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|. INTRODUCCION

En la actualidad, €l consumidor tiene la tendencia a adquirir productos
frescosy naturales, sin aditivos. Al mismo tiempo la vida gjetreada, sobre todo de
las grandes ciudades, y la incorporacion de la mujer al mundo laboral, hacen que
la sociedad demande cada vez con mayor insistencia productos ya preparados y
listos para su consumo, como es el alimento objeto de nuestro estudio.

La ensalada envasada en atmésfera modificada es un producto nuevo, sin
legislacion espafiola, de gran aceptacion por parte del consumidor por sus
caracteristicas de alimento fresco sin aditivos y por estar preparada para su
consumo inmediato. Todo esto hace que el estudio de este producto sea de gran
interés.

Las ensaladas envasadas en atmésfera modificada, denominadas por los
franceses como vegetales de IV Gama, son vegetales troceados, lavados y
envasados en bolsas de peliculas plésticas. Pueden o0 no ser inyectados con
diferentes combinaciones gaseosas en e momento del envasado. La atmosfera en
el interior del envase se modifica durante e amacenamiento fruto de la
respiracion del vegetal y el metabolismo microbiano. El interior del envase va
sufriendo un paulatino cambio de su atmosfera, enriqueciéndose con CO, y
consumiendo e O, presente. Los mecanismos por los cuales e CO, actua
inhibiendo el desarrollo microbiano no se conocen con exactitud, aungue son
diversas las hipdtesis formuladas. El alimento envasado en atmosfera modificada
conserva sus caracteristicas organolépticas durante mucho mas tiempo que los
conservados en ambiente aerobio. Durante el amacenamiento, la composicion
gaseosa creada no solo actua sobre os microorganismos sino también retardando
larespiracion de los vegetales y por |o tanto retardando su alteracion y aargando
su vida util comercial.

La necesidad de mantener la cadena de frio durante todo el proceso de
produccion, distribucion y venta es de suma importancia para el mantenimiento
de las caracteristicas optimas de calidad. Mediante el estudio de la evolucion de
los grupos microbianos predominantes en la ensaladas envasadas en atmésfera
modificada a4, 10y 15 °C se pretende establecer |as bases para la confeccion de
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un modelo predictivo que permita predecir la vida util del producto s la
temperatura de almacenamiento oscila entre dichas temperaturas.

Entre los microorganismos psicrotrofos predominantes en las ensaladas,
Pseudomonas fluorescens ha sido sefialado por diversos autores como € principal
responsable de la alteracion de vegetales de ensaladas envasadas en atmoésfera
modificada (Denis y Picoche, 1986, Brocklehurst, et. al., 1987, Eyles et d.,
1993).

Otro grupo microbiano de gran importancia en este alimento son las
bacterias acidolacticas. Leuconostoc mesenteroides fue descrito por Carlin et al.
(1990) como €l causante principal de la alteracion de la ensalada con atmosfera
modificada, debido fundamental mente a las fermentaciones lécticas.

Aeromonas hydrophila y Listeria monocytogenes han sido aislados por
diversos autores de ensalada envasada con atmosfera modificada . Por su caracter
patogeno y su capacidad para crecer y sobrevivir a temperatura de refrigeracion,
hacen de estos microorganismos un riesgo potencial para la salud, sobre todo
para poblaciones de riesgo como son |os nifios, ancianos, mujeres embarazadas e
inmunodeficientes. El hecho de que las ensaladas de IV Gama sean destinadas,
en un alto porcentaje, a la restauracion colectiva de colegios, hospitales, etc.,
agudiza la preocupacion por e tema. No es conocido e nivel de células
necesarias de ser ingeridas para contraer la enfermedad pero a ser este un
alimento destinado en cierto porcentaje a comedores col ectivos de poblaciones de
riesgo, la importancia de conocer e comportamiento de este microorganismos es
aln mayor.

El modelamiento predictivo del crecimiento microbiano es un campo
prometedor dentro de la microbiologia de los alimentos (Zwietering et a., 1990).
Los modelos predictivos se utilizan para describir el comportamiento de los
microorganismos bago diferentes condiciones como temperatura, gases y pH.
Estos modelos permiten realizar predicciones sobre la supervivencia de
microorganismos en aimentos o la vida media de los productos, deteccion de
partes criticas del proceso del produccion o de la distribucion y la optimizacion
de la produccién y cadenas de distribucion.

Si se representa la curva de crecimiento como el logaritmo de recuento de
microorganismos frente al tiempo se obtiene una curva sigmoidal, constituida por
una primera fase de adaptacion seguida por una fase exponencial y una fase
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estacionaria. Para describir estas curvas y reducir los datos obtenidos
experimentalmente a unas pocas variables que nos interesen (tasa especifica de
crecimiento, tiempo de generacion, tiempo que tarda en alcanzar un determinado
nivel, etc.) se necesitan model os adecuados.

Segun Whiting y Buchanan (1993) existen tres tipos de modelos. Los
model os primarios, que miden la respuesta de un microorganismo en e tiempo en
unas condiciones determinadas (por gemplo, la funcion de Gompertz, la
logistica, € modelo de Baranyi). Los modelos secundarios describen el
comportamiento de uno o varias variables (tasa especifica de crecimiento, tiempo
de generacion, tiempo que tarda en alcanzar un determinado nivel, etc.) cuando
se varia en una o mas condiciones del medio de cultivo (temperatura , pH, sal,
gas, etc). Estos modelos serian por egemplo las Respuestas en Superficie,
modelos de Arrheniusy de Ratkowsky. Los modelos terciarios son la aplicacion
de los modelos secundarios para la elaboracion de sistemas para dotar de
predicciones a personas no expertas en la materia. (Programa MFSmodel, Food
Micromodel, etc.).

El hecho de que e CO,, O, y pH varien durante e amacenamiento
dificultala comparacion con otros estudios y la aplicacion de model os elaborados
a partir de experimentos utilizando medios de cultivo donde las variables (CO, y
pH) permanecen constantes.

En @ presente trabgo se pretende estudiar los diferentes grupos
microbianos presentes en ensaladas envasadas con atmosfera modificada a la
temperatura recomendada por e fabricante (4°C) y posteriormente observar la
evolucion de bacterias psicrotrofas y acidolacticas a 10 y 15 °C para conocer €l
efecto de la temperatura sobre su evolucion. Se observa € comportamiento de
Pseudomonas fluorescens y Leuconostoc mesenteroides inoculados en las
ensaladas buscando con ello estudiar con mayor facilidad un representante de
cada uno de los grupos mayoritarios presentes en las ensaladas. Asimismo, se
estudia la posibilidad de crecimiento de microorganismos patogenos susceptibles
de crecer en atmoésfera modificada y temperatura de refrigeracion como
Aeromonas hydrophila y Listeria monocytogenes. Con los datos obtenidos se
realizd una aproximacion para la confeccion de un modelo predictivo que
permitiria predecir la vida media del producto al variar la temperatura de
almacenamiento. El analisis microbiol6gico sera complementado por e estudio
de las modificaciones organol épticas, de la concentracion de los gasesy e pH.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Conservacion delos alimentos por medio de atmosfera modificada

La utilizacion de atmoésferas modificadas como conservante en los
alimentos tiene relativa reciente implantacion.

El desarrollo de estas tecnologias se deriva fundamentalmente del cambio
de prioridades aimentarias de los consumidores, que prefieren productos poco
tratados, exentos de conservantesy listos para el consumo.

La modificacion de esta composicion dentro del envase alimentario,
disminuyendo la concentracion de oxigeno y aumentando la del dioxido de
carbono, se ha visto que extiende la vida til del producto refrigerado (Parry,
1993)

El uso de la aimosfera modificada para la extension de la vida media de
los aimentos no es un concepto nuevo en conservacion de alimentos. Sus
origenes se remontan a 1922 cuando Brown realiz0 investigaciones sobre €
efecto que gercian diferentes concentraciones de oxigeno y didxido de carbono,
a diferentes temperaturas, en la germinacion y el crecimiento de un hongo
responsable de la podredumbre de la fruta. Sus estudios revelaron la efectividad
de CO; a 10 % o mas en retrasar la germinacion y el crecimiento del hongo.
Mas tarde, en 1927, Kidd y West estudiaron €l efecto de la atmésfera modificada
en el amacenamiento de la fruta. Estos estudios dieron como resultado e primer
almacén comercial de manzanas con atmosfera controlada construida en Kent,
Inglaterra, en 1929 (Parry, 1993).

En la década de los 60 tomo auge la conservacion por vacio de productos
secos y carne fresca. Las investigaciones se aceleraron entre 1970 y 1980, dando
como resultado exitosas aplicaciones comerciales. Los alimentos envasados con
atmosfera modificada de tamafio familiar no aparecieron en los supermercados
hasta 1973 en Alemania, 1974 en Francia, 1978 en Dinamarca y en 1979 en
Inglaterra (Parry, 1993). En Espafia aparecieron los primeros vegetal es envasados
en atmosfera modificada en 1986 (Carbonell, 1989).
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Una definicion general de un aimento amacenado en atmésfera
modificada seria un alimento perecedero almacenado en un ambiente diferente al
aire (Hintlian y Hotchkiss, 1986, Farber et al., 1993). Esta definicion incluiria €
envasado al vacio, inyeccion de gases, envasado de los productos con una
pelicula plastica de especial permeabilidad sin inyeccion inicia gaseosa, €l
envasado en atmosfera controlada (CAP) y el amacenamiento hipobarico (Farber
et a., 1993).

En e caso ded CAP se trata de un aimento que esta expuesto
constantemente a una composicion gaseosa determinada y regulada que
compensa los cambios naturales que produce la respiracion y la permeabilidad
del envase (Hintlian y Hotchkiss, 1986, Farber et al., 1993). En cambio aquellos
productos en que se inyectan gases solo se insufla el gas a envasarlo y luego la
composicion evoluciona sin control debido a factores como la respiracion del
producto, cambios bioquimicosy la permeabilidad alos gases del envase (Farber,
1993).

El envasado de los productos con una pelicula plastica de especial
permeabilidad sin inyeccidn inicial gaseosa conduce a una modificacion natural
de laatmosferaen el interior del envase debido ala permeabilidad de la pared del
envase y a otros factores como la respiracion del producto y cambios
bioquimicos.

El envasado al vacio es el sistema mas frecuente de envasado y consiste
en la evacuacion del aire del envase del producto antes de su sellado y donde €
envase se caracteriza por su baja permeabilidad a O,. Con esto se busca inhibir
el desarrollo de microorganismos aerobios, oxidacion o deterioro (Hintlian y
Hotchkiss, 1986, Parry, 1993).

El almacenamiento hipobarico es una forma de amacenamiento de un
producto a baja presion, por debgjo de la presion atmosférica, controlada junto a
la temperatura y la humedad. Se utiliza para el almacenamiento de frutas suaves
(Parry, 1993).

Para la creacion y mantenimiento de atmosfera modificada en los envases
con peliculas plasticas se puede utilizar una técnica de modificacion activa o
pasiva 0 una combinacion de ambas (Kader et al., 1989).

El envasado con modificacion activa de la aimosfera se refiere a la
incorporacion de ciertos aditivos en el envase o contenedor para modificar el
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medio ambiente interno y prolongar la vida media del producto. Estos aditivos
serian absorbentes de oxigeno, dioxido de carbono o etileno, o bien emisores de
diéxido de carbono o vapores de etanol (Parry, 1993). Esta tecnologia puede
tener futuro pero actualmente es demasiado costosa para su uso en laindustria.

