una
fase de latencia o adaptacion en el cual el micoorganismo adquiere capacidades de metabolicas y genéticas que le
permite la adaptacion y sobrevivientes vegetativos de patdgenos, muchas veces no detectables por los ensayos en
laboratorio.

A su vez las propiedades coligativas, reologicas y de textura de un alimento dependen de su contenido de agua, aun
cuando éste también influye definitivamente en las reacciones fisicas, quimicas, enzimaticas y microbioldgicas. “El agua se
divide en “libre” y en “ligada”; la primera seria la Unica disponible para el crecimiento de los microorganismos y para
intervenir en las otras transformaciones, ya que la segunda esta unida a la superficie solida y no actua por estar “no
disponible o inmovil”. Es decir, sélo una fraccion del agua, llamada actividad del agua es capaz de propiciar estos cambios
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y es aquella que tiene movilidad o disponibilidad. Es con base en este valor empirico que se puede predecir la estabilidad
y la vida Util de un producto, y no con su contenido de agua (Badui, 2006).

El pH es otro de los principales factores que determina la supervivencia y el crecimiento de los microorganismos durante
el proceso, el almacenamiento y la distribucion. Es dificil separar el efecto del pH y el de otros factores que dependen del
pH, por ejemplo, los microorganismos se ven afectados por el nivel de iones H+ libres, y ademas por la concentracion de
acido débil no disociado, que depende a su vez del pH. Los limites de pH para el crecimiento difieren ampliamente entre
los microorganismos, dentro del rango comprendido entre1 y 11. “Muchos microorganismos crecen a velocidad 6ptima
alrededor de 7, pero pueden crecer bien entre 5y 8. Hay sin embargo algunas excepciones: las bacterias lacticas cuyo pH
optimo se encuentra entre 5.5 y 6.0. Los valores maximos de pH a los que es posible el crecimiento son similares en
levaduras, hongos y bacterias” (Ramirez, 2006).

La bioconservacion y las temperaturas de refrigeracion surgen como una alternativa mas para conservar productos
carnicos. Los conservantes a base de fermentacion acido lactica funcionan gracias a su accidn bactericida o
bacteriostatica que permite utilizarlos en el control del crecimiento bacteriano en productos refrigerados listos para el
consumo. Gomez y col., (2019) “evalué la capacidad de tres extractos concentrados de bacteriocinas, provenientes de los
cultivos de Enterococcus mundetii, para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes Scott A en un modelo alimentario de
hamburguesas. Como resultados se obtuvo que la poblacion de L. monocytogenes Scott A en dicho modelo que
contiene el extracto antilisteria de E. muntii Tw56 disminuy6 desde 4 log UCF/g el dia 0 hasta que desaparece
completamente el dia 3, y en presencia de los otros extractos desaparece recién en el dia 7. Por otro lado, la poblacion de
L. monocytogenes en presencia de las Bacterias Lacticas (BL) productoras desaparece en el dia 5. Mientras que, sin la
adicion de extractos ni de las BL, el crecimiento de L. monocytogenes se mantuvo constante durante los 15 dias.
Conclusiones: Es evidente el potencial de aplicacion de dichos extractos, asi como el agregado de las BL productoras,
para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes a lo largo de la vida util esperada de un alimento procesado”. En los
estudios experimentales el uso de muchas variables al mismo tiempo puede distorsionar, de alguna manera, los resultado
del experimento; ante esta situacion se tiene las herramientas ofrecida por la Microbiologia predictiva que aporta
instrumentos estadistico-matematicos de modelos matematicos que permiten predecir el crecimiento microbiano
presente en el alimento cuando se conocen las condiciones en que éste se mantiene. La utilidad del modelo de Baranyi-
Roberts es la mas utilizada en muchos ensayos a nivel de ensayos de laboratorio y como sustrato se utiliza un medio de
cultivo en condicion de caldo con el aporte nutritivo apropiado.

Algunos de las investigaciones que utilizaron los modelos matematicos, encontramos en Hereu y col.,(2014) quienes
“analizaron el comportamiento de crecimiento de Listeria monocytogenes en productos carnicos cocinados (jamoén
cocido y mortadela) durante el almacenamiento refrigerado (4 °C a 12 °C) después de un tratamiento de alta presion a
400 MPa. Para estimar los parametros de crecimiento cinético para cada curva de crecimiento, se ajusté con el modelo
de crecimiento logistico primario con retraso. Para las muestras sin tratamiento de alta presion, el estado fisiologico de la
L. monocytogenes inoculada (es decir, adaptada a 8 °C o congelada a -80 °C) no influyo en la cinética de crecimiento del
patégeno durante el almacenamiento refrigerado posterior. Independientemente del estado fisiologico, no se observo
ningn tiempo de retraso (fase lag), excepto para L. monocytogenes estresada por congelacion en mortadela almacenada
a4 °C, y las tasas de crecimiento fueron similares para ambos productos en promedio, siendo 0,032 + 0,005 h-1, 0,070 +
0,003 h-1y 0,117 +0,003 h-1a4 °C, 8 °Cy 12 °C, respectivamente.

Juy col. (2014), desarrollaron un modelo de crecimiento predictivo de Listeria monocytogenes en carne de cerdo cruda.
Las muestras se inocularon con dos cepas de L. monocytogenes ATCC 15313 y L13-2 aisladas de cerdo y se almacenaron
a5, 15y 25 C. Los resultados se evaluaron utilizando el programa MicroFit. Los modelos predictivos en este estudio
fueron desarrollados por los modelos de Baranyi, Gompertz modificado y Logistico basados en datos experimentales El
modelo de Baranyi predijo que la tasa de crecimiento especifica (mmax) aumento gradualmente con valores de 0.05, 0.47
y 0,65 log UFC/g/h a medida que aumentaban las temperaturas de almacenamiento (5, 15y 25 C, respectivamente). Sin
embargo, las tasas de crecimiento especificas en los modelos modificados de Gompertz y Logistic fueron mas altas que
las tasas predichas en el modelo de Baranyi. El modelo de Gompertz modificado predijo que las tasas de crecimiento
especificas a 5, 15y 25 C fueron 0,11, 1,01 y 1,33 log CFU/g/h. En el modelo logistico, se predijo que las tasas de
crecimiento especifico a 5, 15y 25 C serian 0,11, 0,97 y 1,29 log CFU/g/h. Park, Bahk, Park, Park y Ryu (2010) mostraron
resultados similares donde la tasa de crecimiento especifica usando el modelo de Baranyi fue mayor que la tasa usando el
modelo de Gompertz. Estos valores indicaron que los modelos desarrollados fueron aceptables para expresar el
crecimiento de microorganismos en la carne de cerdo cruda, lo que puede aplicarse para garantizar la inocuidad de las
carnes y establecer estandares para evitar la contaminacion microbiana.
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2.3 Conceptual
Microbiologia predictiva (MP)

La microbiologia predictiva es un método rapido para la obtencion de resultados en menor tiempo de manera concreta y
fiable, que permite evaluar las respuestas de los microorganismos a los factores del medio ambiente con su crecimiento o
inactivacion del mismo, a través de modelos matematicos, de tal manera con el apoyo de este método se resuelve
problemas sobre seguridad alimentaria y el deterioro de alimentos (Rassoly & Herold, 2008). (McMeekin et al., 2002).

Crecimiento bacteriano En microbiologia la palabra crecimiento se define como in incremento en el nimero de células o
de masa celular por unidad de tiempo de una poblacién microbiana (Madigan y col., 1997). El crecimiento ocasiona un
aumento del nUmero de células cuando los microorganismos se multiplican por procesos como gemacion o fision
binaria en este caso las células individuales se agrandan y dividen para originar dos células hijas de un tamafo
aproximadamente igual (Prescott y col., 1999).

Curvas de Crecimiento Las curva de crecimiento de un cultivo microbiano esta dividida en cuatro fases denominadas:
Fase de latencia, Fase exponencial o logaritmica, Fase estacionaria y Fase muerte. Estas etapas son la consecuencia de
distintos factores como el agotamiento de las reservas celulares de energia, al igual que el crecimiento la muerte asume
una funcién exponencial que es representada por una disminucion lineal del nimero de células viables al largo del
tiempo. (Madigan y col.1997; Prescott y col.1999)

Modelos predictivos Es un modelo de datos para conocer el comportamiento de los microorganismos en condiciones
previsibles es preciso conocer la evolucion de los factores que influyen sobre su crecimiento como, por ejemplo, pH,
actividad de agua, temperatura y sal. Precisamente, la microbiologia predictiva se basa en que el crecimiento microbiano
sobre los alimentos resulta, en cierto modo, reproducible frente a estos factores ambientales. Por consiguiente, se trata
de un comportamiento que podria recogerse en distintos modelos matematicos que estimen tanto el crecimiento
microbiano, como su inactivacién, produccion de toxinas, probabilidad de crecimiento, etc. (Ross, et al, 2000).

Modelos matematicos Son expresiones matematicas que describen el desarrollo, sobrevivencia, inactivacion o proceso
bioquimico de los microorganismos encontrados en alimentos (McDonald y Sun, 1999).

Tiempo generacional Es el tiempo necesario para que se duplique una poblacion bacteriana. Segln Stanier y col,( 2005)
lo define como el tiempo requerido para que todos los componentes del cultivo aumenten en un factor de 2. Durante
este periodo de generacion el nimero de células y la masa celular se duplica. El tiempo de generacion es Util como
indicador del estado fisiologico de una poblacion celular, y es usado con frecuencia para comprobar el efecto negativo o
positivo de un determinado tratamiento sobre un cultivo bacteriano” (Madigan y col .1997).

Velocidad de crecimiento El crecimiento se define como un incremento del nimero de células microbianas o de la masa
microbiana en una poblacién. En consecuencia, "la velocidad de crecimiento es el cambio en niUmero de células o de la
masa celular por unidad de tiempo" (Madigan ,1999). Un cultivo microbiano creciendo en equilibrio imita una reaccion
autocatalitica de primer orden, es decir, la velocidad del aumento de bacterias en un tiempo dado es proporcional al
numero o masa de bacterias presentes durante ese tiempo (Stanier y col .1989). La tasa del crecimiento exponencial
(velocidad) de un microorganismo influyen dos conjuntos de factores: las condiciones ambientales (temperatura, pH,
composicion del medio), y las caracteristicas genéticas del microorganismo (Madigany col .1997).

2.4. Definicion de términos basicos

Carne Segun el Codex alimentarius define la carne como “todas las partes de un animal que han sido dictaminadas como
inocuas y aptas para el consumo humano o se destinan para este fin” (Alimentos et al., 2017).

Carne molida NTE INEN 1 346, (2010) lo define como carne apta para el consumo humano, dividida finamente por
procedimientos mecanicos y sin aditivo alguno” proveniente principalmente de tejido muscular que incluye, ademas,
tejidos blandos (adiposo, epitelial, nervioso) picado finamente por una maquina trituradora de carne. Generalmente, la
carne molida procede del pecho, pecho centro, pecho punta y falda del ganado vacuno. Al ser la mayoria proveniente de
tejido muscular provee proteinas y lipidos necesarios en la dieta humana. (Arroyo Llantin, 2008)

Inactivacion bacteriana Se define como la disminucion del recuento bacteriano, es decir, a fenémenos de letalidad. Un
agente o factor inactivando o letal se llama bactericida (o listericida, si actUa contra Listeria). Desde el punto de vista
cinético, el parametro nombrado valor D, o tiempo de reduccion decimal, es el tiempo de exposicion a un factor letal que
es necesario para inactivar (reducir) el 90% (1 unidad logaritmica) la poblacion de un determinado microorganismo.
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Supervivencia Se refiere a la capacidad del microorganismo para mantener su viabilidad en unas determinadas
condiciones que la comprometen. Generalmente, este concepto se utiliza para describir situaciones en que no se aprecia
una disminucion rapida o brusca de la concentracién bacteriana.

Calidad microbiolégica Producto que cumple con los criterios microbiologicos de inocuidad alimentaria. Abarca no solo
la determinacion de la presencia o ausencia de microorganismos en los alimentos, sean elaborados artesanal o
industrialmente, sino también implica garantizar el cumplimiento de las condiciones higiénico-sanitarias bajo las cuales
fueron elaborados. El cumplimiento de ambas caracteristicas garantiza que el producto elaborado es apto para ser
consumido. (Soberon , 2020)

Vida (til Se define como el periodo durante el cual el alimento es deseable para el consumo. (Gutiérrez, 2000). En funcién
de criterios de aceptabilidad que incluyen el mantenimiento de las propiedades sensoriales (en la llamada vida util
comercial), que se pueden alterar por reacciones fisicoquimicas, bioquimicas o bien por la accion de microorganismos
alteradores; el cumplimiento de las declaraciones nutricionales del producto y la garantia de la inocuidad del producto
(vida Util segura), el cual no ha de tener la presencia de un o mas peligros (p. ex. microorganismo patdgeno y/o toxina) a
niveles inaceptables que supongan un riesgo por la salud del consumidor (CCFRA,2004).