El envasado con modificacion pasiva consiste en envasar el producto con
una pelicula pléstica de una permeabilidad adecuada, teniendo en cuenta que por
la respiracion de |los vegetales consume O, y se produce CO, que se almacena en
el interior del envase (Figura 1). Si se conocen las caracteristicas respiratorias y
condiciones Optimas gaseosas del producto, se puede envolver en una pelicula
plastica con una permeabilidad que lleve a un equilibrio entre la concentracion de
O, y CO, y conseguir una atmosfera modificada equilibrada (EMA). Se ha
demostrado que con un 2-5 % de O, y 3-8 % de CO, se retrasa la maduracion y
reblandecimiento de los vegetales, y reduce la degradacion de la clorofila, la
ateracion microbianay € pardeamiento enzimético (Parry, 1993). Por la accion
del etileno eliminado por el vegetal se controlan los procesos de marchitamiento
y senescencia (Keteller y Tobback, 1994)

CALOR
/ COZ
CALOR
Og v C2H4 o ] C.H4
H,0 o
A
v
H,O

Figura 1. Flujo de gases que se produce por la conservacion de productos vegetales en
envases semipermeables (Adaptado de Varoquaux, 1987)
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1.1 Gases usados en & envasado con atmosfera modificada

La composicion gaseosa normal del aire seco a nivel del mar es el descrito
en el Cuadro 1:

Cuadro 1. Composicién gaseosa normal del aire
seco a nivel del mar. Adaptado de Parry (1993)

Gas Porcentaje
Nitrégeno (N,) 78.03
Oxigeno (Oy) 20.99
Argdn (Ar) 0.94
Dioxido de carbono (CO,)  0.03
Hidrogeno (H.) 0.01

Los tres principal es gases usados comercia mente son oxigeno, nitrégeno y
diéxido de carbono, aunque otras sustancias gaseosas como monoxido de
carbono, oxido nitroso y didxido de azufre son mencionadas como posibles gases
aemplear para atmosferas modificadas (Farber, 1991). También se han realizado
estudios en €l envasado en atmosfera modificada con cloro, Oxido de etileno,
diéxido de nitrogeno, ozono, propileno, didéxido de azufre pero no han
encontrado aprobacion legal de las autoridades para su uso comercia (Parry,
1993).

El oxigeno es utilizado por los microorganismos aerobios y € tejido
vegetal, también toma parte de reacciones bioquimicas en alimentos como es la
oxigenacion de la mioglobina en la carne o la oxidacion de la grasa y otros
compuestos sensibles como las vitaminas. Por estas razones en e envasado en
aimoésfera modificada se tiende a eliminar el oxigeno o mantenerlo a bajas
concentraciones. Sin embargo esto no puede ser muy estricto en casos como
carne la cual sin oxigeno perderia su color, la fruta o los vegetales que lo
necesitan para respirar o para evitar el desarrollo de microorganisSmos anaerobios
(Parry, 1993).

La ausencia de oxigeno provoca €l comienzo de la fermentacion que se
evidencia por la delicuescencia de las hojas, la formacion de etanol y de olores
indeseables al abrir las bolsas. Generamente el cambio de metabolismo aerobio a
anaerobio resulta en una disminucion de la tasa de crecimiento de los
i croorgani Smos aerobios.
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El diéxido de carbono es un buen inhibidor del crecimiento bacteriano y
su mecanismo de accion aun no esta claro. Es especialmente efectivo frente a
gramnegativos, como Pseudomonas spp (Kader et al., 1989, Jones, 1989). Sin
embargo otros microorganismos se ven favorecidos por su presencia como es €l
caso de las bacterias acidolacticas. El efecto inhibitorio de CO, aumenta a
disminuir la temperatura debido a aumento de su solubilidad (Daniels et al.,
1985, Kader et a., 1989, Parry, 1993). Ademas, € efecto inhibitorio de CO,
depende de diversos factores como la presion parcial de CO,, e volumen del
espacio de cabeza, acidez, actividad agua, los tipos de microorganismos, la fase
de crecimiento de los microorganismos y el medio utilizado. Se emplea en altas
concentraciones en quesos, productos de bolleria y pescado graso (Kader et a.,
1989). El CO, se encontrara en €l tegjido biologico disuelto en la fase liquida del
tgjido y en forma de acido carbonico (alrededor de un 2 %). A pH igua o menor
a 6 e &cido carbonico se disocia en bicarbonato e ion hidrégeno produciendo un
ligero descenso del pH (Jones, 1989, Kader et al., 1989)

Existen diversas teorias sobre € mecanismo de accion de CO, sobre las
bacterias que se pueden resumir en (Farber, 1991):

ateracion de las funciones de la membrana celular bacteriana incluyendo
efectos sobre |a absorcion de nutrientes,

inhibicion directa o disminucion de latasa de reaccion de las enzimas,
atraviesa la membrana celular produciendo cambios intracelulares del pH,
cambios directos fisicoquimicos sobre |as propiedades de | as proteinas

La absorcion de CO, por parte del producto depende en gran medida de la
humedad y del contenido en grasa del producto. Con alto contenido en grasa 'y
humedad se produce una gran absorcion por lo que se puede producir un
fendmeno de “colapso del envase”.

El nitrogeno es un gas inerte con baga solubilidad en agua o grasa. Su
funcion en e envasado en atmosfera modificada es desplazar el oxigeno del
interior de labolsay asi ralentizar la rancidez oxidativa, inhibir el crecimiento de
microorganismos aerobios y evitar e fenomeno de “colapso del envase” por
exceso de CO, (Kader et al., 1989, Parry, 1993).

El monoxido de carbono tiene escaso efecto inhibidor sobre los
microorganismos pero s se ha visto su efectividad en mantener el color rojo de
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las carnes a formarse carbomioglobina. El uso comercial de este gas no esta
permitido pues se trata de una sustancia altamente toxica para el hombre (Parry,
1993).

El ozono ha sido propuesto por la industria alimentaria en diferentes
formas para tratamiento de carnes, frutas manteca, queso, mariscos, y agua para
el lavado de pollos. La gran ventgja que tiene este gas es que su produccion es “in
situ” apartir del aire por una descarga eléctrica. Se ha usado para purificacion de
areas de procesado y amacenamiento y para la “esterilizacion” directa del
alimento, € agua ionizada para limpiar, descongelar o blanquear alimentos, hielo
ozonizado para aumentar la vida media de productos altamente perecederos como
el pescado. El mecanismo de accion no se conoce con seguridad pero
probablemente sea debida a la produccion de radicales libres (Hoigne y Bader,
1979). Solo tiene accion sobre superficies ya que se descompone a tomar
contacto con materia organica. Se esperaria que actuara aumentando la oxidacion
lipidica en los aimentos, sin embargo en e tratamiento de pollo con agua
ozonizada no se produjo mayor enranciamiento (Sheldon y Brown, 1986).

Las mezclas de gases utilizadas para cada producto dependen de varios
factores como son € tipo de producto, la tasa de respiracion, la permeabilidad de
lapelicula plastica, y la temperatura de almacenamiento.

Las condiciones recomendadas para € envasado de col y lechuga en
atmosfera modificada se describen en el Cuadro 2:

Cuadro 2. Composicién gaseosa recomendada.

% Optimo T°C Referencia
0O, CO,
col 2-3 3-6 0 Wang y Watada (1992)
35 5-7 0-5 Poweriey Skura (1990)
lechuga 1-3 0 0 Wang y Watada (1992)
Powerie 'y Skura (1990)

Las mezclas gaseosas recomendadas para diferentes productos se
describen en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Mezclas gaseosas recomendadas para €l envasado en atmoésfera
modificada. Adaptado de Parry (1993).

Producto % Oxigeno % Dioxido de carbono % Nitrogeno
Carneroja 60-85 15-40 -
Carne cocida o curada - 20-35 65-80
Carne de ave - 25 75
Pescado (blanco) 30 40 30
Pescado (graso) - 60 40
Salmoén 20 60 20
Queso duro - 100 -
Queso blando - 30 70
Pan - 60-70 30-40
Tartas sin leche - 60 40
Tartas con leche - - 100
Pasta fresca - - 100
Frutasy vegetales 35 3-5 85-95
Alimentos secos o - - 100
tostados

1.2 Ventajasy desventajas del envasado en atmdésfera modificada

La utilizacion de atmosferas modificadas presenta numerosas ventajas,
pero también algunos problemas que es necesario destacar que se resumen en el
Cuadro 4y Cuadro 5 (Zagory y Kader, 1989, Farber, 1991, Parry, 1993).

1.3 Pdliculas plasticas utilizadas para e envasado en atmosfera
modificada

Segun €l tipo de producto ha de optimizarse |la permeabilidad del envasey
la proporcion de gases empleados, pues de la adecuacion de estos parametros al
producto concreto, dependera principamente la calidad (Berrang et al., 1989,
Farber, 1991).

La difusion de un gas a través de una pelicula plastica dependera de una
serie de parametros como son: la estructura de la pelicula plastica, la
permeabilidad especifica de la pelicula plastica a un determinado gas, € grosor
de la pelicula plastica, la temperatura existente, y las diferencias de presion entre
ambos lados de la pelicula pléstica. La humedad relativa puede afectar la
permeabilidad en algunos casos (Kader et al., 1989).
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Cuadro 4. Ventajas de la utilizacién de atmosfera modificada para conservacion de
alimentos

Ventajas

- Incremento del periodo de vida til (50-400 %) gracias a que reduce la respiracion
y ala produccion de etanol; retrasa la maduracion y el resblandecimiento, reduce la
degradacion de la clorofila, la biosintesis de carotenoides y antocianinas y €l
pardeamiento enzimatico, mantiene € color, alivia desordenes fisiolégicos y dafios
por refrigeracion y preserva las vitaminas de los productos frescos.
Reduccion de costes de produccion y almacenamiento debido ala mejor utilizacion
de lamano de obra, equipos'y espacio.
Posibilidad de distribucién a grandes distancias.
Mejora la presentacion al utilizarse envases plésticos donde se ve e producto
claramente a través del envase transparente. Su frescura y caidad atraen a
consumidor
El envase es termosellado que lo hace mas higiénico y evita contaminaciones
posteriores, permite que se amontonen los envases |o que facilita su transporte y
almacenamiento. Al estar sellado, el producto no gotea ni despide olores.
Proporciona elevada calidad a producto, se trata de productos previamente
seleccionados, la atmdsfera modificada hace que esta calidad se conserve e incluso
gue mantenga la calidad nutricional ya que retiene e &cido ascorbico y las
vitaminas.
Féacil separacion de porciones del producto.

Cuadro 5 Desventajas de la utilizacion de atmésfera modificada para conservacién de
alimentos

Desventajas
Coste anadido patente.
Coste del capital de lamaguinaria de envasado con gases.
Coste del equipo andlitico para controlar que se utilizan las mezclas gaseosa
adecuadas.
Coste del sistema de control de la calidad.
Aumenta el coste del transporte al aumentar el volumen al estar envasados.
Necesidad de temperatura controlada.
Respiracién anaerobia con la consecuente produccion de olores y sabores
desagradables
Crecimiento potencial de gérmenes patdgenos por eevacion de latemperatura
Los beneficios del envasado en atmésfera modificada se pierden por defectos del
envase
Diferentes mezclas gaseosas para diferentes productos.
Disefios especiales de equipos.
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La solubilidad de cada gas en una pelicula plastica determinara que gas se
difundira a mayor velocidad. Esto dependera del tamario, formay polaridad de la
molécula de gas, como también de la cristalizacion, grado de entrecruzamiento y
movilidad de los segmentos de la cadena de polimeros dentro de la matriz de la
pelicula plastica (Kader et al., 1989).

Otra variable que afecta la difusion del gas a través de la pelicula plastica
es & volumen libre del espacio de cabeza que haya en €l envase, el sellado del
cierredel envasey lavelocidad del aire alrededor del envase (Kader et al., 1989).

La pelicula plastica utilizada para €l envasado de un producto dependera
de las condiciones Optimas de concentracion de CO, y O, del producto y de la
temperatura de almacenamiento. La mayoria de los productos vegetales prefieren
gue la pelicula plastica sea més permeables a CO, y menos a O, (Kader et al.,
1989).

Las caracteristicas que se deben tener en cuenta en las peliculas plésticas
destinadas a envasado en amosfera modificada serian las siguientes
(Greengrass, 1993, Kader et al., 1989):

1. Permeabilidad necesaria para diferentes gases (CO,, O, N,) y a vapor de
agua

Buenatransparenciay brillo, propiedades anti-empafiamiento
Resistenciaaltaalaroturay estiramiento y nivel de rigidez necesario
Temperatura baja para el termosellado

No toxico

No reaccione con el producto

Buenaresistenciatérmicay a ozono.

Buena ambientacion interna

© © N o o &~ W D

Conveniente comercialmente, peso ligero, coste econémico por m?
disponibilidad de |a pelicula pléstica, margen de tiempo de suministro

10.Mangjable

11. Facil de etiquetar, capacidad de ser pintado en la superficie y en sandwich,
capacidad de aceptar codificacion y etiquetas
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L os productos frescos precisan una permeabilidad selectiva de la pelicula
plastica, por ejemplo, debe ser impermeable a CO, y a vapor de agua, pero
bastante permeable a O,. Existen varios polimeros de moderada permeabilidad al
O,, como son los nylon, poliésteres, y cloruros de polivinilo no plastificados.
También se han usado polietileno laminado, poliesteres o polipropileno
(Ooraikul, 1990b).

Se han descrito también peliculas plésticas comestibles como
complementarios a las peliculas plasticas. Hay tres tipos. polisacaridos, proteinas
y lipidos (Ooraikul, 1990b).

Las peliculas plasticas usadas normamente en envasado en atmosfera
modificada incluyen los polivinilcloruros, polipropilenos, polistireno, nylon y el
polietileno, las cuales tiene propiedades de permeabilidad dependiendo del
espesor (Greengrass, 1993).

El coste de la pelicula pléstica es un factor importante a tener en cuenta,
aunque técnicamente es f&cil ignorarlo, pues el producto debe ser competitivo y
rentable. El productor debera sopesar |os beneficios de una vida media mayor del
producto con e coste que le supone una determinada pelicula frente o otra
pelicula pléastica mas barata pero menos idonea.

2. LaensaladadelV Gama

El rango de alimentos que se clasificarian como vegetales “listos para su
uso” seria bastante extenso, incluiria vegetales crudos (y su mezcla), vegetales
minimamente procesados (lavados, pelado, troceado) con o0 sin aderezos,
combinaciones entre vegetales y trozos de alimentos cocinados.

Los vegetaes refrigerados y envasados en que se centra este estudio son
los Ilamados "vegetales de IV Gama' por los franceses y "ready-to-use " 0
"minimally processed" por los ingleses y norteamericanos. Aun tienen poca
difusion en el mercado espariol pero comienzan atomar auge (Carbonell, 1989).

Los productos de IV Gama son hortalizas frescas acondicionadas
(seleccionadas, peladas, troceadas, lavadas y envasadas) listas para ser
consumidas y conservadas en cadenas de frio entre 2- 4°C, con una vida util de
alrededor de 7 dias.
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Se denomina de IV Gama por venir, dentro de la secuencia histérica de
tratamiento y presentacion de los productos hortofruticulas, tras los tradicionales
productos frescos (I Gama), las conservas (II Gama), y los congelados (I11
Gama).

En nuestra sociedad hay una clara tendencia hacia e consumo de
productos naturales que no contengan aditivos, como asi también resata la
escasez de tiempo, por lo que estos productos ya preparados cobran cada vez
mayor importancia y tienen méas aceptacion. Los vegetales son aimentos que
necesitan més tiempo para ser cocinados y ocupan mayor volumen pero a mismo
tiempo son importantes en una dieta equilibrada por lo que estas ensaladas y
verduras de IV Gamafavorecen el consumo al simplificar su preparacion.

Laidea de IV Gama es originaria de EE.UU., dirigida en un principio a
abastecer de lechuga a los restaurantes de comida rapida, o “fast- foods’. Se
introdujo en Europa por Alemania y Suiza y fue adaptandose a cada pais en
aspectos concretos como: los gustos del consumidor, fabricacion, distribucion, y
legislacion.

La materia prima, las hortalizas, no difieren en cuanto a su naturaleza de
las comercializadas frescas, pero las exigencias particulares de produccion hacen
gue a los productores se les pida cultivos especificos. Los cultivos de hortalizas
paralV Gama debe cumplir dos exigencias principales:

El abastecimiento de calidad especificay homogéenea. El producto final no
puede variar.

El abastecimiento regular durante todo € afio.

Para mantener la calidad obtenida en la recoleccidn es necesario realizar
unarapidaprerrefrigeracion de las materias primas, primer paso de la cadena de
frio que no debera interrumpirse hasta llegar a consumidor. Las hortalizas
recolectadas diariamente llegan en camiones frigorificos y tras superar € control
de calidad de materias primas entran en la fase de prealmacenamiento a 0-2°C.
La fébrica de produccion busca que el stock sea minimo y la calidad maxima por
lo que procura recibir las materias primas cada dia.

2.1 El proceso

Los vegetales son llevados desde el almacén a la zona de seleccion. Aqui
son limpiados y seleccionados de forma artesanal, ocupando esta operacion dos
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tercios del personal de la fébrica, pues resulta dificil de mecanizar. Los
tubérculos, bulbos y raices necesitan ser pelados, para lo que se suelen utilizar
meétodos abrasivos. En el proceso de seleccion se producen unas pérdidas de
rendimiento que oscilan entre el 20 y e 80 % del producto, segun €l tipo de
hortaliza y su calidad. La materia prima permanece apenas 10 minutos en esta
parte de lafabrica, climatizada a 12 °C como méaximo durante todo € afio.

La parte util de la hortaliza es transportada mediante una cinta desde esta
zona de seleccion a otra zona de la planta de procesado, que estd separada
fisicamente de la primera.

En esta nueva zona los vegetales son rayados o cortados en rodajas,
cubos o trozos diversos, mediante la utilizacion de diferentes maguinas
cortadoras. En un sistema de transporte en agua fria, no superior a 4 °C, son
conducidos los trozos de vegetales a la sala fina de procesado, anterior a
almacenamiento final. Ambas salas estan totalmente separadas.

El lavado del producto se realiza mediante inmersion en un bafio de agua
a una temperatura igual o inferior a 4 °C. En e agua de lavado se inyecta un
chorro de aire cuyo burbujeo elimina los restos de tierra 0 cuerpos extrafios,
evitando dafios mecanicos sobre el producto.

En el agua de lavado se adiciona hipoclorito sddico con una concentracion
total de 50-100 ppm de cloro activo. Los posibles restos de hipoclorito son
eliminados en e aclarado posterior por duchas de agua a 2°C, solo pueden
guedar como maximo 1 ppm de cloro activo en € producto. El agua de lavado se
cambia diariamente pero en ocasiones también se cambia entremedias del lavado
de diferentes vegetales s una verdura estd muy sucia. El agua de enjuagado
renueva el agua de lavado continuamente. Todo e cloro que se afiade no es
realmente activo, parte se une a minerales, materia organica, etc. En la Figura 2
se observa un esguema de la las partes en que se disocia € hipoclorito afadido.
La accion del cloro es mas eficaz cuanto mas acido es el medio, sin embargo €l
pH aconsgable es arededor de 6 (Carbonell, 1989). El aumento de la
concentracion de hipoclorito por encima de 100 ppm no es aconsejable porque si
bien aumenta el efecto antimicrobiano, |0s efectos corrosivos también aumentan.
Se ha demostrado que el disminuir € pH a5 aumenta del orden de 1.5 a 4 veces
el efecto antimicrobiano (Adams et al., 1989). Segun algunos autores la forma
HOCI es la forma activa del hipoclorito pero se ve afectada por el pH, materia
organica, dureza del aguay temperatura (Brackett, 1987). Estudios realizados por



Revision bibliogréfica 21

Adams et a. (1989) sostenian que los microorganismos supervivientes en
lechugas lavadas con hipoclorito no poseian resistencia intrinseca a este, por lo
gue seria la falta de contacto con € desinfectante o que permitiria que
sobrevivieran los microorganismos. Esta supervivencia podria estar asociada a la
disminucion de la actividad del hipoclorito por contacto con € tejido vegeta
(Adams et a., 1989). Sin embargo, estudios donde se afadio Tween 80 junto al
hipoclorito que aumenta el efecto inhibidor, sugieren que € efecto inhibidor esta
relacionado con la propiedad hidrofobica de la cuticula vegetal donde se
formarian compartimentos en los que los microorganismos podrian permanecer
sin ser afectados por la solucion acuosa (Adams, et al., 1989).

125 ppm .
CLORO ANADIDO l

CLORO COMBINADO
CON MINERALES

CLORO RESIDUAL . (>1ppm)
CLORO RESIDUAL COMBINADO CLORO ACTIVO
CON MATERIA ORGANICA 20% APHY
100 ppm

Figura 2. Esquema de la disociacion del hipoclorito sodico en el agua.

El exceso de agua es eliminado mediante el empleo de centrifugas.

Las mezclas de vegetades se pueden redlizar en dos puntos luego del
lavado o después del centrifugado.

El producto ya seco pasa a pesado automatico asociativo. Este equipo de
pesado automatico asociativo esta compuesto por una serie de células de peso,
dispuestas en circulo y aimentadas simultaneamente por vibracion. Un
microprocesador calcula en cada instante si la suma de dos o mas células
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corresponden al peso requerido y cuando se alcanza se abren las células para
completar el contenido de una bolsa.

La caida del producto en € tubo de alimentacion de pelicula plastica
desencadena la soldadura y el corte del pléstico, liberandose asi una bolsa
completa del producto terminado. Antes de proceder al cierre pueden ser
inyectados con una composicion deseada de gases. En las ensaladas analizadas
no se realizo ninguna inyeccion.

Al final delacadena se coloca un detector de metales.

Una vez confeccionado €l producto se empagqueta en cagjas de carton y se
almacena en frigorificos para productos terminados a 2°C hasta ser distribuidos.

En la distribucidon debe mantenerse la cadena de frio y se deben utilizar
expositores adecuados en |os puntos de venta.

La vida media de este producto es de 7 a 12 dias, segun los vegetales
utilizados, el tamarfio de troceado, la cadena de frio en el procesado, transporte y
distribucion, y parece influir enormemente en e crecimiento bacteriano la
interaccion entre el metabolismo que desarrollan los vegetales envasados y € tipo
de material de embalgje (Guerzoni et a., 1991).

La elaboracion de productos de IV Gama dega bastantes residuos
vegetales, que segun Carbonell (1989) constituye aproximadamente e 50 % de
todas las hortalizas que entran a la fabrica.

2.2 Caracteristicas biologicas de los vegetales de | V Gama

2.2.1 Vidamedia

La vida media de un producto se definiria como el tiempo transcurrido
entre la cosecha o elaboracion hasta su consumicion, manteniendo este su calidad
y seguridad (Greengrass., 1993).

Los vegetales envasados en atmosfera modificada tienen una vida media
de aproximadamente 7 a 12 dias y se ve afectada por una serie de factores
intrinsecos y factores extrinsecos. Entre |os factores intrinsecos estarian la tasa de
respiracion, €l pH, la a,, la estructura biologica, la producciéon de etanol y la
sensibilidad a este. Entre |os factores extrinsecos estaria la cosecha o madurez del
producto en & momento de la cosecha, la manipulacion, la higiene, la
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temperatura, la humedad, el material de envasado y la proporcion gas-producto
(Greengrass, 1993).

2.2.2 Factoresintrinsecos

Los vegetales de |V Gama estan constituidos por células vivas, por |o tanto
tienen lugar en é numerosas reacciones biologicas que se ven afectadas por la
eliminacion de las capas exteriores de proteccion, por el corte, troceado o rallado
del producto.

La respiracion sigue redlizandose y sera mas 0 menos intensa segun la
especie, lamadurez o latemperatura. En el momento de redlizar el envasado debe
tenerse en cuenta gque la respiracion consume O, y libera CO, que se acumula en
la atmésfera, modificandola y produciendo una disminucién en la tasa de
respiracion (Day, 1993).

Los vegetales y frutas con altas tasas de respiracion son mas perecederosy
por 1o tanto tendrdn menor vida media. Un producto cortado tendra una tasa de
respiracion mucho mayor que entero y un producto joven tendra una tasa de
respiracion superior a maduro. Incluso existen diferencias entre variedades
diferentes de una misma especie.