Modelo de Baranyi y Roberts “El modelo de Baranyi y Roberts (1994) describe una curva bacteriana sigmoidea. La
diferencia principal entre este modelo y otras curvas sigmoidales como la funcion modificada de Gompertz, el modelo
logistico, etc., es que las interfases son mas lineales que los de aquellas curvas sigmoideas clasicas, las cuales tienen una
mayor pronunciacion en la curvatura de estas interfases. El modelo de Baranyi y Roberts tiene 4 parametros principales
(valor inicial, fase de latencia o retraso/interfase, tasa maxima, valor final) y 2 parametros de curvatura: mCurv y nCurv, los
cuales describen la curvatura de la curva sigmoidea respectivamente al principio y al final de la fase de crecimiento’
(DMFiT, 2009). “Pretende calcular la evolucion mas probable del crecimiento del microorganismo, siguiendo la curva mas
frecuente, es decir, una sigmoidea (forma de s). Este es una parte del sistema empleado para el calculo de las variaciones
de tiempo necesarias para que un microorganismo se duplique”. (Baranyiy col. 2004)

Modelo de Barayi-Roberts
yt=y0-pmaxFt-ln(1+epmaxF(t)-1e(ymax -y0)) (1)

F(t)=t+1in(e-vt+e-h0e(-vt-h0)) (2) y(t) = concentracidn celular al tiempo t yO = concentracion celular inicial ymax =
concentracion maxima de células pmax= velocidad de crecimiento maxima especifica v= velocidad de aumento del
reactivo limitante h0 = estado fisioldgico de las células A = duracion de la fase de adaptacion (Baranyi y col. 1999;
Gonzales y col, 2022.) Tiempo de reduccion decimal (valor D) “Es el tiempo necesario para disminuir un ciclo logaritmico
la carga microbiana, entendiéndose como la forma de destruir el 90% de la poblacion microbiana de un determinado
microorganismo a una temperatura dada, y se ha usado como modelo de inactivacion bacteriana dado que puede ser
extrapolado a un proceso industrial” (Lee and Kaletunc, 2002; Vasan et al., 2013).

Prediccion del crecimiento microbiano La informatica, y el consiguiente desarrollo de programas adecuados, ha de
permitir conocer qué microorganismos pueden crecer y a qué nivel, su capacidad para producir toxinas o si en
determinadas condiciones pueden eliminarse los peligros asociados. “Actualmente, la prediccion del crecimiento de
patogenos es algo que se ha estado realizando de forma anecdotica en algunos centros de investigacion. El gran
inconveniente es que, al no intercambiar informacion, se estaba evidenciando que se desarrollaban estudios similares o
en condiciones no comparables”. (Rodriguez, 2014). ComBase Es considerada como una base de datos ComBase, en la
que se recoge informacion de las respuestas microbianas mas probables ante diversas condiciones ambientales.
ComBase es la mayor iniciativa para coordinar los datos existentes en la actualidad y que se puedan generar en el futuro.
Se mantiene gracias al ComBase Consortium, establecido en Londres en mayo de 2003, como una colaboracién entre la
Food Standards Agency (Reino Unido), el Institute of Food Research (Reino Unido), el USDA Agricultural Research Service
(EEUU) y el Eastern Regional Research Center (EEUU).

Estado fisioldgico (ho) Es un parametro adimensional que cuantifica el estado fisioldgico inicial de las células. Sus
dimensiones tienen como limite superior el valor de 1y el menor 0. El estado fisioldgico sera idéntico, en un principio, al
que tenian en el medio y fase donde se encontrasen (fase exponencial o estacionaria) y que poco a poco, su estado
fisiologico se acercara al que tienen los microorganismos en la fase exponencial de crecimiento. Mackey (2000)

ll. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis
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3.1.1. Hipdtesis general Los parametros de la supervivencia no térmica de L. monocytogenes en la carne molida
precocinada se logra caracterizar mediante el modelo predictivo de Barangy y Roberts del Programa DMFit del ComBase.

31.2. Hipotesis especificas

+ Los parametros cinéticos de la declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes por efecto del almacenamiento
en temperaturas de refrigeracion se caracterizan mediante el modelo predictivo de Barangy y Roberts del programa
ComBase.

+ El modelo predictivo de Barangy y Roberts del programa DMFIT del COMBASE determina las condiciones de
supervivencia de Listeria monocytogenes (Log UFC/g) a temperaturas de 4, 10 y 15 °C en la carne molida precocinada.

+ Los parametros cinéticos de supervivencia de Listeria monocytogenes en las condiciones de pH y CINa de la carne
molida precocinada a temperaturas de 4, 10y 15 °C permite establecer el Factor D y el estados fisioldgico.

3.2. Definicion conceptual de variables
321. Variable independiente

Las curvas de supervivencia de Listeria monocytogenes (-Log UFC/g) que permitiran obtener los parametros
caracteristicos de la supervivencia en la carne molida precocinada, almacenadas en temperaturas de refrigeracion.

3.22. Variable dependiente La supervivencia no térmica de Listeria monocytogenes presente en la carne molida
precocinada caracterizado por el modelo de Barangy y Roberts

33. Operacionalizacion de variables Variable Dimension Indicador indice Método Técnica Dependiente: Caracterizacion
de la Supervivencia no térmica Supervivencia Inocuidad Valor D y Estado fisiolégico NUmeracion de UFC/g de Listeria
monocytogenes en la carne molida precocinada Curvas de declinacion del crecimiento. Variable independiente: Curvas
de supervivencia de L. monocytogenes en la carne molida precocinada Parametros cinéticos y declinacion del
crecimiento Ajuste de curva por Modelo de Baranyi-Roberts Variacion de parametros de Muerte celular) : (-ymax = Log
UFC/g/h Fase lag A (Horas) Tg= Horas Seleccion de variables de ingreso al modelo (Temperatura, pH, NaCl) Modelo
predictivo del programa COMBASE para el ajuste de datos.

V. DISENO METODOLOGICO
41, Tipoy disefo de la investigacidn
411, Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo prospectivo, porque los datos se recogen a medida que van sucediendo; longitudinal, las
variables se caracterizaron en funcion del tiempo; y experimental, porque se manipulo la variable experimental no
comprobada, en condiciones rigurosamente controladas, con el fin de describir de qué modo o por qué causa se
produce la sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada 4.1.2. Disefno de investigacion

Se aplico un diseno factorial simple, para lo cual se establecieron 3 grupos experimentales cada uno con 03 muestras o
repeticiones. Cada grupo fue almacenado a una temperatura de 4, 10y 15 °C. De cada grupo se obtuvieron el promedio
de la tasa de la declinacién del crecimiento (-pmax), Duraciéon de la fase de latencia (), horas) y el respectivo Coeficiente
de determinacion.

42. Método de investigacion

Se formaron 3 grupos experimentales de carne molida precocinada que incluyen 3 muestras, a cada una de ellas se
inocularon células vegetativas de Listeria monocytogenes en cantidad de Log 8.0 UFC/g. Un grupo fue conservado a
temperatura de 4°C, otroa 10 °Cy el ultimo a 15 °C. De cada grupo se obtuvieron valores promedios de pH y porcentaje
de humedad y nimero de células vegetativas sobrevivientes de Listeria monocytogenes en funcién del tiempo. Cada
grupo quedo6 expresado como una curva de la declinacion del crecimiento que fue ajustado mediante el modelo
matematico de Baranyi-Roberts integrado en la herramienta del DMFit del Programa ComBase; la cual reporté los
parametros que caracterizaron la sobrevivencia en los términos de la tasa de declinacion de crecimiento, tiempo de
adaptacion, tiempo generacional, estado fisioldgico y Factor D.

43.

11/27



Curiginal

MATCHING BLOCK 2/8 W  http://repositorio.unac.edu.pe/bitstream/handl ...

Poblacion y muestra 4.3.1. Poblacion La poblacion estuvo representada por 6.0 kilos de carne molida precocinada que
serviran de sustrato

0 matriz para los fines experimentales de la presente investigacion. 4.3.2. Muestra El tamafo de la muestra fue del mismo
tamano que la poblacion y a partir de esta se obtuvieron cantidades o muestras para las repeticiones integrantes de cada
grupo experimental. De esta forma cada unidad de analisis tendra la posibilidad de ser ensayada manteniendo
poblaciones semejantes de Listeria monocytogenes inoculadas en la matriz carnica.

44. Lugar del estudio
MATCHING BLOCK 6/8 W  http://repositorio.unac.edu.pe/bitstream/handl ...

El estudio se ejecutara en el Laboratorio de Ciencias Naturales de la. Facultad de Ciencias Naturales. Universidad
Nacional del Callao, 4.5.

Técnicas e instrumentos para la recoleccion de la informacion.

Obtencion y recepcion de la materia prima Se utilizd como materia prima, carne molida precocinada a una temperatura
de 80 °C y un tiempo de coccion de 30 minutos para luego ser envasadas en bolsas de plastico con cierre zip con
capacidad de 2 Kg. Inmediatamente se procedio al enfriamiento en agua helada conservandola asi para su transporte e
inmediato analisis en laboratorio.

Analisis fisico—quimico Determinacion de la humedad De cada una de las unidades experimentales de cada grupo se
tomod y pesaron 5 g de CMP y colocadas en una Balanza electronica para medir humedad. Modelo VE-50-5, obteniendo
directamente la humedad en gramos y porcentaje.

Determinacion del pH Se utilizé un medidor de pH HI98163 HANNA, que mide el pH y la temperatura utilizando el
electrodo FC2323 especializado para medir en carnes con una cuchilla de perforacion de acero inoxidable. El electrodo
es introducido directamente en la CMP de cada una de las unidades experimentales de cada grupo.

Calidad microbiolodgica En forma paralela al analisis fisico quimico de los grupos experimentales se procedio con el
analisis microbiologico de la CMP los cuales se realizaron por triplicado, siguiendo las exigencias de la normatividad
peruana, NTS N° 071- MINSA/DIGESA-V. 01:

MATCHING BLOCK 8/8 W  https://docplayer.es/78318322-Universidad-naci ...

Norma Sanitaria que establece los Criterios Microbiologicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y
Bebidas de Consumo Humano”,

se realizo los ensayos bacterioldgicos para numerar: mesofilos aerobios, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Salmonella sp; siguiendo las técnicas operativas del Manual Digesa: Laboratorio microbiologia de alimentos.

Ensayos de las curvas de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la CMP. Preparacion del inoculo.

Se obtuvo la cepa de Listeria monocytogenes ATTC 1911, la cual se conservo en congelacion de -18 °C hasta el momento
de su uso. La activacion se realizo mediante un repique del cepario a 10 ml de caldo triptona soya (TSB) estéril e incubada
a 37 °C por 24 horas, la cual se repite por 24 horas. (Giménez et al. ,2016). Del Gltimo cultivo se obtiene 1 mL y se
trasplanta en un tubo con 9 mL de TSB estéril e incubarla a 37°C. por 18 hs, tiempo en el cual se obtendra una poblacion
probable maxima de 8.0 (modelamiento ComBase). Para la verificacion del nUmero de células de Lm se realizo la
numeracion en un cultivo en Agar Plate Count (APC). Posteriormente se procedio a obtener concentraciones de 10 Log
UFC/ml por centrifugacion para proceder a la contaminacion en la CMP.

Proceso de inoculacién

Para cada Tratamiento o grupo experimental se utilizaron 3 envases (unidades experimentales) cada uno con 100 gramos
de carne molida precocinada, a cada uno de ellos se inoculé 1 ml de suspension Log 10 UFC/ml de Listeria
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monocytogenes para lograr, al final de la homogenizacién de carne molida, un nivel de indculo de de 8 Log UFC/g. Una
vez que las unidades experimentales, de cada grupo, estuvieron contaminadas con células de Lm fueron conservadas a
4°C, 10y 15 °C, siguiendo el esquema del disefio experimental, en las cuales se evaluaron los cambios de la poblacion
microbiana (Log UFC/g) como respuesta al pH humedad y adicion de Cloruro de sodio (CINa).de la CMP.

Obtencion de la curva de declinacion del crecimiento en la CMP El volumen del in6culo de Lm se incorporé y
homogenizé en las unidades experimentales de cada grupo utilizando un homogenizador Stomacher® 400 Circulator Se
peso 5g de CMP y con 45 ml de agua destilada estéril, luego se procedio con la homogenizacion constante para
continuar la dilucién al décimo hasta lograr una dilucion que permita detectar un nimero de colonias entre 30 - 300
UFC/g. Esta accion se repetira desde el inicio (tiempo cero, TO) hasta cubrir tantas iteraciones como lo requiera el
comportamiento de Lm en la Matriz de la CMP, durante la conservacion a las temperaturas planteadas en el estudio.

Numeracion de Lm en Agar PALCAM El nimero de colonias halladas en cada iteracion se realizo siguiendo la técnica de
numeracion por siembra por inmersion utilizando el medio selectivo Agar Palcam, incubando los cultivos a 37 °C por 24
horas.(Mamani, 2016).