En un producto envasado y cerrado herméticamente, simplemente por la
respiracion del vegetal se producira un cambio de la atmosfera, se consumira el
O, y aumentara la concentracion de CO,, esto provocara una disminucion de la
tasa de respiracion (Day, 1993). La tasa de respiracion se ve afectada por la
temperaturay la atmosfera modificada.

El pH inhibe el desarrollo de microorganismos de alteracion y patogenos
en productos acidos como las frutas (limon, naranjas, pomelos, etc.) que tienen
un pH por debgo de 4.5. Sin embargo la mayoria de los vegetales tiene pH
superiores a 4.5. Ensaladas de lechugas envasadas en atmdésfera modificada
amacenadas a 5°C experimentaron un descenso de pH desde 7.5 hasta 6.5
aproximadamente a los 15 dias, mientras que a 12°C partiendo del mismo pH
inicial descendi6 hasta 7. En el caso de la ensalada de zanahoria el pH descendio
solo una unidad con un pH inicial de 7 tanto a4 como 12°C (Abdul-Rauof et al.,
1993). El pH de zanahoria fresca descrito por otros autoresesentre 4.9y 5.4y de
col entre 5.2y 5.4 (Poweriey Skura, 1990).
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La actividad agua es elevada, entre 0.97 y 1, medio ideal para €l
crecimiento bacteriano.

Laresistencia de las plantas o frutas a la difusion de los gases dependera
también de la estructura biologica de estas. El intercambio gaseoso que realiza
la planta con su medio ambiente dentro del envasado en atmdésfera modificada
puede describirse en cuatro fases:

1. difusion del gas através de la dermis del vegetal,

2. difusion del gas atraves del sistemaintercelular,

3. intercambio de gases entre el medio intercelular y lacélula
4

. difusion en solucion dentro de la célula hacia los centros receptores de O,
0 hacialas centros de produccion de CO, y etanal.

El CO, y e etanol producidos por la respiracion se liberan en el
hialoplasma, se difunden a espacio intercelular hacia zonas de menor
concentracion hasta llegar ala dermis. Aqui se difunden por las aberturas o poros
del producto hacia el ambiente (Kader et al., 1989).

El O, hace e camino inverso a CO, y etanol hasta llegar a los aceptores
de O..

La produccion de etileno y la sensibilidad a este se ven disminuidas en las
frutas y vegetales envasados en atmosfera modificada. El etileno acelera la
maduracion del producto. Se ha descrito que bajas concentraciones de O, o altas
de CO, o ambos juntos disminuyen la respiracion y la produccion de etileno
(Zagory y Kader, 1988).

2.2.3 Factores extrinsecos

Larecoleccion del producto es un factor extrinseco importante pues si se
recol ecta demasiado pronto no tendra la calidad deseada y s se realiza més tarde
la vida media serd méas corta. Normalmente |os vegetales se recolectan un poco
antes de llegar a pico de madurez porque asi permanecen mas firmes y resisten
mejor |os posibles dafios mecéanicos.

Lamanipulacion debe realizarse de forma que se eviten |o més posible los
danos tisulares que daran lugar a pérdida de materia, enzimas, decoloraciones, y
serd una zona susceptible de desarrollo microbiano (Day, 1993). Si se cuida que
las cuchillas durante el troceado permanezcan bien afiladas las lesiones seran
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menores. El tamario del corte también afecta la calidad final del producto (Bolin
et a., 1977)

La préctica de la higiene rigurosa y sistemética es importantisima en toda
la cadena de produccién, desde la cosecha hasta € terminado del producto.
Evitando que se produzcan contaminaciones, tanto de gérmenes patdgenos como
aterantes, se consigue aumentar la vida media del producto.

La temperatura es uno de los factores extrinsecos mas importantes e
influye mas en lavida media del producto envasado en atmosfera modificada que
la propia atmosfera modificada. La lechuga cortada tiene una vida mas larga
amacenada a 2°C que a 5°C o 10°C. A mayor temperatura se produce mayor
pardeamiento enzimatico, reblandecimiento y pérdida del color verde de la
lechuga (Bolin et a., 1977). La recoleccion debe hacerse a primera hora de la
mafiana o0 por la noche para que los vegetales recolectados no sufran altas
temperaturas. El transporte debe hacerse refrigerado o en vacio. Durante la
elaboracion del producto las salas se mantienen a 10-12°C y e producto
terminado se amacena a 4°C. El control de latemperatura alo largo de la cadena
es critico para todo producto de calidad.

La pérdida de humedad del producto lleva a deterioro de la calidad, €l
vegetal se arruga 'y se marchita. Los vegetales con un contenido en agua del 80-
95 %, se desecan rapidamente si la humedad relativa de su entorno desciende y
basta que pierdan un 3-6 % de su contenido en agua para que se muestren
deteriorados. Esto se puede controlar con envases con peliculas pléasticas
impermeables a vapor de agua. El inconveniente de que sean totalmente
impermeables al vapor de agua seria la creacion de un ambiente de alta humedad
y condensacion de agua en € interior del envase, medio muy favorable para €l
desarrollo de microorganismos (Zagory y Kader, 1988). El control de la
temperatura refrigerada favorece la menor transpiracion. La pérdida de humedad
también esta relacionada con el tipo de vegetal, si esta entero o troceado, cual es
la superficie en relacion al volumen que posee y S cuenta con una estructura
protectora gruesa. Por gemplo, la zanahoria pierde rgpidamente su humedad
debido a que la capa protectora, dermis, es delgada, mas que en el caso de una
manzana. Si el producto esta troceado perdera agua mas rapidamente.

La pelicula plastica del envase debe seleccionarse segin el producto a
envasar. Si se utilizan peliculas plésticas impermeables en & envasado de
vegetales frescos se acumulard el CO, producido por la planta y comenzaran
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procesos fermentativos con la consecuente formacion de etanol, acetaldehido,
acidos organicos, y otros compuestos que estan asociados con olores y sabores
desagradables y por lo tanto el alimento pierde calidad. A todo esto se le aiade €
factor riesgo del crecimiento de gérmenes patdgenos anaerobios como el
Clostridium botulinum. En términos generales se recomienda siempre un 2-3 %
de O, (Day, 1993).

S la pelicula pléstica utilizada para e envasado es excesivamente
permeable no creara la atmésfera modificada o serda muy leve. El producto se
deshidratardy se alterard como si estuviese a aire.

S se escoge la permeabilidad intermedia adecuada se puede llegar a
acanzar un equilibrio de atmésfera modificada (EMA). Se encuentra en
equilibrio cuando la tasa de transmision de O, y CO, se igualan a la tasa de
respiracion del producto.

Un parametro a considerar a la hora de envasar es la proporcion de gasy
producto a mantener en e envase. Para ser eficientes el gas debe rodear al
producto por completo para extender la vida media. Por regla general los
fabricantes suelen envasar proporciones de 3 partes de gas por cada parte de
producto o una parte y una parte (Day, 1993). La cantidad de producto y su tasa
de respiracion determinaran las necesidades de O,. Por otra parte la superficie de
la pelicula plasticay su permeabilidad al gas determinara |as tasas de transmision
de CO, y O, entre dentro y fuera del envase. El volumen del envase determinara
el tiempo que tardara en alcanzar € equilibrio EMA. S se insufla aire se debe
controlar la cantidad pues no es deseable que el envase aparezca abombado.

2.3 Calidad del producto

La calidad de la presentacion del producto es muy importante para €l
fabricante pues serd ésta la responsable de la primera eleccion del consumidor
frente a la competencia. La pérdida del color verde en vegetales procesados y
almacenados es debida a la degradacion de la clorofila. Los carotenoides mas
importantes que dan el color a frutas y vegetales son los derivados alfa y beta
carotenos y licopeno. Los carotenos son importantes desde €l punto de vistade la
nutricion, el sabor y la apariencia como precursor de la vitamina A, precursor de
compuestos volatiles del aromay como pigmentos (Zagory y Kader, 1989). El
etileno acelera la biosintesis de carotenoides y bajas concentraciones de O, la
reducen. Las antocianinas son pigmentos rojos a pH bajos, incoloros aintermedio
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y azules a pH alto. El azul esta mas relacionado con la quelacion de metales que
como efecto directo del pH. Se ha visto que € O, y la ata temperatura son los
factores que més influyen en la degradacion de antocianinas de frutas como las
fresas, cerezas, uvas, grosellasy frambuesas (Zagory y Kader, 1989).

Los cortes en € tejido vegetal se ponen en contacto con el oxigeno dando
lugar a pardeamiento enzimético y no enzimatico que adquiere tonalidades
rosaceas, pardas, grises 0 negruzcas. La velocidad de estas reacciones dependera
de diversos factores como son la especie, e momento de la recoleccion y la
temperatura.

Se ha visto que la atmésfera controlada retrasa la pérdida de clorofila
(verde), la biosintesis de carotenoides (amarillay naranja) y de antocianinas (rojo
y azul), y la biosintesis y oxidacion de compuestos fendlicos (marron) (Zagory y
Kader, 1989).

Lacalidad de la textura en los vegetales se busca larigidez del tgjido sin
gue implique dureza. El endurecimiento que sufren los vegetales durante el
amacenamiento parece estar ligado a metabolismo de los fenoles y la
lignificacion. Con O, en bagas concentraciones y dtas de CO, se reduce
parcialmente la accion de la fenilalanina hidroxilasa (PAL) y se retrasa €
pardeamiento en lechugas (Zagory y Kader, 1989).

El sabor esta determinado en frutas y vegetales por la cantidad de
carbohidratos, acidos organicos, aminoécidos, lipidos y fenoles. Se produciran
olores y sabores desagradables al iniciarse la respiracion anaerobia. El efecto
especifico del envasado en atmosfera modificada dependera de cada producto.
Bajas concentraciones de O, y atas de CO, reducen la degradacion de almidén a
azUcar y por lo tanto inhiben el desarrollo de sabores dulces. Niveles moderados
de CO, (5-7.5 %) inhibieron e metabolismo de los azlicares. En otros estudios,
niveles elevados de CO,, por encima del optimo, aumentaron la descomposicion
de la glucosa o0 sacarosa en zanahoria, coles de bruselas y rébanos (Zagory y
Kader, 1989). Los acidos organicos y sus saes, esteres, y glicosidos son
importantes fuentes de energia para la célula vegetal y responsables del aromay
sabor especialmente en las frutas. Bajos niveles de O, y altos de CO, reducen la
degradacion de varios é&cidos organicos, sin embargo en otros estudios en
lechugas, espinacasy brocoli se observo menor contenido en acidos organicos en
los productos envasados en atmosfera modificada comparados con los
almacenados en aire (Zagory y Kader, 1989).
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El contenido de los vegetales en proteinas y aminoécidos es bajo pero
tienen un papel importante como componentes primarios del sabor y tambiéen
influyen en la degradacion de otros compuestos responsables del sabor como la
oxidacion del acido ascorbico. Varios aminoacidos son considerados de sabor
desagradable, otros dulces, salados 0 amargos (Zagory y Kader, 1989).

Una atmosfera modificada inapropiada llevaria a procesos fermentativos
dando como resultado malos olores y sabores, debido ala formacion de etanol y
acetaldehido (Zagory y Kader, 1989).

Lacalidad nutricional es un aspecto de la calidad total que se debe tener
en cuenta. La composicion quimica general de los vegetales es por término medio
el 88 % agua, €l 8.6 % hidratos de carbono, €l 1.9 % proteinas, € 0.3 % grasasy
el 0.84 % cenizas (Jay, 1991) pero la composicion mas detallada de los
ingredientes de |a ensalada estudiada se pueden observar en la Cuadro 6.

Cuadro 6;: Composicién quimica aproximada de alimentos vegetales , ingredientes de
la ensalada estudiada (en porcentajes).

Vegetales Agua Hidratos de Proteinas Grasas Cenizas Referencia

Carbono
Cadl 92.4 5.3 1.4 1.2 0.8 Jay, 1991
Lechuga 94.8 2.9 1.2 0.2 0.9 Jay, 1991
Zanahoria 86 8 2.4 0.3 1.2 Eskin, 1989

Las vitaminas se degradan rapidamente luego de ser cosechado el vegetal
por 1o que es necesario que el tratamiento posterior sea rgpido. El efecto de la
atmésfera controlada sobre |as vitaminas difiere segun el producto, la atmésferay
la temperatura. El acido ascorbico en e caso de lechuga, perejil, col china,
espinacas, judias verdes, brocoli, coles de bruselas, manzanas, grosellas rojas, y
berro envasadas en atmosfera controlada con 1-4 % de O, se degrada mas
lentamente debido probablemente, al menor contenido en oxigeno y por lo tanto
es menos oxidado (Zagory y Kader, 1989). La vitamina A no se encuentra en
general en grandes cantidades pero si su precursor €l caroteno. Este se degrada
con facilidad y sobre todo cuando se marchitan las hojas. Bajas concentraciones
en O, y atas en CO, parece prevenir su degradacion (Zagory y Kader, 1989).

L os vegetales son ricos en minerales y constituyen una fuente importante
de estos para la nutricion humana. Los minerales no se pierden durante €
almacenamientos pero pueden emigrar a diferentes partes y concentrarse. Se ha
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visto que durante el amacenamiento de coliflores con bajo contenido en O, €l
potasio y € molibdeno disminuian en la cabeza y aumentaban en las hojas
(Zagory y Kader, 1989).

2.4 Control de calidad y seguridad del producto

El control de calidad comprende €l control sobre la calidad y seguridad de
los productos frescos y de la pelicula plastica del envase, € proceso de
produccion y envasado, evaluacion del producto elaborado, distribucion y
almacenamiento hasta que llegaa consumidor.

Laseguridad y calidad del producto es importantisima. En primer lugar no
debe congtituir ningln riesgo para la salud. Las autoridades se encargan de
controlar que los productos cumplan los requisitos legales para salvaguardar la
salud publica pero a mismo tiempo al productor no le interesa que sus productos
cobren mala fama. En segundo lugar es muy importante las caracteristicas
organol épticas, textura, sabor, valor nutricional, etc., que presenten pues en ello
sefijard el consumidor y de ello dependera que elija una marca comercial u otra.
El méodo mas frecuente y ademas més recomendado para € control de la
seguridad y calidad de este tipo de productos es €l Analisis de Riesgos e
Identificacion de Puntos Criticos de Control (ARICPC). Hoy dia también se
habla del Control de Calidad Total (TQC) para referirse a control de la calidad
no relacionada con la seguridad como es |la calidad organolépticay nutricional. El
TQC es un planteamiento para € logro de los objetivos de calidad a un precio
optimo, y en todo momento satisfaciendo las exigencias del consumidor. ES una
estrategia para ganar competitividad en la industria cada vez mas competitiva.

El hecho de que se trata de productos no tratados térmicamente y por lo
tanto con mayor riesgo parala salud, hace que, la aplicacion del ARICPC sea aln
mas necesaria. Los alimentos envasados en atmosfera modificada son productos
con ingredientes sensibles (carne, pescado, leche, huevos, vegetales, frutas,...), |0
cual, sumado a la posibilidad de sufrir aumento de temperaturas, hace que €
ARICPC tome un papel importante en la seguridad de estos productos

El concepto de andlisis de riesgos e identificacion y control de puntos
criticos (ARICPC) se refiere a la aplicacion sistemética de una metodologia de
identificacion, evaluacion y control de riesgos de supervivencia, contaminacion o
desarrollo de microorganismos patogenos. Este sistema evita los numerosos
defectos inherentes a los métodos de inspeccion y confianza en las pruebas
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microbioldgicas. Al centrar la atencion en los factores que afectan directamente a
la inocuidad microbiologica del alimento se suprime el despilfarro de recursos
garantizando € logro y mantenimiento de los niveles deseados de calidad y
resultan mas favorables |as relaciones coste/beneficios. En otras palabras, se basa
en tomar todas las medidas preventivas necesarias para evitar €l desarrollo de
microorganismos patdégenos en aguellos puntos de la cadena de produccion en
gue se ha detectado como posible punto de contaminacion o de desarrollo
microbiano. Se han establecido seis principios basicos:

1.

|dentificacion de los riesgos o peligros y valoracion de su gravedad y de la
probabilidad de su presentacion (andisis de riesgos), asociados con la
produccion, obtencion o recoleccion, procesado/manufactura, distribucion,
comercializacion, preparacion y /o utilizacion de productos crudos o de
productos transformados. El riesgo o peligro, que en inglés se denomina
“hazard”, se refiere a la contaminacion, supervivencia, 0 crecimiento
inaceptable de microorganismos o la produccion de sus toxinas, que
afectan la inocuidad o ateran e aimento La gravedad se refiere a la
magnitud de este riesgo para la salud. El riesgo (“risk” en inglés) es una
estimacion de la probabilidad de que exista el peligro.

Determinacion de los puntos criticos de control (PCC) en los que puedan
ser controlados los peligros identificados. La determinacion delos PPC es
una operacion (practica, procedimiento, localizacion o proceso) en la que
es posible intervenir sobre uno o mas factores con € fin de eliminar, evitar
0 minimizar un peligro. Se denominara PCC1 a aquellos que aseguren la
eliminacion del peligro y PCC2 a aquellos que los reduzcan a minimo.

Especificacion de los criterios que indiquen S una operacion esta
controlada en un determinado punto critico de control. Estos criterios se
refieren a los limites especificados de las caracteristicas de naturaleza
fisica, quimica, biol6gica o sensorial.

Establecimiento y aplicacion de métodos para vigilar cada punto critico a
fin de comprobar gue se encuentra bajo control. La vigilancia implica la
observacion, la medicion y el registro sistemético de factores de
importancia para controlar € peligro. Los métodos de vigilancia elegidos
deben servir para tomar medidas para rectificar toda situacion que esté
fuera de control al iniciar o durante una operacion de un proceso. Los
principales tipos de vigilancia utilizados son cinco: observacion,
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evaluacion sensorial, determinacion de las propiedades fisicas, andlisis
guimico y examen microbiol 6gico.

5. Aplicacion de medidas correctivas apropiadas cuando la vigilanciarevele
gue un PCC no se encuentra bajo control

6. Verificacion, es decir, empleo de informacion suplementariay de pruebas
apropiadas para cerciorarse de que el sistema funciona seguin lo previsto.

Hay una serie de condiciones, requisitos previos, que se suponen existen
para establecer el ARICPC, como es el caso del control de la calidad del agua, un
programa para asegurarse del mantenimiento y funcionamiento de los equipos, un
programa de control de plagas, buenas practicas de fabricacion incluyendo
control sanitario y de lahigiene del personal y un procedimiento eficaz de control
del proceso (Alli, 1993).

Si bien a principio de aplicar ARICPC resulta un gasto adiciona y
requiere mayor tiempo, una vez controlados los puntos criticos se ahorra mucho
tiempo, y resulta menos costoso y mas eficaz que el andlisis de muestras y la
inspeccion de la planta de produccién. Otra ventgja del ARICPC es que permite
adoptar medidas correctoras con rapidez, a poder detectar una contaminacion
inaceptable, un fallo del tratamiento o la existencia de condiciones favorables ala
multiplicacion de microorganismos en el momento en que se produce 0 poco
después.

El control de la calidad de los vegetales destinados a la elaboracion de
productos de IV Gama parte de la eleccion de la especie de vegetal a cultivar, los
fertilizantesy s es posible no utilizar fertilizantes de origen animal o controlarlos
muy bien. No utilizar para el riego aguas residuales.

El enfriamiento es importante en los vegetales de hojas. El control
adecuado de la temperatura resulta esencial para una buena curacion que facilite
la cicatrizacion de las lesiones y reduzca a minimo la alteracion de las cosechas
deraices (ICMSF, 1991).

En lalechuga se pueden encontrar microorganismos patdégenos tales como
Salmonella, Shigella y Vibrio cholerae y entre la microflora Flavobacterium,
Chromobacter, Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudomonas, Xanthomonas,
Erwinia, Enterobacter, Aerococcus, Streptobacterium y Lactobacillus (ICMSF,
1991).
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El principal riesgo sanitario de los vegetales es la contaminacion
microbiologica con microorganismos fecales patdgenos a partir de los
fertilizantes de origen animal y aguas residuales. Estos microorganismos pueden
sobrevivir largo tiempo en la superficie de las hojas o en la tierra. La
contaminacion puede ser evitada o por lo menos reducida al minimo (PCC2),
controlando la fertilizacion con abono animal o e riego con aguas residuales o
con aguas extraidas en el cauce inferior de rios donde desagiien aguas residuales.
Se comprobara este punto inspeccionando |os vegetal es con regularidad, como asi
también las fuentes de aguay fertilizantes.

La recoleccion se realizara antes que se espiguen. La lechuga tiene un
tejido poco consistente y se rompe con facilidad por lo que se puede lesionar a
ser recolectada y le favorece e ser amacenadas inmediatamente en frio. El
control consistira en realizar € corte con cuchillas afiladas que eviten €
desgarro. Toda la maquinaria utilizada se conservara libre de residuos. Se
comprobara la habilidad de los recolectores, €l gjuste de las cosechadoras y la
limpieza de |os equipos de transporte. El transporte es refrigerado hasta la fabrica
de cuarta gama.

En larecepcion de vegetales crudos € riesgo que se identifica es que sean
portadores de microorganismos, tanto propios, como procedentes de restos de
tierra asi como la posible contaminacion quimica (pesticidas, nitratos, etc.). El
punto critico de control seria la limpieza de los productos frescos y e control
seria el lavado del producto en caso necesario. Se supervisa visuamente y se
realizan andlisis periodicos del producto fresco.

El prealmacenamiento se rediza a 0-2°C (a temperatura ambiente, las
lechugas se marchitan rgpidamente y el frio reduce la respiracion). Aqui se
identifican dos riesgos, por un lado la posibilidad de crecimiento de los
microorganismos presentes en los vegetales y por otro que estos sean
contaminados en la camara de refrigeracion donde se amacenan. Por |o tanto, los
puntos criticos de control a este nivel son la temperatura y la limpieza de la
camara de refrigeracion. Se controla este paso manteniendo la temperatura
adecuada y la zona de prealmacenamiento limpia y desinfectada. Se comprueba
realizando registros de la temperatura, velocidad del aire y la humedad en la
camara, zona de facil limpiezay control microbiol6gico y visual.

Cuando el producto va a ser introducido en la cadena de produccion es
transportado hacia el inicio de esta. Debe controlarse la temperatura de la salay
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el tiempo que permanece en espera que debe ser el minimo para que no de pie a
ningun desarrollo microbiano. Esto debe ser supervisado.

La fase de seleccion donde los vegetales son limpiados y recortados de
forma artesanal mejora la calidad de la lechuga, col, escarolas, etc., a eiminar
las hojas marchitas, lesionadas. Sin embargo existe el riesgo de toda
manipulacion humana de introducir gérmenes patogenos, € error humano de
degjar elementos contaminados en el producto y la contaminacion del equipo que
se esté utilizando. Luego agqui es muy importante la higiene personal y salud de
los manipuladores, su formacion y facilidades para lavarse las manos, como asi
tambiéen la limpieza de los equipamientos. Estos puntos criticos se controlan
formando, informando y dando todas |las facilidades posibles a los manipuladores
sobre su tarea a realizar, controles médicos y que todos los residuos gque se van
generando se deben ir evacuando para reducir a minimo la contaminacion
microbianay |os equipos se limpien por lo menos unavez a dia

El troceado del vegetal mediante maquinas cortadoras no implica méas
riesgo sanitario que €l de la adecuada limpieza de la cortadora 'y e hecho de s
existen microorganismos en lesiones del vegetal aumenta la posibilidad de
crecimiento microbiano. Desde el punto de vista organol éptico es importante que
se controle que los equipos tengan las cuchillas, estén bien afiladas y segun la
disposicion deseada, como asi también que estén limpios y desinfectados. Se
comprobara realizando analisis microbiologicos de las superficies de los equipos
en contacto con los alimentos. El traslado hacia los barfios de lavado se realizara
con un canal de aguafria.