Modelamiento del tratamiento no térmico de Listeria monocytogenes en el ComBase

Se determinaron los parametros cinéticos del tratamiento no térmico de Listeria monocytogenes referenciados a las
condiciones de la matriz de CMP y temperaturas de 4, 10y 15 °C, utilizando el modelo predictivo de Baranyi-Roberts del
programa COMBASE el cual realiza el ajuste de las curvas de declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes cuya
data es originada en un caldo como medio de cultivo para la obtencion de la fase de adaptacion o fase Lag (A), la tasa
maxima de declinacidn de crecimiento exponencial (-pmax) y el tiempo generacional (Tg), como descriptores
microbiologicos. El modelamiento facilito la determinacion del uso de la concentracion porcentual de CINa y variacion
de pH en la etapa de obtencion de parametros de sobrevivencia en la matriz de la CMP

Determinacion de los parametros de supervivencia no térmica de Lm en la carne molida precocinada a temperaturas de
4,10y 15 °C-

Se utilizo la herramienta DMFit del programa Combase para determinar los parametros de la supervivencia de Lm en la
CMP conservada a temperaturas de 4, 10y 15 °C, como la tasa maxima de la declinacion del crecimiento y la fase Lag y su
estadistico coeficiente de determinacion (R2). Mediante calculos basados en dichos parametros se determinaron el valor
Dy el estado fisioldgico inicial de las células vegetativas mediante la siguiente ecuacion: EFC= 10(- x & ) 4.6. Analisis y
procedimiento de datos

Las curvas de crecimiento y supervivencia seran ajustadas por el modelo de Barangy y Roberts utilizando el Programa de
Combase y la bondad de ajuste, para ambas,
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sera interpretada por el indicador estadistico Coeficiente de Determinacion (R2). La

comparacion de las velocidades de crecimiento y supervivencia de Lm entre los tratamientos se realizara mediante el
disefio de ANOVA. Asi mismo,
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la medicion de la desviacion promedio entre el valor ajustado y el observado se realizara de acuerdo con

el coeficiente de determinacion (R2).
V. RESULTADOS

5.1 Resultados descriptivos « Caracterizacion de la carne molida Se prepararon tres grupos de carne molida precocida
cada uno de ellos con 300 gramos, a los cuales se determinaron el pH, Humedad; asi como, su calidad microbiologica.

La tabla N° 1 muestra los valores promedios (n=3) de pH obtenidos al inicio del experimento, observandose que las
muestras conservadas a 4 °C, 10 °Cy 15 °C inician con un pH de 5.83, 5.81 y 5.83 y al término del periodo experimental de
19, 12 y 6 dias el pH varié en un porcentaje de 7.20, 9.12 y 10.46 %, respectivamente.
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Las condiciones experimentales exigen que las muestras tengan relativamente un pH cercanamente similar entre si y esta
condicion se establecio a través del analisis de varianza que indica que al inicio experimental no existe diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) entre las muestras estudiadas; sin embargo, la variacion del pH final presenta
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) y que esta diferencia se atribuye a los factores que intervinieron en el
periodo de conservacion a las temperaturas experimentales.

La humedad es otro de los parametros que caracteriza a la matriz de las muestras por el aporte de agua para mantener la
biodisponibilidad de los nutrientes y también las condiciones para la actividad enzimatica y crecimiento de bacterias
alterantes y patogenas.

En la tabla N° 1, se presentan los valores promedios (n=3) de la humedad contenida por las muestras de carne de res
precocida mostrados al inicio del experimento, destacandose que las muestras conservadas a 4 °C, 10 °Cy 15 °C
mantienen una humedad inicial de, respectivamente, 78.96, 77.73 y 78.01% y del mismo modo, al final del experimento el
valor inicial disminuye en 9.38, 4.10 y 1.14 %; durante los periodos de conservacion de 19, 12 y 6 dias, respectivamente.

La comparacion de los porcentajes de humedad inicial de las muestras experimentales mediante el analisis de varianza
indica que son similares entre ellas, no existiendo diferencias estadisticamente significativas (p=>0.05); mientras que la
humedad final presente en cada temperatura son diferentes estadisticamente significativos (p=>0.05) entre ellos,
atribuible a los factores como la temperatura, pH y actividad bacteriana.

Tabla 1. Comportamiento del pH y la pérdida de humedad, inicial y final de la carne molida de res precocinada conservada
a temperaturas de 4, 10y 15 °C.

Temperatura pH Humedad

Valor Inicial Variacion (%) Tiempo (dias) Valor Inicial % Variacion Tiempo (dias) 4 °C 5.83 7.20 19 78.96 9.38 19 10 °C 5.81
9.121277.734.112 15 °C 5.83 10.46 6 78.01 1.14 6 Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 2. presenta los valores microbiologicos de las muestras de CMP para los indicadores de inocuidad exigidos como
Numeracion de Mesofilos aerobios, 30 °C (NMA), Escherichia coli (Ec), Staphylococcus aureus (Sa) y Salmonella sp (Ssp).
Las muestras que se conservaron a 5, 10 y 15 °C presentan una carga bacteriana promedio de NMA de 2.57, 2.77, 2.75 Log
UFC/g (p<0.05), respectivamente. Referente a EC los promedios, para las mismas temperaturas fueron 1.17, 1.22, 1.25 Log
NMP/g (p<0.05). Para el caso de Sa todas las muestras tuvieron un nivel de >10 Log UFC/g y Ssp Ausencia/25 g. Estos
resultados indican que la CMP tiene una calidad microbioldgica que garantiza una condicion de apta para consumo
humano (NTP, 2008).

Tabla 2. Calidad microbioldgica de las muestras de carne molida de res precocidas Agente bacteriano
Temperaturas de conservacion

5°C10 °C 15 °C Numeracion Mesofilos aerobios (Log UFC/g) 2.57+0.25 2.77+0.12 2.75+0.1125 Escherichia coli (UFC/g)
1.17£1.25 1.22+1.25 1.25+1.63 Staphylococcus aureus (UFC/g) >10 >10 >10 Salmonella sp. (A/P) Ausente Ausente Ausente
Fuente: Elaboracion propia

5.2 Resultados inferenciales « Modelamiento de la sobrevivencia de Listeria monocytogenes utilizando el Programa del
Combase

Las condiciones que establece el Programa de tratamiento no térmico incorporado en el ComBase indica que el
procesamiento de la data de decrecimiento o muerte celulares es procesado considerando que el sustrato es un medio
de cultivo liquido o caldo. Ademas, el Programa permite seleccionar el nombre del patdgeno: Listeria monocytogenes,
pH, Temperatura, % concentracion de CINa (minimo 6.6 %); por otro lado, por defecto, ofrece el estado fisiologico (h0).
Como respuesta se obtiene tasa maxima de la velocidad del decrecimiento (-log.UFC/h), Valor D(Horas) y Tiempo Lag o
tiempo de adaptacion (Horas).

Se procedié al modelamiento de la sobrevivencia no térmico para determinar el tiempo de reduccion decimal (valor D), el
cual es considerado como el tiempo necesario para destruir el 90% de la poblacion de Listeria monocytogenes (Lm) a una
temperatura de 4, 10y 15 °C, en condiciones de pH 5.0, 5.5 y 6.0 (variacion probable de pH en procesos de
almacenamiento) y concentracion CINa de 6.6%. (minima concentracion probable para inhibir el crecimiento de Lm).

La caracteristica mas importante para la descripcion de procesos de crecimiento o no crecimiento es la velocidad en la
cual se realiza el evento. La Tabla 3, muestra los resultados del modelamiento efectuado con el programa de
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supervivencia no térmica del ComBase, observandose que -pmax, (log.UFC//h) es -0.001a4 °‘'Cy pH 5,5.5y 6, es
semejante hasta un alcance de 6000 horas (250 dias)y cada 12.54 dias se produce la muerte de un nivele generacional;
mientras que a temperatura de 10 °C -pmax es igual para pH 5.5y 6 ,esmenorapHapH5ya15°CelpH6el Tg es
semejante a 4 °C. Estos resultados indican que el pH esta relacionado al pH a una concentracion constante de 6.6% de
ClNa.

Tabla 3. Velocidad de la Tasa Maxima de la declinacion de crecimiento de Listeria monocytogenes segiin modelo de
Baranyi-Roberts Programa Combase

Temperatura pH (- pmax, log.UFC//h) Tiempo de muerte generacional (Tg, dias) 4 °
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C5.0-0.001-12.54 5.5 -0.001 -12.54 6.0 -0.001 -12.54 10 °C 5.0 -0.002 -6.27 5.5 -0.001 -12.54 6.0 -0.001 -12.54 15 °C
5.0-0.002 -6.27 5.5 -0.002 -6.27 6.0 -0.001 -12.54 Fuente: Elaboracion propia La Tabla 4, muestra los

parametros cinéticos de sobrevivencia de Lm segiin el modelo de Baranyi, en condiciones de pH 5, 5.5y 6.0y CINa 6.6 %
y temperatura de 5, 10y 15 °C. Se que observa que la sobrevivencia es mas permisible a 4 °C en donde Lm toma un
periodo de 1,910.90 horas (79.62 dias) para adaptarse a su entorno y tener probabilidades de iniciar su crecimiento pese a
encontrase a un entorno de hiperosmolaridad producido por la concentracion de sal 6.6%, asi como cristales de hielo que
se pueden estar formando. Sin embargo, el valor de sobrevivencia, valor D, se incrementa en funcion del pH. El valor D es
mas alto a temperatura de 4 °C, pH 5 fue de 1776.61 horas (74.03 dias). A temperaturas, de 10y 15 °C el valor D los
tiempos son menores, debido dichas temperaturas favorecen su crecimiento, frenandose la muerte celular.

Tabla 4. Parametros de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en Caldo con 6.6% de CINay pH 5, 5.5y 6 en relacién
con las temperaturas de 4,10y 15 °C, segin Combase Temp (°C) pH Tiempo Lag (Horas) Valor D (Horas) 4 °C 5.0 1910.90
712.10

5.51910.90 1229.20

6.01910.90 1776.61 10 °C 5.0 955.45 606.54
5.51910.90 963.59

6.01910.90 1281.77 15 °C 5.0 955.45 402.30
5.5955.45 596.40

6.0 1910.90 740.32 Fuente: Elaboracién propia

Los resultados del modelamiento de la supervivencia no térmica de Lm, utilizando el Programa Supervivencia no Térmica
del Combase demostré que la interaccion del pH y las temperaturas de refrigeracion pueden ser Utiles para lograr un
control sobre la sobrevivencia y que las concentraciones de sal de 6.6 porciento, que es el minimo que ofrece el
programa para seleccionar, no ejerce accion sustantiva sobre la supervivencia de Lm. Los fines del presente estudio es
utilizar los datos de las curvas de declinacion o muerte celular proveniente de un sustrato como la carne molida
precocinada (CMP) la cual configura un ambiente que mantenga los requisitos de humedad asociado a su textura y del
pH 5.8, apropiado para su almacenamiento posterior a temperatura de refrigeracion y de una concentracion maxima de
cloruro de sodio (sal) de 2% (p/p) que por razones técnicas de proceso y formulacion se deben mantener a fin de que el
producto pueda ser utilizado de inmediato y evitar el sabor salado, textura blanda y himeda y olor desagradable.

+ Ensayos microbiolégicos en matriz de la carne molida precocinada- Los datos de sobrevivencia de las Unidades
formadoras de colonia por gramo (UFC/g) de Listeria monocytogenes (Lm) que fueron inoculadas en la carne molida
precocinada sirvieron para elaborar las curva de declinacion del crecimiento o supervivencia y realizar el mejor ajuste para
cada una de las combinaciones de variables de temperatura de 4, 10y 15 °C en condiciones de pH 5.5 y concentracion de
Cloruro de sodio (CINa) 2% utilizando el modelo de Baranyi incorporado en el Programa DMFit del Combase. Cada valor
representa el promedio de tres observaciones independientes para cada tiempo.

La figura 1, muestra el comportamiento de la declinacion del crecimiento de Lm en la carne molida precocida (CMP)
cuando es almacenada a 4, 10y 15 °C en condiciones de pH 5.5 y concentracion de cloruro de sodio al 2% (p/p),
destacando la presencia de un periodo de tiempo para la adaptacion celular o Fase Lag seguido de otro periodo
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decrecimiento lineal de tipo logaritmico. La tabla 5 indica que las curvas se inician con una poblacion promedio inoculada
aproximada de 8.0 Log UFC/g en cada una de las temperaturas de almacenamiento, no encontrando diferencias
significativas entre ellas (p<0.05). La poblacion final, consideradas como unidades logaritmicas (UL), disminuyeron en
cantidades -1.64, -4.00, y -4.23 Log UFC/g; correspondiéndoles los tiempos de 1,152, 864 y 377 horas y temperaturas de
refrigeracion de 4, 10y 15 °C, respectivamente. El analisis comparativo de la poblacion final y el tiempo de su ocurrencia
indica que existen diferencias significativas (p>0.05) durante su almacenamiento a las temperaturas ensayadas. El
comportamiento de las células de Lm encontré mayor efecto de resistencia al frio a 4 °C, traducido a una sobrevivencia
por mayor tiempo, produciéndose una muerte celular de bajo nivel; mientras que a 10y 15 °C el periodo de sobrevivencia
es mas corto. El error cuadratico medio (RMSE), que mide la cantidad de error que existe entre el valor observado de -Log
UFC/g en funcién del tiempo, y lo que predice el modelo de Baranyi-Roberts, fue de 0.032, 0.029, 0.024 que indica un
bajo error al momento de realizar el ajuste de las curvas de sobrevivencia.