El lavado se redliza en bafios de agua a menos de 4°C, se agita por
burbujeo de aire para facilitar que la suciedad se desprenda de las hojas. Los
riesgos en esta etapa serian la posible contaminacion microbiologica por los
bafios de agua, € uso excesivo de desinfectante (segun la legislacion) o un
proceso ineficaz. Los puntos criticos de control serian entonces la carga
bacteriana, €l pH del agua del bafio y la concentracion del desinfectante. El
control que se efectuara serd usar agua potable que se reciclara periddicamente, a
una temperatura de 4°C y este agua de lavado llevara hipoclorito sodico (100
ppm) que debera permanecer en contacto con el vegetal 3-5 minutos lo que estara
regulado de alguna forma. La comprobacion que se realizara sera verificando la
temperatura y pH de agua, asi como su reciclado, determinando las
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concentraciones de cloro activo presente en e agua y que e sistema de
regulacion, el burbujeo y los rociadores funcionen correctamente.

Posteriormente se pasara a la fase de enjuagado para que la concentracion
de cloro activo quede reducida a 1 ppm. Los puntos criticos de control serian la
posible contaminacion bacteriana del agua y € exceso de desinfectante en el
producto. Se controlara renovando periddicamente e agua, manteniéndola
refrigerada a la temperatura adecuada de aproximadamente 4°C, y que
permanezca & tiempo necesario en el enjuagado. Se comprobara el flujo de agua
de enjuagado, latemperatura del agua, determinaciones del contenido residual del
desinfectante y |las caracteristicas organol épticas del producto.

En el centrifugado existe el riesgo de que e producto quede demasiado
himedo y por lo tanto sea un medio adecuado para el crecimiento microbiano y
por otro lado que sufra lesiones por la fuerza del centrifugado. El control se
gjercera sobre la velocidad y tiempo de centrifugado y la cantidad de llenado del
tambor. Se comprobard la humedad del producto terminado, e tiempo y
velocidad del centrifugado y € llenado del tambor.

En e pesado y € embolsado la contaminacion se puede producir por €l
equipo, por e airey por € material de embalgje. Los puntos criticos de control
serén la temperatura de la sala, la concentracion de restos de producto en €
equipo, la calidad microbiologica del aire y del material de envasado y la
efectividad del cierre del envase. Se controlara la higiene de los equipos, la
temperatura y limpieza del aire y € sellado correcto del envase. Se verificarad
registrando la temperatura y sometiendo a un grupo de muestras a la prueba de
sumergirlas en agua para verificar el sellado.

Durante e almacenamiento del producto terminado se controlara la
temperatura, humedad y velocidad del are para evitar e desarrollo de
microorganismos y se registrara la temperatura para comprobarlo.

Durante €l transporte y distribucion es importantisimo e mantener la
temperatura de refrigeracion hasta que llegue a consumidor y esto debe
controlarse. La comprobacion se realizara con monitorizacion electronica de la
temperaturay humedad introducidos en los camiones frigorificos.
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Figura 3. Proceso general de fabricacién de ensalada de IV Gama
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Para €l caso de la zanahoria el control de calidad es muy semejante solo
gue como se describe en la Figura 3 despuées de la limpieza es necesario un
proceso abrasivo y un prelavado en el que se controlaran los mismos parametros
gue en €l lavado.

Trabajos realizados en este tipo de alimento demuestran la ineficacia del
lavado para eliminar la microflora y especiamente microorganismos como
Salmonella, Shighella sonnel, Listeria monocytogenes y Aeromonas hydrophila.
Esto indica la necesidad de darle importancia a las repercusiones de seguridad
microbiol0gica que tiene este alimento (Abdul- Raouf et al., 1993).

2.5 Legidacion

Los vegetales envasados en atmoésferas modificadas, no tienen en Espaia
reglamentacion alguna, aunque podrian ser incluidos dentro de semiconservas
vegetales, definido como "aquellos productos de origen vegeta o animal,
perecederos, mantenidos en envases impermeables a liquidos y que han sufrido
un tratamiento autorizado que asegure una conservacion limitada en ambiente
refrigerado.

Hay varios aspectos que deben regularse, entre estos, la pelicula pléastica
del envase utilizada, la seguridad microbiol6gica del alimento y la integridad del
envase. Puede s envasado en materia metdlico, vidrio o pléstico
(Reglamentacion Técnico Sanitaria para la elaboracion, circulacion y comercio
de platos preparados, del Real Decreto N° 2519, del 9 de agosto de 1974)
También entrarian dentro de la legislacion correspondiente a comedores
colectivos (R.D. 2817/83; B.O.E. 270, 11 Nov. 1983). No obstante, por las
caracteristicas del producto y su aceptacion en e mercado espafiol, se hace
necesaria una reglamentacion especifica que lo asegure.

El material utilizado, la pelicula pléstica para e envasado, es una fuente
potencial de contaminacion del aimento por migracion de las moléculas que lo
forman. La directiva de la CE, 90/128/EEC con fecha 23/02/1990 describe los
materiales y articulos elaborados con plastico que pueden ser utilizados para
contacto con los alimentos. Estas directivas se reflggan en leyes con
reglamentaciones en |os distintos paises europeos (Greengrass, 1993).

Las peliculas plasticas utilizadas para €l envasado deben cumplir lo
dispuesto en la Reglamentacion Téecnico Sanitaria sobre Materiales Poliméricos
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(R.D. 1125/1982, B.O.E. 133, del 4 de junio de 1982 y correcciones del
R.D.1425/1988, B.O.E. 288, de 1 de diciembre de 1988 y R.D. 668/1990, B.O.E.
130, de 31 de mayo de 1990) y Lista de sustancias permitidas para la fabricacion
de materiales y objetos plasticos destinados a entrar en contacto con los
alimentos (R.D. 211/1992, B.O.E. 72, de 24 de marzo de 1992, Orden de 3 de
julio de 1985, B.O.E. 166, de 12 de julio de 1985y R.D. 1769/1993, B.O.E. 266,
de 6 de noviembre de 1993).

La seguridad de que se trata de un alimento libre de agentes patégenos y
de sano consumo es importante. Debido a las caracteristicas particulares de
refrigeracion y creacion de atmosfera modificada ciertos gérmenes patogenos
como Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica,
Clostridium, pueden crecer y constituir un grave riesgo.

En la legislacion alemana se establece que debe redlizarse e control de
Listeria monocytogenes; E. coli (solo ocasionamente y en pequefia proporcion);
y Enterobactereaceas aunque no se considera contaminacion fecal en el caso de
los vegetales crudos. La propuesta que tienen formulada es de un limite de 5 x
10/g de mesdfilos aerobios, 10° ufc/g de E. coli, y ausencia de Salmonella en 25
g de muestra (Garrido, comunicacion personal, 1994).

En Holanda se establece para productos de 1V Gama que en e dia de
caducidad podra haber como méximo (Garrido, comunicacion personal, 1994):

Recuentos de aerobios totales 10’ ufc/g
Enterobacterias 10° ufc/g
Estafilococos 5*10° ufc/g
Mohosy levaduras 5*10° ufc/g

L actobacilos ausencia
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En Austria se acepta como niveles maximos de recuento para este
producto (Garrido, comunicacion personal, 1994):

Diade caducidad Diade produccion
Aerobios totales 10° ufc/g 10’ ufc/g
Coliformes totales 10° ufc/g 10° ufc/g
E. coli ausencia 107 ufc/g
Estafilococos ausencia ausencia
Salmonella ausencia ausencia
Mohos 107 ufc/g 10* ufc/g
Levaduras 10* ufc/g 10° ufc/g

En Suiza debe tener menos de 10 ufc/g de E. coli (Garrido, comunicacion
personal, 1994)

En Francia existen ya disposiciones concernientes a las condiciones que
deben cumplir los vegetales de IV gama (Extrait du Bulletin Officiel de la
République Frangaise,1992). Entre otros conceptos, establece la necesidad de
mantener |a cadena de refrigeracion durante todo momento, desde la produccion
hasta €l punto de venta. Debe constar en la etiqueta del producto la fecha de
caducidad y la temperatura a respetar, que sera establecida bajo responsabilidad
del fabricante y donde la vida media dependera de la temperatura de
almacenamiento, transporte y venta. Recomienda que la vida media sea igual o
menor a 7 dias. El producto terminado debe sufrir inspecciones periodicas para
asegurar que esta libre de microorganismos patdgenos y verificar e control de
calidad, tanto respecto a las caracteristicas organolépicas como higiénicas, hasta
el fina de la vida media del producto. Establece unos parametros

Cuadro 7. Parametros microbiologicos de aceptacion o rechazo de la calidad microbiolégica de
productos de IV Gama en la legislacion francesa.

n (o m M
Microorganismos aerobios a 30°C/g
En e momento de ser producido 5 2 5*10° 5*10°
En el tiempo de caducidad 5 2 5*10° 5*10’
Coliformes a44.5°C 5 2 10 10°
Salmonellaen 25 g 5 0 ausenci ausenci
a a

n= nimero de unidades de muestra de un lote que se analizaron seglin € programa de muestreo
establecido; c= nimero de muestras que puede sobrepasar € limite m sin ser superior a M; m= limite
microbiol6gico que Unicamente ¢ de las muestras pueden sobrepasar; M= nivel limite méximo de
aceptabilidad
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microbiologicos para determinar la calidad conforme, aceptable, o rechazable
(Cuadro 7):

Establece como calidad conforme cuando todos los valores de las muestras
observados sean inferiores o iguales a 3m en el caso de que se utilice medio
solido para el cultivo, o bien, sean inferiores o iguales a 10m en medio liquido.

Se considera calidad aceptable cuando ningun valor observado sea mayor
gue M y los valores estan comprendidos entre 3my M si se utilizamedio solido y
entre 10my M con medio liquido.

La calidad rechazable es la que es mayor que M.

Las muestras tomadas para € andlisis deben tener un volumen igua o
mayor a 100g, y deben ser mantenidas a 0-4°C y no congeladas, siguiendo la
metodologia de andlisis contenida en las normas ACNOR (NF V.08-002, NF
V.08-010, NF V.08-011, NF V.08-017, NF V.08-013).

El control de laintegridad del envase es un punto importante, se calcula
gue € 30-50 % de latasa de alteracion de los alimentos que sufren |os Paises del
Tercer mundo es debido al mal cierre de los envases, frente a 2-3 % del mundo
desarrollado (Greengrass, 1993).

3. El mercadoy € futuro del envasado en atmosfera modificada.

Los productos envasados en atmosfera modificada no se ven
habitualmente en el marketing alimenticio, sin embargo constituyen una porcion
sustancial y creciente del suministro alimenticio en América y Europa,
incluyendo productos envasados en vacio.

Grandes cantidades de frutas y vegetales (15 % de la lechuga producida en
EE.UU.) son transportadas a occidente en atmosfera modificada. En Europa
varios cientos de panaderos envasan sus productos en atmoésfera modificada,
especialmente pan y tartas. La pasta fresca esta siendo distribuida en su mayoria
en aimosfera modificada. En Francia se utilizan grandes cantidades de “sous
vide” (comida precocinada y envasada a vacio), en las cadenas de restaurantes
(Brody, 1993). Algunos autores estiman mas rentable el envasado en atmosfera
modificada que el vacio (Seideman y Durland, 1984). En EE.UU. y Canada méas
de las tres cuartas partes de la carne vacuna se transporta de las industrias a los
vendedores y servicios de catering (hoteles, restaurantes, instituciones) envasada
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al vacio y en proporciones similares en Europa. Un tercio de la carne fresca de
pollo en EE.UU. es envasada en atmésfera modificada. La mayoria de las carnes
curadas o cocinadas en ese pais se venden envasadas en atmosferainerte o vacio.