LOG UFC 4°C 0144 288 432 576 720 864 1008 1152 8.1199999999999992 8.0500000000000007 7.96 7.86 7.55 7.27
6.68 6.33 5.76 LOG UFC 10 °C 0 144 288 432 576 720 864 1008 1152 8.24 8.2100000000000009 7.73 7.32 6.46 5.38 4.12
LOG UFC 15°C 0 144 288 432 576 720 864 1008 1152 8.17 7.84 6.91 5.68 4.68 3.56

Horas

Figura 1. Declinacion del crecimiento de Listeria monocytogenes en carne molida precocida en condiciones de pH 5.5y
2% Cloruro de sodio conservada a4, 10y 15 °C

Tabla 5. Caracteristicas de las curvas de declinacion (-Log UFC/g) del crecimiento de Lm inoculadas en carne molida
precocida conservada a temperaturas de refrigeracion de 4, 10 y 15 °C en condiciones de pH 5.5 y Cloruro de sodio 2%.

Valores Temperatura de almacenamiento

4°
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C 10 °C 15 °C Poblacioén inicial (Log UFC/g) 8.09 8.22 8.27 Poblacion final (Log UFC/g) 6.45 4.22 4.04 Variacion UL (-Log
UFC/g) 1.64 4.00 4.23 Tiempo (horas) 1,152 864 377 Error cuadratico medio 0.032 0.029 0.024 Fuente: Elaboracion
propia « Parametros cinéticos de sobrevivencia

Los parametros de sobrevivencia de Lm se obtuvieron utilizando el modelo de Baranyi incorporado en el programa DMFit
del Combase y los resultados obtenidos se ven plasmados en la Tabla 6. Las tres variables interactuaron para afectar la
sobrevivencia de L. monocytogenes, evidenciandose cambios en la duracion de la fase Lag (LPD) abarcando tiempos de
321.35, 275.71 y 56.86 horas cuando las muestras se encuentran almacenadas a 4, 10 y 15 °C. Del mismo modo, y para las
mismas temperaturas la Tasa de la declinacion del crecimiento exponencial (EGR) se realizaron a velocidades de 0.00195,
0.0068, 0.0124 Log UFC/g/h, que determinaron el tiempo generacional /Tg) o tiempo necesario para duplicarse de
154.36, 44.26 y 24.24 horas, respectivamente; en condiciones de pH 5.5 y cloruro de sodio 2%..Estos valores en conjunto
demuestran que las limitaciones de las variables de pH y Cloruro de sodio pueden controlar una poblacion alta del
patogeno dentro de un tiempo muy prolongado cuando es almacenado a temperaturas de refrigeracion de 4 °C. El
tiempo hallado sera de mucha utilidad para garantizar la inocuidad del alimento listo para su consumo.

La tabla 6, muestra los valores que indican la capacidad de Listeria monocytogenes para sobrevivir en condiciones de
almacenamiento refrigerado prolongado en la carne molida sin un incremento de las poblaciones viables o declinacién
de la poblacion existente inicialmente. Los resultados indican que el ambiente de a matriz carnica molida con pHy CINa
Sodio 2% y temperaturas de refrigeracion que favorecen la declinacion de la poblacion inicial a una tasa de declinacion
del crecimiento o velocidad negativa (-pmax) que evita mantener la viabilidad promedio de la poblacién inicial de 8 Log
UFC/g plasmandose valores de 0.00195, 0.0068 y 0.0124 Log UFC/g.h-1, en condiciones que aporta el sustrato antes
mencionado. Por otro lado, el tiempo de duplicacion o tiempo generacional (tg), en este caso, es el tiempo necesario
para inhibir a las células de Lm duplicarse y de esta forma ejercer un control sobre su multiplicacion. Los tiempo
encontrados fueron 154.36, 124.26, 24.24 horas, en forma respectiva para las temperaturas ensayadas.

Tabla 6. Parametros cinéticos de la curva de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en carne molida precocida en
condiciones de pH 5.5 y cloruro de sodio 2%.

Parametros
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Temperaturas de conservacion

4°C10°C15 °CTasa max (-Log UFC/g.h-1) 0.0019 0.0068 0.0124 Tiempo Lag (Horas) 321.35 275.71 56.86 Tiempo
generacional (Tg) 154.36 124.26 24.24 Tiempo Lag/Tiempo tg 2.08 2.22 2.35 Fuente: Elaboracién propia

Actualmente en el mercado alimentario vienen apareciendo productos minimamente procesados que pueden tener
demanda por estar asociada a cambios en los habitos de los consumidores quienes demandan alimentos de facil
preparacion, minimo tiempo de elaboracion y maxima seguridad que puede consumirse crudo o después de haber sido
sometido a un tratamiento térmico suave, conservando sus propiedades nutritivas y organolépticas. Estas condiciones
permiten a Listeria monocytogenes mantener un estado probable de supervivencia y constituir un peligro para la
inocuidad alimentaria, por lo que se requiere conocer el tiempo para disminuir una unidad logaritmica de una poblacion
de Lm y asi mismo establecer el tiempo para considerar que no tiene la minima concentracion de células detectables en
los tratamientos no térmicos.

Las muestras de carne de res molida con pH 5.5 y concentracion de CINa 2.0% que fueron inoculadas con recuentos
iniciales de L. monocytogenes, en promedio, de 8.0 UFC/g y almacenadas a temperaturas de 5, 10y 15 °C, muestran tasas
de declinacién del crecimiento de -0.002, -0.005 y -0.019 Log UFC/g/h, en forma correspondiente para cada
temperatura. A partir de estas tasas (-umax) y los tiempos de adaptacion o fase Lag (A), se obtuvo los valores DpH
5.5,CINa2%, considerado como el tiempo necesario para la reduccion de un orden logaritmico el niUmero de células
(90%) de células vegetativas de Lm presentes en la carne molida precocida. Los tiempos para este parametro fueron de
510.20, 147.06 y 80.65 horas, en forma respectiva para cada una de las temperaturas de almacenamiento ensayadas.
Técnicamente se requiere que el tiempo de reduccion decimal DpH 5.5,CINa2% para la CMP debe ser de 4D (99,99%) y
para cumplir esta exigencia se requieren tiempos de 901, 864 y 379 horas para las temperaturas de almacenamiento a 4,
10y 15 °C, respectivamente. Estos tiempos predicen que a su término las subpoblaciones de Lm sobrevivientes iniciaran
su crecimiento y es dependiente de la temperatura de conservacion y los factores de pH 5.5 y concentracion de sal hasta
2%; en estas condiciones estos estan actuando como factores bacteriostaticos; en consecuencia, la CMP se constituye en
un peligro para la salud del consumidor.

Otra de las condiciones que determina la declinacion del crecimiento y la supervivencia de Listeria monocytogenes en
alimentos listos para el consumo es el estado fisioldgico (h0) es un parametro adimensional que cuantifica el estado
fisiologico inicial de las células quien determina, en gran medida, la fase de adaptacion en un entorno de la CMP con pH
5.5y CINa 2%. La tabla 7 muestra los valores del estado fisiologico para Lm de 0.61, 0.66 y 0.71 cuando es sometida a las
condiciones de la carne molida precocinada y conservada a 4 °C, 10 y 15 °C, respectivamente. Destaca la relacion directa
entre hO con la pymax y de manera inversa con la fase Lag.

Tabla 7. Parametros de sobrevivencia de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada conservadas en
temperaturas de refrigeracion (p>0.05).

Parametros Temperaturas de conservacion

4°C10°C15 °C pmax ( -Log UFC/g*h-1) -0.002 -0.005 -0.019 Fase Lag (Horas) 321.35 275.71 56.86 Tiempo D (Horas)
510.20 147.06 80.65 4D(99.99 % inactiv) 901 864 379 Estado fisiologico (h0) 0.61 0.66 0.71 Varianza 0.000001 0.0003
0.0007 Fuente: Elaboracion propia

V. DISCUSION DE RESULTADQOS
6.1. Contrastacion y demostracion de la hipétesis con los resultados.

La calidad microbiologica de la CMP se sustenta en la baja tasa de contaminacion por indicadores fecales como
Escherichia coli la cual se encontro en niveles por debajo de los limites minimos permisibles que exige la norma técnica
peruana. Con relacion a patogenos como Staphylococcus aureus, Salmonella sp. y Listeria monocytogenes las muestras
analizadas muestran ausencia de ellas. Comparativamente la calidad microbiolégica entre los grupos experimentales no
presenta diferencias significativas (p<0.05). Este analisis indica que el proceso de coccion a 80 °C por 30 minutos fue
suficiente para reducir la carga microbiana existente y la probabilidad de ausencia de patogenos o no detectable cuando
se aplica los analisis microbioldgico, manteniendo un peligro de tipo alimentario. Este problema se debe resolver cuando
se conozca la caracteristica de sobrevivencia de Lm cuando se utiliza para su almacenamiento tratamientos no térmicos
(temperaturas de refrigeracion).

La supervivencia se ha podido caracterizar observando el comportamiento de la poblacion inicial y final en la CMP (pH 5.5
y CINa 2%) almacenada a 4, 10y 15 °C, destacando la presencia de un periodo de tiempo para la adaptacioén celular o Fase
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Lag seguido de otro periodo de declinacion del crecimiento lineal de tipo logaritmico. La tabla 5 indica que las curvas se
inician con una poblacion promedio inoculada aproximada de 8.0 Log UFC/g en cada una de las temperaturas de
almacenamiento, no encontrando diferencias significativas entre ellas (p<0.05). La poblacion final, consideradas como
unidades logaritmicas (UL), disminuyeron en cantidades -1.64, -4.00, y -4.23 Log UFC/g; correspondiéndoles los tiempos
de 1,152, 864 y 377 horas y temperaturas de refrigeracion de 4, 10y 15 °C, respectivamente. El analisis comparativo de la
poblacion final y el tiempo de su ocurrencia indica que existen diferencias significativas (p>0.05) durante su
almacenamiento a las temperaturas ensayadas. El comportamiento de las células de Lm encontré mayor efecto de
resistencia al frio a 4 °C, traducido a una sobrevivencia por mayor tiempo, produciéndose una muerte celular de bajo
nivel; mientras que a 10y 15 °C el periodo de sobrevivencia es mas corto. El error cuadratico medio (RMSE), que mide la
cantidad de error que existe entre el valor observado de -Log UFC/g en funcién del tiempo, y lo que predice el modelo de
Baranyi-Roberts, fue de 0.032, 0.029, 0.024 que indica un bajo error al momento de realizar el ajuste de las curvas de
sobrevivencia. De igual forma, el modelo proporcioné un buen ajuste para la variacion de la poblacion de Lm con el
tiempo de almacenamiento, mostrando altos coeficientes determinantes (R2) para los ajustes de regresion.

El periodo inicial de la sobrevivencia esta caracterizado por la manifestacion de una Fase Lag (A, horas) o fase de
adaptacion fue mayor para el grupo almacenado a 4 °C (321h, 13.38 d) y menor para 10 °C (276 h, 11.5d) y 15 °C (57 h,
2.38 d). Comparativamente los valores de A para cada temperatura muestran diferencias significativas (p>0.05). Durante
este tiempo que permanecié Lm a los tratamientos no térmicos la poblacion inicial disminuye respondiendo a una
funcién sigmoidea con presentacion de “Hombro”.

La explicacion a esta respuesta de la forma y tiempo de la declinacion del crecimiento de Lm puede ser interpretada
como la concurrencia de varios factores celulares intrinsecos que pueden estar interactuando entre si, presentacion de
células en diferentes estadios de su ciclo celular, activacion de sistemas metabdlicos y genéticos para adaptarse a
temperaturas frias. sintesis de compuestos osmoprotectores y crioprotectores para soportar las condiciones de estrés
osmotico generado por la pérdida de humedad, viscosidad del agua, presencia de compuestos crioprotectores,
permitiéndole crecer en ambientes de alta fuerza osmotica y a temperaturas de refrigeracion.