En Europa, alos vendedores les interesa vender |os productos frescos con
un margen mayor y reducir los costes de almacenamiento y pérdidas por lo
perecedero de estos. Cadenas comerciales como Sainsbury, Tesco, Safeway,
Asda, y Marks & Spencer en e Reino Unido, Euromarche, Carrefour y Lenor en
Francia, Spar en Holanda, y Tengelmann en Alemania han dominado el mercado
de los aimentos a por menor, con sus actividades en alimentos refrigerados y
alimentos envasados en atmosfera modificada y han propiciado el desarrollo de
alimentos envasados en atmosfera modificada e incluso con exigencias
especificas para su cadena comercial (Brody, 1993). El Reino Unido y Francia
(Cuadro 8) son los dos paises europeos de mayor produccion y consumo de
aimentos envasados en atmoésfera modificada debido probablemente a la
organizacion y fuerza de las grandes cadenas comerciales alimenticias.

Cuadro 8 .Mercado europeo de alimentos envasados en atmosfera modificada (Adaptado de Brody, 1993)

Millones de unidades

1986 1987 1988 1990
Reino Unido 360 485 600 750
Francia 165 250 350 500
Itaia 43 85 150 300
Holanda 22 45 85 200
Bélgica 15 30 65 130
Alemania (antigua Alemania Federal) 45 65 85 120
Total 650 960 1325 2000

En la Cuadro 9 se puede observar laincidencia de este tipo de envasado en
diferentes tipos de alimento en Europa, correspondiendo a los vegetales un bao
porcentaje aun.
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Cuadro 9. Mercado europeo de alimentos envasados en atmdsfera modificada para uso final (Adaptado
de Brody, 1993)

1986 1988 1990
Millones de % Millones de % Millones de %
unidades unidades unidades

Carne 505 78 995 75 1150 58
Fruta Despreciable - Despreciable - 50 3
Pescado 50 8 95 7 250 12
Productos de 25 4 60 5 150 9
panaderia
Vegetales Despreciable - 50 4 200 10
Otros productos 70 10 125 9 200 10
Totd 650 100 1325 100 2000 100

En los Ultimos afios la produccion de vegetales y frutas envasados en
atmosfera modificada han aumentado en Europa. Mientras que en Norte America
los productos preferentemente envasados en atmosfera modificada (excluyendo el
vacio) son pasta fresca, salchichas, galletas y pollo precocinado, en Europa, los
productos maés significativos son la carne roja fresca, ensaladas vegetal es frescas,
pasta fresca, comidas preparadas y productos de panaderia (Brody, 1993).

En Espafia la produccion de este tipo de alimento estd ain en sus
comienzos, sobre todo si consideramos |os productos envasados en atmosfera
modificada excluyendo los envasados al vacio. Hasta donde he alcanzado a saber,
solo hay dos productores de vegetales de IV Gama en Espafia, Cadisay Vega
Mayor S.A. Un tercero es Agrofel Pascual Hermanos pero no tiene su fébrica en
Esparia (Carbonell, 1989). La primera empresa, Cadisa, |leva produciendo desde
1986 y la segunda desde 1988. La gran dificultad con que se encuentran es lared
de distribucion que encarece considerablemente el producto.

El objetivo de la industria que produce frutas y vegetales envasados en
atmosfera modificada es aumentar su vida media, reducir los costes, producir un
producto sano y de calidad. Para ello precisa encontrar € envase adecuado para
cada producto. Un entendimiento y conocimiento méas profundo de las
interacciones entre temperatura, concentraciones gaseosas, permeabilidad de las
peliculas plasticas, resistencia del producto a la difusion gaseosa, tasa de
respiracion de los vegetales, etc.,, en general los parametros extrinsecos e
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intrinsecos y su efecto sobre la calidad |levaria a mayores avances tecnol 6gicos.
De los estudios realizados por Jones (1989), Kader et al. (1989), Zagory y Kader
(1989), Ooraikul, (1990a), y Labuza et al. (1992), se desprende que es necesario
profundizar en diversos aspectos en |os que destacan |os siguientes puntos:

Permeabilidad de las peliculas plésticas entre 0 y 20°C con una humedad
relativaentre 85y 95 %.

Confeccion de peliculas plésticas biodegradables eficaces, |a posibilidad
de incorporar a estos modificadores atmosféricos y el uso de peliculas
plésticas comestibles.

Tasas de respiracion de los productos frescos en atmosfera modificada.

Relaciones existentes entre la reduccion del O, y la ata concentracion de
CO, y laproduccion de etileno.

Como afecta a producto € hecho de que la atmdsfera va continuamente
cambiando dentro del envase en atmésfera modificada hasta conseguir €
equilibrio y como modifica este hecho los valores predichos a partir de un
sistema de atmosfera estable.

RQ (cociente respiratorio) de diferentes productos y como se afecta el RQ
al cambiar laatmosfera.

Resistencia de frutas y vegetales a la difusion del O,, CO, y etileno bgjo
diferentes atmdésfera 'y temperaturas.

Como afecta €l CO,, actividad agua, pH y temperatura para alargar el
tiempo de adaptacion de los microorganismos y su tasa de crecimiento

Efecto de la atmésfera modificada sobre microorganismos patogenos y la
produccion de toxinas

Probabilidad de que un germen patogeno pueda desarrollarse y producir
toxinas antes que los microorganismos alterantes deterioren el alimento,
signo de alerta para el consumidor.

Cual es el mecanismo inhibidor de COs.

Efecto de la atmosfera modificada sobre la textura, sabor, olor y calidad
nutricional.

Desarrollo de un modelo matemético capaz de seleccionar el mejor envase
para crear las condiciones ideales en un determinado producto.
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Compsetitividad entre los microorganismos que componen la microflora
natural especialmente el efecto antagdnico que ejercen bacterias como las
acidolé&cticas sobre otras bacterias, en aimentos envasados en atmésfera
modificada.

Combinaciones gaseosas de envasado en atmosfera modificada

Desarrollo de sistemas de control como los indicadores de tiempo-
temperatura que a detectar alteraciones en la historia de la temperatura en
la cadena puede predecir lavida mediay seguridad del alimento.

4. Los microorganismosy e envasado en atmosfera modificada

La incidencia de los microorganismos en los vegetales reflgja la calidad
sanitaria de cada etapa del procesado y las condiciones microbiologicas del
producto crudo en e momento del procesado (Jay, 1991)

La carga microbiana inicial en los vegetales influye en la calidad del
producto terminado. Estudios realizados en Espafia sobre la carga microbiana de
vegetales frescos recogidos en mercados, supermercados y del campo, revelaron
una media de aproximadamente 10°-10" bacterias aerobias en 100g. El 82.6 % de
las muestras tenian 1010 coliformes totales/100g y 32.2 -51 % tenian E. coli
por encima de 10%100g (Garcia-Villanova Ruiz, et al., 1987, Ferndndez et al.,
1994). Salmonella se aislé de 7.8 % de las muestras (Garcia-Villanova Ruiz, et
al., 1987).

En la lechuga se pueden encontrar microorganismos patdgenos tales como
Salmonella, Shigella y Vibrio cholerae (ICMSF, 1991) y entre la microflora
Flavobacterium, Chromobacter, Rhodotorula, Sporobolomyces, Pseudomonas,
Xanthomonas, Erwinia, Enterobacter, Aerococcus, Sreptobacterium vy
Lactobacillus (ICMSF, 1991). Trabajos realizados en Espafia recientemente
describen el aislamiento a partir de lechugas frescas de Enterobacter, Kliebsiella,
Escherichia, Proteus y Serratias entre las enterobacterias, ademas Pseudomonas
y dentro de estas la més frecuente Pseudomonas fluorescens. Este mismo trabgjo
describe el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en € 16 % de las muestras
(Fernandez et al., 1994). Aeromonas hydrophila fue aislada en €l 8.1 % de las
hortalizas frescas analizadas en Barcelona por De Simon et a. (1994).
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La contaminacion de productos vegetales puede proceder del riego con
aguas residuales y abono animal como asi también por la manipulacion de
alimentos (Abdul-Raouf et al., 1993).

Los factores extrinsecos relevantes que influyen en e crecimiento de
microorganismos en € alimento son dos, la temperatura y la composicion
gaseosa, y son justamente estos |os que se controlaran para retrasar la alteracion
del aimento y extender su vida media. Al ser e efecto inhibidor de CO,
dependiente de la temperatura, aquellos microorganismos que toleran el CO, pero
se encuentran inhibidos a temperatura bajas, se desarrollan a elevarse la
temperatura (Hintlian y Hotchkiss, 1986).

La ateracion del aimento es causada por el crecimiento microbiano y se
caracteriza por su aspecto desagradable en color, textura, olor o sabor. Pero
justamente esta alteracion es una salvaguarda para que no se produzcan
intoxicaciones alimentarias pues su apariencia alerta al consumidor y el aimento
no es ingerido.

Los microorganismos alterantes comunes de los alimentos son inhibidos
por concentraciones de CO, de 5 % v/v, especiadmente los psicrotrofos.Se ha
observado que Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Micrococcus y Bacillus
son especiamente sensibles al CO,. Los hongos, al ser aerobios estrictos, son
inhibidos mientras que las levaduras sobreviven en ausencia de oxigeno.

La atmosfera modificada al ser un efectivo inhibidor de la microflora
dterante hace que los geérmenes patdogenos vean € camino abierto, sin
competencia, para desarrollarse en e alimento y tienen mayores posibilidades de
alcanzar niveles mas atos. El producto tiene una vida media mayor y la presencia
de toxinas 0 gérmenes patdgenos no ateran la apariencia del producto y por lo
tanto constituye un riesgo para el consumidor.

Niveles altos de concentracion de CO,, se ha visto que inhiben a
Saphilococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli y Yersinia enterocolitica, y
el efecto inhibitorio aumenta a disminuir la temperatura (Hintlian y Hitchkiss,
1986)

Clostridium botulinum tipo E, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli enterotoxigénico, y Aeromonas hydrophila
pueden crecer a temperaturas inferiores a 5°C. Saphilococcus aureus,
Salmonella spp., Vibrio parahaemolyticus y Bacillus cereus pueden crecer a una
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temperatura ligeramente superior a 5°C. La capacidad de la atmésfera modificada
para inhibir estos microorganismos dependera en gran medida del control de la
temperatura. Las bacterias acidolacticas constituyen una competencia fuerte para
estos microorganismos por su rapido crecimiento y las sustancias inhibitorias que
producen.

Clostridium botulinum tipo E, anaerobio y tolerante de bajas temperaturas,
constituye un riesgo grave al desarrollarse en un alimento envasado en atmosfera
modificada pues producira la toxina antes que la ateracion del producto pueda
ser apreciada por el consumidor (Genigeorgis, 1985). Foegeding y Busta (1983)
observaron que & CO, estimul6 la germinacion de esporos |o que haria del uso
de CO, un aimento con riesgo para la salud publica.

Clostridium perfringens puede crecer en alimentos envasados en atmosfera
modificada seguin diversos estudios pero a mismo tiempo se ha visto que se evita
su crecimiento en carne envasada con una atmésfera con 75 % de CO, y
amacenada a 8°C (Hintlian y Hotchkiss, 1986).

Se ha observado que el 10 % de CO, estimul6 e crecimiento de Yersinia
enterocolitica, sin embargo con un 40 % se extendi6 la fase de adaptacion y con
un 100 % aumentd aln més la fase de adaptacion y disminuyo la tasa de
crecimiento (Farber, 1991). Otros autores también han descrito el efecto
inhibitorio de CO, sobre este microorganismo y que aumenta dicho efecto al
disminuir la temperatura (Eklund y Jarmund, 1983). Este microorganismo se
caracteriza por su crecimiento psicrotrofo, creciendo a una temperatura minima
de 0-5°C y por lo tanto podria crecer en alimentos refrigerados (Hintlian y
Hotchkiss, 1986).