El modelamiento con el programa DMFit del Combase determino la velocidad maxima de la declinacion del crecimiento
que se produce en forma logaritmica, el cual se inicia al término del estado de adaptacion o fase Lag (A). Las velocidades
maximas (-pgmax) alcanzadas fueron de -0.0019, -0.0068 y -0.0124 (Log UFC/g.h-1) para las temperaturas de 4, 10y 15
°C, respectivamente. El coeficiente de determinacion (R2), para todos los casos fue <0.98, que indica que el ajuste del
historial de -Log UFC/g de Lm en funcion del tiempo, por el modelo de Baranyi-Roberts tiene alta confiabilidad
estadistica y fue apropiado para describir el comportamiento de Lm en la matriz CMP con pH 5.8 y CINa 2%. Este
parametro representa la velocidad a la cual cada células deja de replicarse y no se forman nuevos individuos o mueren. Se
puede inferir que la matriz de la CMP almacenada a 4°C favorece la supervivencia de Lm guardando coherencia con el
tiempo prolongado de adaptacion y la velocidad en la que se produce la declinacion del crecimiento, considerado como
lento promoviendo la conservacion de células vegetativas con capacidades metabolicas y estructurales para resistir la
condiciones de estrés; por otro lado, el sustrato también contribuye por su composicion quimica, humedad, pH y sal;
mientras que a 10y 15 °C, la velocidad de sobrevivencia disminuye debido a que las células pronto salen de la etapa de
adaptacion,

El valor D (tiempo de reduccion decimal) definido como, el intervalo de tiempo necesario para una reduccion decimal [90
%] del nUmero de microorganismos supervivientes fue calculado a partir de las curvas de inactivacion con colas y
hombros, relacionando la velocidad de la declinacion del crecimiento (-ymax) y los tiempos de adaptacion (A). A la
temperatura de 4 °C el descenso de una unidad logaritmica requiere de un tiempo de 510 horas (21.25 dias); a 10 °C, 147
horas ( 6.25 dias); y a 15 °C, 80.65 horas (3.33 dias) El analisis comparativo de los valores D, obtenidos para cada
temperatura, revelo que entre ellos existen diferencias significativas (P>0,05) generados por las condiciones intrinsecas de
la matriz de la CMP (pH y CINa) y el factor temperatura de almacenamiento.

El mayor efecto del almacenamiento de la CMP a la temperatura de 4 °C sobre la sobrevivencia de Lm puede atribuirse a
la calidad microbioldgica que contiene una carga bacteriana por debajo de los limites exigidos por la Norma nacional la
cual ofrece poca competencia por los nutrientes disponibles, mas alin cuando Lm es reconocido como una bacteria
psicrofila y aprovecha esta condicion para contrarrestar el estrés térmico, osmoético y metabdlico. Para productos
carnicos que recibieron tratamiento de coccion el Factor DpH5.5,CINa2% se exige una inactivacion 4D (99,99%) y para
cumplirla se requieren tiempos de 901 horas (37.54 dias), 864 horas (36 dias) y 379 horas (15.79), en almacenamientos a 4,
10 y 15 °C, respectivamente. Al término de estos tiempo se predice que las subpoblaciones de Lm sobrevivientes iniciaran
su crecimiento y es dependiente de la temperatura de almacenamiento; mientras que el pH y concentracion de sal, se
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consideran como factores bacteriostaticos; en consecuencia, el producto adn conservado a 4 °C constituye un peligro
para la salud del consumidor por mantener sobrevientes de Lm.

El mantenimiento de la sobrevivencia de Lm por periodos largos a temperaturas de refrigeracion requiere de tener
condiciones metabdlicas demandantes de energia y estabilidad de sus estructuras para su funcionabilidad sobre el
sustrato, y estas condiciones se establecen a través del estado fisiologico (h0), el cual se tiene una variabilidad en tanto
atraviesan el periodo de adaptacion (A) y la velocidad del desarrollo de la declinacion del crecimiento (-umax).

El estado fisiologico (h0) se valora dentro de un rango entre 0 (no crecimiento) a 1 (maximo crecimiento) y los resultados
muestran que el valor hO para 4 °C, 0.61; 10 °C, 0.66 y 15 °C, 0.71; existiendo diferencias significativas entre cada grupo
(p>0.05) que explica que el estado fisioldgico de las células de Lm les permite desarrollar condiciones para la
sobrevivencia en las condiciones de la matriz de la CMP y la temperaturas de almacenamiento en frio. Sin embargo, el
analisis de varianza indica que el almacenamiento de la CMP a 4 °C presenta una varianza estadistica de 1.00E-06, que es
mucho menor que los otros grupos, interpretandose que la sobrevivencia es mas alta, con mucha resistencia para
ocasionar la muerte celular a gran velocidad y se mantendra constante durante las diferentes etapas de las curvas de
declinacion del crecimiento.

El presente estudio planteo la hipdtesis de poder caracterizar la supervivencia no térmica de L. monocytogenes en la
carne molida precocinada utilizando el modelo predictivo de Barangy-Roberts del Programa COMBASE. Los resultados
permiten aceptar la hipétesis planteada, considerandose que la caracterizacion es sobre la matriz del alimento.

6.2. Contrastacion de los resultados con otros estudios similares.

La coccion de la carne de res molida se puede considerar como un tratamiento de pasteurizacion que se aplica para
mejorar la seguridad microbiologica y no degradar la apariencia del producto molido y hacerla inaceptable; al respecto
Gill C.0 y Badoni M (2002), manifiestan que, “el tratamiento no extenderia mucho la vida Util de almacenamiento de la
carne de res molida precocida, y que existen microorganismos que tienen capacidades metabdlicas y genéticas para
sobrevivir a temperaturas de refrigeracion y son los que prevaleceran en el producto hasta llegar al consumidor, pudiendo
ser la causa de las enfermedades de transmision alimentaria (ETA)”.

La CMP es considerado como un buen sustrato para los microrganismos debido a que naturalmente aporta nutrientes
solubles, condiciones de pH, sal y humedad para mantener condiciones fisiologicas de sobrevivencia y después de un
tiempo iniciar crecimientos en funcién del tiempo; sin embargo, desde el punto de vista del procesador, evitara que los
atributos de la calidad de la CMP puedan verse disminuidos por la coccion motivo que exige controlar la temperatura y
tiempo de coccion para evitar el encogimiento y asi lograr la estabilidad térmica de las proteinas en el tejido muscular;
por lo tanto el mismo proceso de elaboracién condiciona presencia de nutrientes que facilita la supervivencia. Ferrari y
col, (2013), “observaron, en hamburguesas de carne molida, que “durante la pasteurizacion (65-90 °C, 1-60 min) los
atributos de calidad estan correlacionados con una pérdida de proteinas sarcoplasmicas solubles y proteinas miofibrilares
solubles en la pérdida por coccién (29-35 %) y la contraccion del area (19-28 %) y estos cambios ocurrieron rapidamente
en los primeros 2-5 min de calentamiento”.

El entorno que encuentra inicialmente Lm en la CMP es CINa 2%, pH promedio inicial de 5.8 y humedad 78.23%,
conservacion a temperaturas de 4, 10y 15 °C respectivamente. Al final del experimento ambos parametros presentaron
diferencias significativas (p>0.05), siendo las tendencias al incremento del pH y disminucién de % de humedad con
relacion a la temperatura. La menor variacion de pH 7.20 % con respecto al inicial corresponde a 4 °C motivado por la
disminucion de la actividad enzimatica sobre los sustratos fermentables, casi inexistentes desde un inicio, y una ligera
tendencia a disminuir el pH hasta 5.5 dentro de un periodo de 19 dias; del mismo modo, la conservacion de humedad en
la matriz de la CMP es mayor, 9.38 %, comparada con las temperaturas de 10y 15 °C, (p>0.05), en las cuales el agua se
desprende de la matriz proteica en un tiempo de almacenamiento de 12 y 6 dias, respectivamente.

Estos resultados siguen tendencias lineales, motivo por el cual pudieron expresarse mediante una ecuacion de funcion
lineal con R2=0.98 que permite predecir el % de variacion de pH o humedad en funcién de la temperatura; sin embargo
los valores de la variancia estadistica al final del proceso experimental es menor a4y 10 °Cy mayor a 15 °C indicando que
la sobrevivencia es un comportamiento de poblaciones de Lm que se encuentran en diferente estado de su ciclo celular y
ademas las mejores posibilidades de sobrevivir favorecido por un pH cercano a la neutralidad y suficiente humedad que
diluye la presion osmotica que puede estar ejerciendo el Cloruro de sodio 2%.

Valor cercanos a este estudio lo encentramos en Rengifo (2010), “quien analizo la capacidad de retencion de agua en
carne de res cocida a temperatura de 77 °Cy conservada a 10 °C quien tuvo menor humedad (10,67%); concluye que esta
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carne no retiene muy bien el agua, debido a que el pH de estas carnes se encuentra muy cercanos al punto isoeléctrico
de las proteinas”.

La adicion de cloruro sddico influyd sobre la capacidad de mantener la humedad, que mejora con la variacion del pH de
5.8 a5.4a4 °C, mientras que a 10y 15 °C el pH tiende avanzar al neutralidad disminuyendo la capacidad de la CMP para
retener la humedad. Lopez y Carballo (1991), indican que “la humedad retenida por la matriz carnica mejora si el pH es
mayor que 5, debido a el i6n Cl es mucho mas activo que el Na y tiene capacidad de neutralizar las cargas positivas del
musculo a pH menor que 5. A pH mayor que 5 el musculo esta cargado negativamente, por lo que el ion Cl resulta
inactivo.

+ Calidad microbiologica de la carne molida de res precocinada (CMP)

La calidad microbiologica del producto carnico considero lo establecido en la Norma Técnica Peruana NTP (RM 591
2008), indicando como limites maximos permisibles para mesofilos aerobios 6 Log UFC/g, Escherichia coli Log 2.7
UFC/g, ausencia de Salmonella spp. y 3 Log UFC/g de Staphylococcus aureus, esta norma no incluye la presencia Listeria
monocytogenes.

Los resultados muestran que la cantidad promedio de mesofilos aerobios se encuentra por debajo de la exigencia del
limite minimo de la norma reflejando que el proceso de elaboracion la temperatura de coccion fue eficiente, sobre todo
controlando la contaminacion cruzada; sin embargo, “no se asegura que el alimento esté exento de patogenos
termoresistentes” (Frazier y Westhoff, 2000). Lemay y col, (2002), “estimaron la efectividad de la coccion a 55 °C en un
modelo de carne de pollo molida moderadamente acidificada (pH 5) sobre las bacterias aerobias mesofilas (Escherichia
coli, Brochothrix thermosphacta y Lactobacillus alimentarius. Antes del tratamiento térmico de coccion a 55 °C, la
concentracion inicial del grupo control fue 5, 6 y 7 log CFU/g, respectivamente y después de la coccion la concentracion
final fue de 3 - 4 log CFU/g”.

La sobrevivencia de E. coli, ocasionado por el tratamiento térmico aplicado a la matriz de la CMP para poder
almacenarlos en refrigeracion, favorece el crecimiento y la supervivencia de E. coli, “cuya dependencia de su
supervivencia se encuentra en una serie de factores ambientales, como la existencia de una temperatura minima de 7- 8
°C, pH hasta 3.6, actividad de agua (Aw) entre 0,995y 0,950.y la composicion del alimento” (ESR, 2001).

Rivas et al (2014) indican que “EC en pH normal de la carne molida sometida a coccion para luego ser conservada a
temperaturas de refrigeracion menores a 8°C o congelacion tiene poca probabilidad que los niveles de contaminacion
aumenten considerablemente durante el almacenamiento; por otro lado, “temperaturas mayores a 8 °C, en presencia de
otro tipo y bajo nivel de nimero de bacterias competitivas, E. coli creceria en carne molida” (Lake et al., 2002). Estas
caracteristicas no se presentarian si se considera que “EC se inactiva rapidamente a temperaturas por sobre los 60°C, con
valores D60°C generalmente inferiores a 5 minutos” (Rivas et al., 2014).

En relacion con las bacterias patogenas como Staphylococcus aureus y Salmonella no se encontraron cantidades de
células viables detectable para el primero y ausencia para el segundo, cumpliendo de esta forma con los criterios
microbioldgicos de la NTP. La no presencia de estas bacterias en la CMP se atribuye al efecto del tratamiento térmico
aplicado durante la coccion. Sin embargo, Castillejo-Rodriguez (2002) indica que “S. aureus no pudo crecer a 6,5 ‘C o
menos, pero permanece en niveles de poblacion aproximadamente igual al del inéculo original para los productos
carnicos cocidos hasta el final del periodo de almacenamiento y tampoco pudo crecer en muestras de pollo
almacenadas a 10 °C y su nivel se mantuvo constante, por lo que cualquier aumento posterior de la temperatura
permitiria el crecimiento de S. aureus”.

La CMP puede contaminarse con patdgenos diversos que pueden resistir tratamientos de coccién mas aln cuando no se
respeta el tiempo y temperatura, por esta razon se incorpora aditivos como CINa y otras sales con lo cual se genera
estados de estrés a las células vegetativas sobreviviente. a la coccion. Tenderis y col (2020) “evaluaron la influencia de
sales de lactato de sodio y polifosfatos y sus combinaciones sobre el crecimiento de S. typhimurium, E.coli 0157:H7 y de
S. aureus en carne molida cocida y almacenado durante 30 dias a 4 0 10 °C, demostrando que el uso de combinaciones
de dichas sales tiene un efecto sinérgico en la reduccion de la viabilidad de S. Typhimurium, E. coli 0157:H7 y S. aureus y
su posterior capacidad de crecimiento en la carne de res”.

La CMP con buena calidad microbiologica es Gtil para elaborar otros productos carnicos listos para su consumo
inmediato o en periodos muy largos como es el caso de los enlatados, Wu y Su (2014) “evaluaron la supervivencia de
Staphylococcus aureus en carne de atln precocida, disminuyendo ligeramente (>0.7 log CFU/g) después de 4 semanas
de almacenamiento a -20 + 2 °C, pero aumentaron rapidamente una vez que las muestras se descongelaron y
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mantuvieron entre 35y 37 °C, aumentando en mas de 3 log CFU/g después de 6 y 8 h, respectivamente. La carne de atln
precocida congelada se debe utilizar para producir atiin enlatado dentro de las 6 a 8 h posteriores a la descongelacion
para evitar el deterioro del producto y la posible produccion de enterotoxinas por S. aureus en la carne de atin precocida
contaminada”.

+ Modelamiento preliminar utilizando el modelo de Baranyi. Uso de la herramienta predictiva para el Tratamiento no
térmico de Listeria monocytogenes.

“Para entender la forma como los microorganismos pueden constituirse en riegos de enfermedades en la que pueden
estar involucrados cuando son sometidos a diversas condiciones de su entorno, en un rango de temperaturas, se acude al
uso de modelos matematicos que tengan capacidad de predecir el crecimiento y ayudan al establecimiento de la
seguridad microbiana o vida util en productos carnicos” (Whiting y Buchanan 1994). “La propuesta es utilizar las
herramientas multimedia de la microbiologia predictiva que permite realizar disefios experimentales, formulaciones y
tecnologias diversas aportando analisis microbiologicos rapidos y de bajo costo”. (McMeekin et al. 1993).

Para poder tener predicciones aproximadas del comportamiento de Lm en un entorno de pH y cloruro de sodio se realizo
un modelamiento preliminar utilizando el Programa ComBase que contiene la opcion de estimar el tratamiento no
térmico, en condiciones variables de pH y concentraciones de cloruro de sodio a temperaturas de 4, 10y 15 °C. Por otro
lado, se debe considerar que el programa se inicia con una concentracion de sal al 6.6 % CINa, justificado porque que
dicha concentracion es considerada por el programa como la minima para controlar el crecimiento de Lm. El programa
realiza el ajuste de las curvas en base a la ecuacion de Barangy & Roberts, con datos de no crecimiento obtenidos en
cultivos en un caldo nutritivo, con una poblacion inicial 0 Log UFC/h hasta alcanzar un nivel de -6 UFC/h asi mismo
ofrece el programa DMFit que procesa datos de crecimiento y retardo o inhibicion del crecimiento. Los parametros de
interés para este estudio fueron: tasa maxima (umax = -Log UFC/g/h), duracion Fase lag (horas) y el Valor D (horas).

El modelamiento preliminar demostré que los parametros de declinaciéon del crecimiento (-pmax), Fase lag y Factor D,
correspondientes a las temperaturas de 4y 10 °C son valores muy proximos cuando acttan dentro del rango de pH es 5.5
a 5.8 yClNa 6.6 %, y de mayor magnitud comparados con los valores obtenidos a 15 °C. Esta respuesta indica que otras
concentraciones de CINa >6.6 % los valores serian iguales. Ante esta situacion se decidio realizar la experimentacion en la
matriz de la CMP inoculando una poblacion inicial de 8 Log UFC/g de Lm que se enfrentd a cambios de pH y
concentracion de CINa 2.0% durante un periodo de tiempo en el cual se logré la declinacion del crecimiento
minimamente de 4 niveles logaritmicos (-6.0 UFC/g).

Estas respuestas del modelamiento del tratamiento no térmico recomiendan para la etapa experimental con CMP se
realice con la concentracion del 2%, el cual representa una concentracion ajustada al paladar del consumidor y de buen
manejo dentro de las formulaciones para elaborar producto listo para consumo humano.

El retardo de la declinacion del crecimiento se produce en tiempos muy prolongados que resta la importancia del efecto
de estrés por el CINa 2%, debido a .la difusion inmediata en la matriz de la CMP otorgandole textura al coloide carnico
para mantener un sabor uniforme en todo el producto y asi poder utilizarlo de inmediato o como insumo en
formulaciones de otros productos listos para su consumo. Solo el nivel de sobrevivencia podria justificar su calidad
microbioldgica y su condicion de inocuidad,

+ Determinacion de los parametros de supervivencia no térmica de Listeria monocytogenes en la carne molida
precocinada a temperaturas de 4, 10y 15 °C, mediante el modelo predictivo del programa ComBase.

Para la conservacion de los productos carnicos se recomiendan almacenarse en el “rango de temperatura entre -1y 4 °C
y no superior a 5 °C” (Simpson et al., 1989). Sin embargo, durante la elaboracion y las redes de distribucién no se
encuentran implementados con los equipos generadores de frio necesarios para operar entre 7y 10 °C. Ray (2004),
menciona que “por la amplia variedad de productos carnicos refrigerados minimamente procesados que se encuentran
en el mercado, hace urgente la necesidad de reducir los maximos de temperatura de la cadena de frio para mejorar la
seguridad alimentaria”. Por otro lado, los locales de expendio no cuentan con los pasillos frios que tienen como funcién
disminuir la diferencia de temperatura entre el anaquel y medio ambiente, siendo mas critico en regiones subtropicales o
estaciones de verano; por lo cual, la temperatura promedio de los equipos de frio se encuentran a 15 °C. “También es
necesario estimar la capacidad de sobrevivir algunos patogenos, durante largos periodos, en condiciones de
temperaturas de refrigeracion utilizadas para la conservacion de alimentos” (Castro et al., 2016). La medicion de los
efectos de letalidad de los procesos no térmicos, “pueden combinarse con el uso de antimicrobianos y de esta manera
reducir la severidad o el tiempo de exposicion a las temperaturas de frio, preservando las propiedades fisicoquimicas y el
valor nutricional de los alimentos”. (Severino et al., 2014).
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El presente estudio considerd estas observaciones para utilizar las temperaturas de 4, 10y 15 °C que estan muy
relacionados al incumplimiento de las exigencias de técnicas de la conservacion de alimentos en frio. Simpson et al.
(1989), “consideran que la ruptura de la cadena de frio es la principal causa de disminucion de la vida de anaquel debido al
crecimiento de bacterias psicotropicas y el crecimiento de importantes patégenos que presentan crecimiento acelerado
a temperaturas entre 7y 10 °C, moderado entre 5y 7 °C y lento a 5 °C tales como Yersinia enterocolitica y Listeria
monocytogenes. En términos generales, “la vida Util de un producto refrigerado se reduce a la mitad si este se encuentra
entre 7y 10 °C”. (Ray, 2004).

Las curvas de sobrevivencia o declinacion del crecimiento (-Log UFC/g/h), obtenidos experimentalmente por
contaminacion con células de Lm en la CMP y su almacenamiento de acuerdo con las condiciones previstas, se
obtuvieron ajustando los datos observados utilizando el programa DMFit del ComBase, cuyos resultados se analizan en
funcion de los parametros de las curvas de la declinacion del crecimiento en sus etapas de Fase de adaptacion, Velocidad
de la sobrevivencia, Factor D y Estado fisiologico.

Las muestras de CMP sometidas a experimentacion estuvieron distribuidas en tres grupos de almacenamiento, a
temperaturas de 4, 10 y 15 °C. Cada una de ellas fueron inoculadas con una poblacion inicial aproximada de 8.0 Log
UFC/g interactuando en un pH inicial de 5.8 y CINa 2“%. Los tratamientos no mostraron diferencias significativas al tiempo
cero (p<0.05); mientras que al término del periodo de conservacion la poblacion final fue de 6.45, 4.22 'y 4.04 Log UFC/g
para 4, 10y 15 °C, respectivamente (p>0.05). Las diferencias significativas se atribuyeron a las condiciones que le ofrece la
matriz del sustrato.

Las muestras almacenadas a 4 °C tienen menor variacion poblacional referido a unidades logaritmicas, sin presentar
signos de reproduccion en un periodo de hasta 1,152 horas (48 dias) comparada con las temperaturas de 10y 15 °C,
interpretandose que a menor temperatura de conservacion las células de Lm presentan mayor resistencia térmica de
refrigeracion.

Datos aproximados se tiene con los hallados por Buchanan y col. (1989) quienes “determinaron los efectos e
interacciones de la temperatura de 5°C, pH inicial 6.0, contenido de cloruro de sodio 0,5 y 4,5% sobre el crecimiento de
Listeria monocytogenes Scott A, usando caldo de fosfato de triptona. La poblacion inicial fue 3.66 y 3.64 Log UFC/g y final
5.67 y 4.11, respectivamente, denotando el efecto del NaCl 4.5 %. Asi mismo, Rodriguez y col. (2022), “encontr6 que a
16°C las medias de las fases de latencia corresponde de 25.4 a 131.7 horas”. Estos valores permiten inferir que una
poblacion que pueda reproducirse a partir de una Unica célula, manteniendo la misma genética, se caracterizara por
presentar respuestas variables ante un concreto tratamiento y temperatura, debido al ciclo celular bacteriano en el cual
existira algunas células supervivientes que requieren mayor tiempo para reconstituir sus estructuras y moléculas
funcionales para estar en condiciones para dividirse y aquellas que sobrevivieron son mas resistentes y pueden
multiplicarse rapidamente.

Nissena y col (2000), “compararon el crecimiento de varios patégenos, entre ellos Listeria monocytogenes en carne
picada envasada en atmosferas modificadas. La carne picada se inoculd con L. m. cuya concentracion inicial fue de 2.0 a
3.0 Log UFC/g a 4 °C mostrandose poco crecimiento a 4°C. A 10 °C hubo un crecimiento lento de alrededor de 3.69 Log
UFC/g - 4.0 Log UFC/g en el dia 5 (120 horas).

La declinacion del crecimiento empieza por presentar un periodo de tiempo para adaptarse a su nuevo entorno; cuando
estos son medios de cultivo como el caldo nutritivo o triptona los nutrientes son abundantes y sostenibles aln a
temperaturas frias; pero cuando se trata de una matriz alimentaria como la carne molida precocinada tiene que ser
interpretada como la concurrencia de varios factores que pueden estar interactuando entre si o presentarse en forma
coordinada con el ciclo celular de Lm. Rodriguez (2022), indica que “la supervivencia de Lm radica en su capacidad para
adaptarse a los cambios osméticos cuando se encuentra en la matriz de la CMP e implica la sintesis o absorcion de
compuestos para equilibrar los entornos osmoticos intracelular y extracelular a temperaturas de refrigeracion”.

El tiempo de adaptacion estimado para 4 °C es mas prolongado en comparacion con 10y 15 °C, existiendo entre ellas
diferencias significativas (p>0.05). Siendo el caso que Lm es un patdgeno considerado como psicroéfilo se hace necesario
considerar su resistencia al frio desde el punto fisiologico.

Dentro de los factores intrinseco de la célula de Lm mas importante es cubrir los requerimientos de la demanda
energética para sostener una sobrevivencia en la matriz de la CMP; por lo tanto, “los requerimientos nutricionales se
cubren a partir de las proteinas y aminoacidos libres de la CMP acercando el pH hacia la neutralidad favoreciendo que L.
monocytogenes u otras bacterias acompanantes encuentren un medio favorable para su multiplicacion y su posterior
paso a los seres humanos”. (Garcia 2005).
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La presencia de osmoprotectores y crioprotectores en los alimentos puede proporcionar compuestos que favorece a Lm
para superar las barreras de alta fuerza osmética y baja temperatura que de otro modo controlan el crecimiento
microbiano. Bayles y Wilkinson (2000), determinaron que “Lm contiene compuestos osmoprotectores y crioprotectores
que le permiten soportar las condiciones de estrés osmotico generado por la pérdida de humedad, viscosidad del agua,
presencia de compuestos crioprotectores, permitiéndole crecer en ambientes de alta fuerza osmética y a temperaturas
de refrigeracion. Sus resultados indican que la glicina betaina, prolina betaina, acetil carnitina, carnitina, actuan como
osmoprotectores, aumentando la tasa de crecimiento de L. monocytogenes10403S y Scott A cuando se les
proporcionaron estos compuestos, mientras que se estresan en un medio definido que contenia 0,7 M NaCl. Estos
mismos compuestos exhibieron actividad crioprotectora, como lo demuestra el aumento de la tasa de crecimiento de L.
monocytogenes a 5 °C.

Si bien la actividad metabdlica es gravitante para explicar la sobrevivencia en la CMP conservada a temperaturas
ensayadas, también es de consideracion “la adopcion homeoviscosa de la membrana celular para mantener su fluidez a
temperaturas bajas, en las cuales la célula bacteriana sintetiza cantidades crecientes de acidos grasos mono-insaturados y
di-insaturados para que sus lipidos tengan una fluidez compatible con un metabolismo activo que retarda la velocidad de
crecimiento o, lo que es similar a dar lugar a un crecimiento lento” (Aguirre y col. 2011, Rodriguez y col. 2016).

Para Lm la regulacion de la expresion génica representa un recurso fundamental para adaptarse a un habitat que
constantemente esta variando,” haciendo que los procesos bioquimicos se ajustan a las modificaciones de las
caracteristicas fisico-quimicas del ambiente extracelular las cuales son detectables por ellas como parametros quimicos,
relacionados con los aspectos nutricionales del medio (presencia o ausencia de iones, fuentes de energia, aceptores
finales de energia, aceptores finales de electrones, etc.) y parametros fisicos (la temperatura, la presion hidrostatica o la
presion osmética). Algunos de estos factores ambientales, sirven de seiales para regular la expresion génica y adaptarse
al nuevo ambiente con éxito”. (Veray col. 2013)

Almonacid-Merino et al. (1993) asumieron que “el esfuerzo intracelular corresponde en su mayoria a la necesidad para
aumentar la concentracion de acido ribonucleico (ARN), indicador del estado fisioldgico de la célula, el cual llega a su
maximo valor cuando el microorganismo inicia la fase exponencial. El tiempo que demora la célula en realizar dicho
trabajo representa la duracion de la fase de latencia”. (Beales, 2004; Koutsoumanis, 2001).

Una vez que las células se han adaptado a las condiciones del entorno, adquieren mecanismos de resistencia a los
factores propios de la matriz de la CMP, comenzando de esta forma la fase del declive del crecimiento exponencial. En
esta fase, la velocidad de ocurrencia de la sobrevivencia (-pmax) es de pequefa dimension, para todos los grupos de
temperaturas de refrigeracion de 4 a 15 °C, como una respuesta al tiempo de almacenamiento de la CMP en la que existe
variacion del pH e interaccion osmotica del CINa en funcion a la disponibilidad del agua intracelular; la consecuencia mas
importante es la disminucion de la concentracion celular promoviendo la declinacion del crecimiento (-Log UFC/g/h). Se
puede inferir que las condiciones que presenta la CMP favorecen al patogeno, siendo mayor el efecto a 4 °C en donde los
parametro cinéticos caracterizan un estado de sobrevivencia mayor y con menor efectoa 10y 15 °C.

Resultados comparativos entre carnes de diferentes especies permite apreciar que la matriz del sustrato influye en la
reduccion de ciclos logaritmicos existiendo condiciones mas favorables para la sobrevivencia en la carne de res
comparado con otras especies como la de pollo o pescado, cuando se asocia con la temperatura de conservacion a 4 °C.
Ozdemir et al. (2006) “modelo la variacion de la poblacion de Listeria monocytogenes en carne de res adicionada con
acido lactico al 1%, encontrando una poblacion de 1.12, 1.14, 2.16 1og UFC/g para el primer, segundo y tercer dia de
incubacion a 4°C. Mytle et al. (2006) “observaron reduccion en el nimero de ciclos logaritmicos donde L.
monocytogenes crece 1.0 Log UFC/g a 5°C en 14 dias en carne de pollo”. Rodriguez & Manca de Nadra (2009) sefala
“que a 4°C la bacteria crece en carne de pescado incrementando 0.601 Log UFC/g el nimero de células al final de la
incubacion”.

Actualmente en el mercado alimentario vienen apareciendo productos minimamente procesados que pueden tener
demanda por estar asociada a cambios en los habitos de los consumidores quienes demandan alimentos de facil
preparacion, minimo tiempo de elaboracion y maxima seguridad que puede consumirse crudo o después de haber sido
sometido a un tratamiento térmico suave, conservando sus propiedades nutritivas y organolépticas. Estas condiciones
permiten a Listeria monocytogenes mantener un estado probable de supervivencia y constituir un peligro para la
inocuidad alimentaria, por lo que se requiere conocer el tiempo para disminuir una unidad logaritmica de una poblacion
de Lm y asi mismo establecer el tiempo para considerar que no tiene la minima concentracion de células detectables en
los tratamientos no térmicos. Las muestras de carne de res molida con pH 5.5 y concentracion de ClNa 2.0% que fueron
inoculadas con recuentos iniciales de L. monocytogenes, en promedio, de 8.0 UFC/g y conservadas a temperaturas de 5,
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10 y 15 °C, muestran tasas de declinacién del crecimiento de -0.0019, -0.0068, -0.0124-Log UFC/g/h, en forma
respectiva. A partir de estas tasas y los tiempos de adaptacion o fase Lag se obtuvo los valores DpH 5.5,CINa2%,
considerado como el tiempo necesario para la reduccion de un orden logaritmico el nimero de células (90%) de Lm
presentes en la carne molida precocida, fue de 510.20, 147.06 y 80.65 horas, para cada una de las temperaturas de
conservacion ensayadas. Cuando el Factor DpH5.5,CINa2%, es considerado para una inactivacion 4D (99,99%) se
requieren tiempos de 901, 864 y 379 horas. Estos tiempos predicen que a su término las subpoblaciones de Lm
sobrevivientes iniciaran su crecimiento y es dependiente de la temperatura de conservacion y los factores de pH 5.5y
concentracion de sal hasta 2% se consideran como factores bacteriostaticos, en consecuencia, se constituye en un
peligro para la salud del consumidor.

Otra de las condiciones que determina el crecimiento y la supervivencia de Listeria monocytogenes en alimentos listos
para el consumo es el estado fisiolégico (h0) el cual determina, en gran medida, la fase de adaptacion en un entorno con
pH 5.5y ClNa 2%, presentes en la carne de res precocinada. La tabla 7 muestra los valores del estado fisioldgico para Lm
de -0,61, -0.66 y -0.71 cuando es sometida a las condiciones de la carne molida precocinada y conservadaa 4 °'C, 10y 15
°C, respectivamente. Destaca la relacion directa entre hO con la pmax y de manera inversa con la fase Lag.

La modelizacion del tiempo de latencia (adaptacion) de los microorganismos es un parametro que depende de las
condiciones ambientales, asi también del estado fisiologico Lm en el momento de contaminar el producto. Ross y col
(2000), mencionan que, durante el procesamiento de los alimentos, las células de L. monocytogenes que pueden
contaminar los productos listos para el consumo pueden presentar diversos estados fisiologicos posibles (p. ej. adaptadas
al frio o a ambientes con Aw baja, dafadas subletalmente por tratamientos acidos o térmicos, etc.). Bajo estas
condiciones el valor h0O puede variar entre 0 (inicio del crecimiento sin fase de adaptacion) e infinito 1 (crecimiento)
dependiendo del estado fisiologico del microorganismo y de la magnitud de la fuente de contaminacion y del alimento
contaminado.

Comparando el valor del estado fisiologico (h0) que se obtiene del modelamiento en COMBASE utilizando la herramienta
Tratamiento no térmico en el entorno de caldo nutritivo e ingreso de datos de la CMP (pH 5.8, ClNa 2% y temperaturas de
ensayo) se obtiene un valor Unico de -0.012 para hO; mientras que, utilizando el programa DMFit para el ajuste de las
curvas de declinacion del crecimiento, con las mismas caracteristicas del entorno de la CMP los valores de h0, derivado
por calculo en relacion a la fase de latencia y la tasa maxima de la declinacion del crecimiento, sus valores fueron
menores; sin embargo, indica que las variables que intervienen sobre Lm durante el periodo de almacenamiento no
controla la sobrevivencia de Lm, siendo las mas importantes la actividad metabélica en funcion de la temperatura de
refrigeracién entre 4y 10 °C.

El objetivo de este trabajo es obtener un modelo primario accesible, sencillo de facil manejo para el usuario como el
modelo de Baranyi-Roberts que permitio predecir las caracteristicas de la sobrevivencia de una bacteria patéogena como
Listeria monocytogenes, en la carne molida precocinada, para que de esta manera se pueda predecir y garantizar la
inocuidad del alimento listo para su consumo y que actualmente existen pocos estudios sobre ellos.

6.3. Responsabilidad ética de acuerdo con los reglamentos vigentes

Los documentos técnicos y las directrices generales publicados por diferentes organismos e instituciones internacionales
relacionados con los estudios de sobrevivencia de los microorganismos patdgenos, utilizados en el presente estudio se
han cautelado sus autorias; sin embargo, la interpretacion de los resultados corresponde a mi autoria, asumiendo mi
experiencia y conocimientos de las posibilidades, condicionantes y limitaciones de los procedimientos aplicados.

CONCLUSIONES

El modelo de Baranyi-Roberts posee una elevada bondad de ajuste para los datos experimentales con predicciones
confiables de la supervivencia de L. monocytogenes en carne molida precocida inoculada en condiciones de pH normal y
Cloruro de sodio como saborizante.

Las principales caracteristicas de supervivencia para Listeria monocytogenes son el parametro nombrado valor D, o
tiempo de reduccion decimal y el estado fisiologico (h0); permitiendo evaluar cuantitativamente la resistencia del
microorganismo al factor inactivador presente en matrices alimentarias.

Listeria monocytogenes es relativamente resistente a temperaturas de almacenamiento en frio con lo cual es el patogeno
de relevancia y preocupacion en productos listos para el consumo, minimamente procesados, constituyendo el peligro
microbioldgico.
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La supervivencia de Listeria monocytogenes en la carne molida precocinada depende de su composicidon quimica,
condiciones de almacenamiento y sobre todo de su estructura heterogénea.

RECOMENDACIONES

Considerar estudios con Listeria monocytogenes como referencia para evaluar la eficacia de las estrategias de
intervencion, medidas de control y procesos de conservacion, en las cuales pueden estar implicados tratamientos de
temperaturas de refrigeracion.

Investigar el proceso de supervivencia para microorganismos alterantes resistentes a temperaturas de refrigeracion en
alimentos elaborados, con minimo tratamiento térmico y almacenamiento en frio.

Caracterizar parametros cinéticos del comportamiento de bacterias patégenas en alimentos procesados artesanalmente,
con énfasis para obtener el Valor D y su estado fisiologico.

Realizar estudios comparativos de modelos matematicos predictivos para ser utilizado en alimentos minimamente
procesados, listos para su consumo.

LOG UFC 4°C 0144 288 432 576 720 864 1008 1152 8.1199999999999992 8.0500000000000007 7.96 7.86 7.55 7.27
6.68 6.33 5.76 LOG UFC 10 “C 0 144 288 432 576 720 864 1008 1152 8.24 8.2100000000000009 7.73 7.32 6.46 5.38 4.12
LOG UFC 15°C 0 144 288 432 576 720 864 1008 1152 8.17 7.84 6.91 5.68 4.68 3.56

Horas
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QUINUA (CHENOPODIUM QUINOA WILLD) Y MANZANA ( PYRUS MATUS L.)
UNIVERSIDAD

NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO 2015; 0 (0)

MODELAMIENTO DE LA BIOTRANSFORMACION LACTICA DEL EXTRACTO DE ALOE
VERA (SABILA) POR LACTOBACILLUS PLANTARUM,
Universidad Nacional del Callao 2015; 0 (0) 80

DETERMINACION DE LOS PARAMETROSCINETICOS DEL CRECIMIENTO DE
THIOBACILLUS THIOXIDANS EN SUSTRATO HIDROFOBO DE AZUFRE
Universidaad Nacional de Callao 2013; 0 (0) 70

APLICACION DEL MODELO CINETICO DE GMPERTZ AL EFECTO DE LA
TEMPERTAURA SOBRE EL CRECIMIENTO DE LACTOCOCCUS LACTIS SSP, EN
LECHE LACTIS

Universidad Nacional del Callao 2011; 0 (0)

EFECTO DE LA BIOCONSERVACION DE LA LECHE POR LA ACCION
BACTERIOLITICA DE UN CULTIVO INICIADOR DE LACTOCOCCUS LACTIS
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Universdad Nacional del Callao 2010; 0 (0) 80

03/2007 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO DE SODIO Y DEL PH SOBRE EL
CRECIMIENTO DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES EN EMBUTIDOS COCIDOS
ENVASADOS AL VACIO USANDO MODELOS MATEMATICOS

Universidad Nacional del Callao 2007; 0 (0)

02/2005 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE LA FLORA
ALTERANTE DE EMULSIONES CARNICAS COCIDAS USANDO MODELOS
MATEMATICOS
Universidad Nacional del Callao 2005; 0 (0)

PROYECTOS DE INVESTIGACION

05/2018 07/202 CO-TRATAMIENTO SINERGICO DE AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS Y
AGUAS ACIDAS A ESCALA PILOTO PARA INSTALACIONES MINERAS

02/2016 10/201 DESARROLLO DE NUEVAS FORMAS DE DOSIFICACION CONTENIENDO
HIERRO HEMO Y ANTIOXIDANTES NATURALES, FICHAS TECNICAS
ANALITICAS Y FUNCIONALES PRECLINICAS Y CLINICAS

DISTINCIONES Y PREMIOS

DERECHOS DE PROPIEDAD

PATENTE DE DISENO INDUSTRIAL

12/2018 COMPOSICIONES DE LA MEZCLA DE MARSHMALLOW Y PASTILLA DE
GOMA CONTENIENDO EMULSIONES CON HIERRO HEMINICO Y NUTRIENTES
ANTIOXIDANTES
Estado: En tramite

Tipo de Parte del equipo de (1+D)
Pais: PERU

PRODUCTO DESARROLLO INDUSTRIAL

PRODUCTO

12/2018 COMPOSICIONES DE LA MEZCLA DE MARSHMALLOW Y PASTILLA DE
GOMA CONTENIENDO EMULSIONES CON HIERRO HEMINICO Y NUTRIENTES
ANTIOXIDANTES
Estado: En proceso

Tipo de Parte del equipo

Alcance: Nuevo

Los investigadores son responsables por los datos que consignen en la ficha personal del Directorio Nacional de Investigadores e Innovadores, la cual podra ser
verificada en cualquier oportunidad por el CONCYTEC. De comprobarse fraude o falsedad de la informacién y/o los documentos adjuntados, el CONCYTEC podra
dar de baja el registro, sin perjuicio de iniciar las acciones correspondientes.
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(@) con DNI N° ...... 09249598............ , codigo docente N° ....... 0769.............
Docente en la Categoria ASOCIADO y Dedicacion DE(x) (TC) (TP),.......
adscrito (a) a laFacultad CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA.........c..........

....................... con domicilio en ...Jdrn. Alonso de Molina 223 Santiago de Surco....

Declaro BAJO JURAMENTO que, al amparo del D.S. N° 044-2020-PCM, D.U. N°
026-2020 y Res. N° 068-2020-CU (UNAC) del 25 de marzo de 2020, me
comprometo a presentar toda la documentacion requerida en formato fisico,
subsanando también el pago por Carpeta de Investigacion, una vez finalizado el
periodo de aislamiento social por COVID-19 y de acuerdo con la posibilidad de

reincorporacion al trabajo presencial, para el tramite de:

a. Nuevo proyecto de Investigacion. ( )
b. Informe Final de Investigacion. (x)
c. Informe Trimestral de Investigacion. ()

Asumiendo plena responsabilidad administrativa y/o legal que se derive de la

presente Declaracion Jurada.

Callao, ...05... de .....Mayo ...del 2022.

LD

Edgar/Zarate Sarapura
Docente Investigador Responsable




FORMATO N° 11 - FEDU )
FICHA DE EVALUACION DE INFORME FINAL DE INVESTIGACION

(Para el Comité Directivo de la Unidad de Investigacion)

El Director de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Ciencias Naturales y Matemética como responsable de
evaluar metodoldgicamente la redaccidn, la impresion, la presentacion y el contenido del PROYECTO DE
INVESTIGACION: “CARACTERIZACION DE LA SUPERVIVENCIA NO TERMICA DE LISTERIA
MONOCYTOGENES EN LA CARNE MOLIDA PRECOCINADA UTILIZANDO EL MODELO
PREDICTIVO DE BARANYI Y ROBERTS DEL COMBASE” del profesor responsable Mg. Edgar
Zarate Sarapura, teniendo como colaborador al Sefior José Pastor Garcia Cotrina, luego de la verificacion del

informe final de investigacion, observamos que:

1. DEL TiTULO Y DE LA ESTRUCTURA O PARTES DEL INFORME: Sl NO

1.1 El titulo del informe es igual al del proyecto de |:|
investigacion aprobada por resolucion.

1.2 Contiene las siguientes partes: |:|

e se ncacon apagna ol mdce) o O]

o Resumen y abstract E |:|

. Introduccion |:|

o Planteamiento del problema |:|

. Marco tedrico E |:|

o Hipdtesis y variables @ |:|

o Disefio metodologico @ I:I

o Resultados I:I

° Discusion de los resultados |:|

. Conclusiones I:I

o Recomendaciones |:|

o Referencia bibliograficas @ I:I

o Anexos @ I:I

2. DEL RESUMEN Y ABSTRACT Sl NO

2.1 Esta redactado en una pagina como maximo, e incluye palabras
claves (Key words)

&l

2.2 Comprende el objetivo, el disefio metodolégico, los resultados y
la conclusion de la investigacion.

]
L]



DE LA INTRODUCCION

3.1 Comprende la exposicion del problema, con el (los) objetivo (s) la
importancia y justificacidn de la investigacion.

DEL MARCO TEORICO

4.1 Se exponen la (s) teoria (s) o0 leyes, doctrinas o trabajos de

Investigacion y la informacion imprescindible o relacionada con la
Investigacion realizada.

4.2 Cita alos autores y fuentes bibliograficas consultadas de soporte a la
investigacion respetando los derechos del autor y de la propiedad
intelectual.

DISENO METODOLOGICO

5.1 Tipo de disefio de la investigacion.

5.2 Método de la investigacion.

5.3 La poblacion y muestra; asi como las técnicas o procedimiento de
Recopilacién de datos.

5.4 Las técnicas estadisticas de analisis

5.5 Seindica la metodologia o encuesta conocida y validada, o se describe
el nuevo procedimiento o la nueva encuesta esta validada.

DE LOS RESULTADOS

6.1 Se presenta en forma detallada, tal como fueron obtenidos y en
tablas, figuras, cuadros y textualmente.

6.2 Dan solucion al problema planteado y a los objetivos propuestos y en
|a justificacion del proyecto de investigacion.

6.3 Evidencia la demostracion de la (s) hipétesis.

DE LA DISCUSION.

7.1 Compara y analiza los RESULTADOS de la investigacion con los
resultados obtenidos por otros investigadores, autores o teorias
existentes y reportadas en el marco teorico.

7.2 Permite inferir conclusiones respecto al problema, objetivos e
hipétesis planteadas.

i
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8. DE LOS ANEXOS S NO
8.1 Los pertinentes al informe |:|
9. DE LA REDACCION, IMPRESION Y PRESENTACION DEL INFORME S NO

9.1 La redaccion, impresion y presentacion es de acuerdo al reglamento
vigente. @

<

9.2 Presenta dos (02) ejemplares anillados o empastados
9.3 Presenta dos (02) CD con el contenido del informe_ final digitalizado

Formato Word.

9.4 EI CD esta rotulado con denominacién de la investigacion, autor (es),
numero de resolucion y periodo de ejecucion

k]
L O 0O 0O

]

SI CUMPLE con las exigencias y requisitos para su aprobacion y expedir la resolucién X
del Comité Directivo de la Unidad de investigacion correspondiente.

NO CUMPLE con las exigencias de aprobacién debiendo subsanar las observaciones
de 10S NUMETAIES ........ocorrrrrirrreisseisie y es devuelto al docente responsable

comunicandole por escrito las observaciones que deben ser subsanadas, indicandole
cumplir con el plazo establecido en el "Reglamento de la participacion de docentes
en proyectos de investigacion™.

Callao, 09 de mayo del 2022

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
FACULTAD DE ClENCJAS NATURALES Y
f‘-\:"} MATEMATICA
\\:; ./:17«/ // § p/;/
gt

Dr. WHUALKUER LOZANO BARTRA
Director



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA

DECANATO

PROVEIDO N°473-2022-D-FCNM

Ref.: OFICIO N°42-2022-UI-FCNM
Informe Final de Investigacion Mg. Jorge Luis Godier Amburgo.

PASE, el documento de la referencia, a la Oficina de Secretaria Académica, para que se sirva programarlo
en el proximo Consejo de Facultad.

Bellavista, 05 de agosto de 2022

Atentamente,

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA

oy
SR
/A
B ]
| E
-
i

Dr. Juan Abraham Mendez Velasquez
Decano

JAMV/hc
7 Archivo

Av. Juan Pablo Il N2 306 Ciudad Universitaria Bellavista — Callao Correo Electrénico: fcnm.mesa@unac.edu.pe


mailto:fcnm.escuela.fisica@unac.edu.pe

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA
UNIDAD DE INVESTIGACION

“Ano del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Bellavista, 29 de julio de 2022
OFICIO N2 42-2022-UI-FCNM

Sefior Doctor

JUAN A. MENDEZ VELASQUEZ

Decano de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica
Presente. -

Asunto: Informe Final del Mg. GODIER AMBURGO, JORGE LUIS

De mi consideracion:

Tengo a bien dirigirme a usted para saludarlo y a la vez remitir a su despacho, para el tramite
correspondiente, la Resolucién digitalizada por el Director de la Unidad de Investigacion el
informe final de investigacion titulado: “DOSIMETRIA DE ELECTRONES EN ACELERADOR LINEAL CON
COLIMADOR MODIFICADO” presentado por el Mg. Godier Amburgo, Jorge Luis, docente en la
categoria asociado y clase tiempo completo. Por lo tanto, se ha emitido la Resolucién Directoral
de Comité Directivo de la Unidad de Investigacién N° 16-2022-UI-FCNM, la cual se anexa.

Asimismo, se adjunta la siguiente documentacion:

1) Solicitud digitalizada de aprobacién de Informe Final de Investigacion.
2) Archivo digitalizado del Informe Final de Investigacion -

3) Archivo digitalizado del Articulo Cientifico en PDF.

4) Informe de URKUND y Constancia del Informe Final de Investigacion
5) Comprobante de pago por concepto de URKUND

6) Solicitud de Analisis de antiplagio

7) Declaracion Jurada.

8) Ficha de evaluacién Informe Final de Investigacion

Sin otro particular, quedo de usted,
Atentamente,

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y
MATEMATICA

Dr. WHUALKUER LOZANO BARTRA
Director

WELB/dpg
cc.: Archivo
Adj.: Resolucién Comité Directivo N °16-2022-D-UI-FCNM



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
Facultad de Ciencias Naturales y Matemética
UNIDAD DE INVESTIGACION

RESOLUCION DIRECTORAL DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
NATURALES Y MATEMATICA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO N° 16-2022-UI-FCNM

Bellavista, 29 de julio de 2022.

DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL EL DIRECTOR DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA CALLAO.

Visto el informe final del proyecto de investigacién titulado “DOSIMETRIA DE ELECTRONES EN ACELERADOR
LINEAL CON COLIMADOR MODIFICADO”, presentado por el Mg. Godier Amburgo, Jorge Luis, profesor adscrito
al departamento de fisica en la categoria asociado y tiempo completo de la FCNM;

CONSIDERANDO:

Que, por Resolucion Rectoral N° 575-2021-R, fue aprobado del 01 de Setiembre de 2021 al 31 de agosto de 2022
el cronograma de ejecucion del Proyecto de Investigacion “DOSIMETRIA DE ELECTRONES EN ACELERADOR
LINEAL CON COLIMADOR MODIFICADQ” presentado por el profesor categoria asociado y tiempo completo el Mg.
Godier Amburgo, Jorge Luis;

Que, el citado profesor ha elaborado su Informe Final en concordancia con el Reglamento de la Participacion de los
Docentes de la Universidad Nacional del Callao en Proyectos de Investigaciéon, aprobado por Resolucién de Consejo
Universitario N° 082-2019-CU, su modificatoria Resolucién Consejo Universitario N° 101-2021-CU y la Directiva N°
004-2022-R - Protocolos del Proyecto e Informe Final de Investigacién de Pregrado, Posgrado y/o docentes,
equipos, centros e institutos de investigacion dela Universidad Nacional del Callao, presentando el referido
informe en archivo virtual, requisito indispensable para la presentacion de un nuevo Proyecto;

Que, el informe final del proyecto de investigacion presentado fue evaluado y aprobado por el director de la Unidad
de Investigacion de la Facultad de Ciencias Naturales y Matemética.

En uso de las atribuciones que le concede el Articulo 64° del Estatuto de la Universidad Nacional del Callao;
RESUELVE:

1° Aprobar el informe final del proyecto de investigacién titulado: “DOSIMETRIA DE ELECTRONES EN
ACELERADOR LINEAL CON COLIMADOR MODIFICADO”, presentado por Mg. Godier Amburgo, Jorge
Luis, profesor adscrito al departamento de fisica en la categoria asociado y clase tiempo completo de la FCNM.
Con el apoyo administrativo del sefior Leonidas Carrasco Barboza, con codigo N°0188.

22 Elevar la presente Resolucion al Sefior Decano de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, para
los tramites consiguientes.

Registrese, comuniquese y archivese.
Registrese, comuniquese y archivese.
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y
MATEMATICA

Dr. WHUALKUER LOZANO BARTRA
Director

25 Archivo
WELB/dpg