Escherichia coli es causante de procesos enteropatol 6gicos,
enteroinvasivos y enterotoxigénicos. En 1982, E. coli O157:H7 fue relacionado
con un brote de intoxicacion aimentaria en EE.UU. provocando colitis
hemorrégica. Se registraron diversas intoxicaciones por este microorganismo
vinculados con alimentos como ensaladas (Merson et al., 1976). Se ha observado
gue e crecimiento de Escherichia coli disminuia en medio con CO, y aln mas s
se disminuia la temperatura. A 6°C disminuyo 2 % de crecimiento con respecto
a crecimiento en aire (Hintlian y Hotchkins, 1986). Un trabajo reciente ha
demostrado la capacidad de E. coli O157:H7 de crecer en ensaladas de vegetales
frescos en condiciones rutinarias de comercializacion (Abdul-Raouf et al., 1993).
Este mismo estudio demostré menor desarrollo de E. coli en zanahorias que en
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lechuga o pepinos a 21°C, posiblemente debido a algun factor inhibidor no
identificado de la zanahoria, hecho que se ha descrito también con respecto a
Listeria monocytogenes (Nguyen y Lund, 1989).

Saphylococcus aureus es un microorganismos anaerobio facultativo con
temperatura minima de crecimiento de 5-10°C. Este hecho puede ser e causante
de que no crezca de forma significativa en aimentos mantenidos a 4°C. La
atmosfera modificada parece no estimular €l crecimiento de S, aureus. La accion
sinérgica del frio y la aimosfera modificada actian acelerando la muerte
bacteriana (Hintlian y Hotchkiss, 1986).

Hintlian y Hotchkiss (1987) han demostrado que el CO, gerce efecto
inhibitorio sobre Salmonella y que este efecto es mayor a disminuir la
temperatura mientras que Silliker y Wolfe (1980) observaron que e CO, no
inhibia &l crecimiento de Salmonella en carne a 25°C aunque si a 10°C. Se ha
demostrado la alta incidencia de Salmonella e indicadores fecales en lechugas
cultivadas en pequefias huertas de Mégico e Italia (Ercolani, 1976, Rosas et al.,
1984).

Silliker y Wolfe (1980) observaron que los enterococos inoculados en
carne vacuna envasada en peliculas plasticas permeables eran inhibidos a 10°C
pero no a 20°C.

Bacillus cereus es muy sensible al efecto de CO, segun indican varios
estudios (Farber, 1991).

4.1 Listeria monocytogenes

Ha sido aislado de ensaladas con atmésfera modificada almacenadas a 5°C
(Sizmur y Walker, 1988, Beuchat y Brackett, 1990) y en esparragos, brocoli y
coliflor a4°C (Berrang et al., 1989Db).

Listeria es considerada generalmente un microorganismo mesofilo debido
a que su crecimiento optimo es a 30-37°C, sin embargo es un psicrétrofo por su
capacidad de crecer a temperaturas de refrigeracion (Wilkens et a., 1972). En €
Manual de Bergey se recoge que la temperatura minima es de 1°C, basado en un
estudio realizado por Junttila et al. (1988) en e cua observé crecimiento de
Listeria monocytogenesa 1.1°(+ 0.3).

Se ha comprobado que Listeria es inhibida por compuestos similares a las
bacteriocinas producidas por Pediococcus acidilactici (Bhunia et al., 1988, Pucci
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et al., 1988, Harris et al., 1989, Hoover et al., 1989, Raccach y Geshell, 1993) y
por agunas cepas de Pediococcus pentasoceus (Harris et al., 1989, Hoover et a.,
1989, Raccach y Geshell, 1993). Especies del género Lactobacillus como L.
plantarumy L. acidophilus gjercen sobre Listeria accion inhibidora, mientras que
otros microorganismos fueron estimulantes, como es e caso descrito con
Pseudomonas spp. (Marshall y Schmidt, 1988, Farrag y Marth, 1989). La
presencia de Pseudomonas fluorescens favorece e desarrollo de ambas especies,
segun algunos autores debido a la actividad proteoliticas Ps. fluorescens favorece
la multiplicacion de Listeria monocytogenes potenciada quizéas por una elevacion
del pH.

El rango de pH en e cua puede crecer Listeria monocytogenes segun
Seeliger y Jones (1986) es entre 5.6 y 9.6 con crecimiento optimo alrededor del
pH neutro. Diversos estudios posteriores indicaron que crece a pH 5, a 4.39-4.63
(George et al., 1988). Conner et al., 1986 estudiaron el desarrollo de Listeria
monocytogenes en coles afiadiendo sal en condiciones de pH bajo y observo que
el jugo de col es un medio adecuado para el desarrollo de este microorganismo y
es mas tolerante a condiciones del ambiente, de pH y concentraciones de sal que
las hall adas hasta entonces en la bibliografia

Knight et al. (1988) realizaron un estudio de las superficies de una planta
de procesado y observaron que los drenajes del suelo eran especialmente dificiles
de desinfectar y podrian ser la fuente de Listeria monocytogenes. Listeria
monocytogenes es inactivada por los desinfectantes empleados en las industrias
(Lopes, 1986, El-Kest y Marth, 1988, Cordier et a., 1989, Mustapha y Liewen,
1989, Pappalardo et al., 1990). Jacquet y Reynaud (1994) pusieron de manifiesto
gue en las concentraciones recomendadas por los fabricantes solo dos
desinfectantes fueron realmente eficaces para inhibir Listeria monocytogenes;
desinfectantes que contenian amonio cuaternario mas peroxido y amida
respectivamente.

Otra sustancia que se ha demostrado inhibidora de Listeria monocytogenes
es la lisozima de huevo (Hughey et al., 1989), como asi también la zanahoria
(Nguyeny Lund, 1989).

4.1.1 Agente patdgeno de origen alimentario

Latransmision de la listeriosis a hombre es en mayor medida a traves de
los alimentos (Hird, 1987). Entre los aimentos se ha encontrado en quesos,
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leche, carne, frutas y vegetales. Generalmente son méas sensibles las personas
debilitadas e inmunodeprimidas, mujeres embarazadas y nifios durante e parto o
después del nacimiento, aunque también pueden ser afectadas personas sanas
(Eley, 1994). La mayoria de las personas sanas cuyo tracto intestinal esta
contaminado por listerias es probablemente asintomética o presenta sintomas
muy débiles que bien pueden pasar desapercibidos. Mller (1990) observo que el
0.8 % de las heces de individuos sanos contenian Listeria monocytogenes.
Estudios en trabajadores de mataderos e incluso mujeres embarazadas saludables
han revelado que e 1 a 10 % albergaban Listeria monocytogenes en sus heces
sin mostrar signos de la enfermedad (Seeliger, 1990)

Latasade mortalidad, es altadel 20 % a 30 % (Eley, 1994), superior en
nifios y ancianos. La incidencia de la listeriosis en la poblacion espafiola fue de
0.67 por millén de habitante de camas hospitalarias (tasa real). Se estima que se
declaro e 9.6 % de los casos existentes en 1991, por lo que si se hubiesen
declarado todos seria 1.87 por millén de habitantes (tasa teorica) (Vazquez
Boland, 1994, comunicacion personal).

La dosis infectiva minima se desconoce pero en individuos sensibles se
cree que con 100 bacterias seria suficientes (Eley, 1994).

Listeria monocytogenes es frecuente en ensilado, suelo, aguas residuales,
fango, plantas, vegetales marchitos, forrgje, abonos naturales, desagiies de
mataderos y agua de rios, principa mente.

Entre 1949 y 1987 se han documentado 26 brotes de listeriosis con 1347
casos humanos (Cuadro 10y 11):
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Cuadro 10: Brotes de listeriosis entre 1949 y 1987, casos sospechosos y confirmados.
(Adaptado de Ryser y Marth, 1991)

Localizacion Afio NUmero de Posible viade Referencia
Casos infeccion

Halle, Alemania 1949-1957 aprox. 100 Leche cruda, Gray y Killinger (1966),
leche cortada, crema.  Potdl (1952, 1953),
queso cottage Reisset a. (1951),

Seeliger (1961)

Jena, Alemania 1954 26 Desconocido Urbach y Schabinski (1955)

Unién Soviética 1956 19 Cerdo, ratén Gudkovay Voronina (1956)

Bremen, Alemania 1960-1961 81 Desconocido Fischer (1962)

Halle, Alemania 1966 279 Desconocido Ortel (1968)

Auckland, N. Zelanda 1969 13 Desconocido Becroft et al. (1971)

Anjuo, Francia 1975-1976 162 Desconocido Carbonelle et al. (1978)

Johannesburg, 1977-1978 14 Desconocido Jacobs et al. (1978)

Sudéfrica
Australia 1978-1979 12 Vegetales crudos Souéf y Walters (1981)
M assachusetts, 1979 20 Vegetales crudos Ho et al. (1986)
EE.UU.

Auckland, N. Zelanda  1979-1980 10 Desconocido Ralovich (1984)

Auckland, N. Zelanda 1980 22 Mariscos, Lennon et al. (1984)
pescado crudo

Cambriadel Este, 1981 11 Crema Gilbert et al. (1989),

Inglaterra

McLauchlin et al. (1986)
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Cuadro 11. Brotes de listeriosis entre 1949 y 1987, casos sospechosos y confirmados.
(Adaptado de Ryser y Marth, 1991) (Continuacién)

Localizacion Afio Ndmero de Posible via de Referencia
Casos infeccion
Slovakia 1981 49 Desconocido Ralovich (1984)
Maritime Provinces, 1981 41 Coledaw Schlech et al. (1983)
Canada
Christchurch, N. 1981-1982 18 Desconocido Faoagali y Schousboe (1985)
Zelanda
Houston, Texas, EE.UU. 1983 10 Desconocido Canfield et al. (1984)
Saxony, (Antigua 1983 25 Desconocido Nicolai-Scholten et al. (1985)
Alemania Federal)
Massachusetts, EE.UU. 1983 49 L eche pasteurizada Fleming et al. (1985)
Vaud, Suiza 1983-1987 122 Queso de Vacherin Bille et al. (1988),
Mont d' Or Bulaet al. (1988)
LosAngeles, CA, 1985 142 Queso mejicano Linnan et al. (1988)
EE.UU.
Dinamarca 1985-1987 35 Desconocido Rothgardt et al. (1988),
Samuelsson et al. (1988)
Linz, Austria 1986 20 L eche cruda, Allerberger (1988),
vegetales Tulzer et al. (1987)
LosAngeles, CA, 1986-1987 33 Huevos crudos Schwartz et al. (1988)
EE.UU.
Los Angeles, CA, 1987 11 Manteca Mascolaet al. (1988)
EE.UU.
Inglaterra 1987 23 Desconocido McLauchlin et al. (1989)

En 1922, ya se asoci6 la listeriosis de rumiantes con & consumo de
ensilge, aunque no fue confirmado hasta 1960 (Gray, 1960). A partir de esta
fecha se describio |a presencia de Listeria monocytogenes en vegetal es asociados
a listeriosis animales y no fue hasta 1975 cuando se comprobO un brote en
Canada de listeriosis humano ligado al consumo de vegetales, “colesaw”,
ensalada de col y otros vegetales con una salsa.
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Se ha aidlado Listeria monocytogenes de lechuga (Beuchat y Brackett,
1990), apio, tomates, coles (Schleck et al., 1983, Heisick et a., 1989), pepino,
patatas y rabano (Heisick et al., 1989), y champignon (Junttilay Brander, 1989).

En ensaladas listas para su consumo se ha aislado Listeria monocytogenes
(Sizmur y Walker, 1988, Steinbruegge et al., 1988). En Inglaterra, Sizmur y
Walker, (1988 ) aidlaron Listeria monocytogenes de ensaladas listas para su
consumo, uno de los tipos contenian col, apio, pasas, cebolla, zanahoriay €l otro
lechuga, pepino, rédbanos, hinojos, berros y puerros. Una de las cepas aisladas
pertenecia a tipo 4b y las demas cepas pertenecian al tipo 1/2.

En estudios sobre e crecimiento y supervivencia de Listeria
monocytogenes en vegetales (Beuchat et al., 1986) se observo que inoculando
coles esterilizadas por calor y mantenidas durante 42 dias a temperatura de
refrigeracion, la concentracion de microorganismos disminuia de 107 a 10* ufc/g.
Sin embargo, en coles frescas la concentracion de Listeria monocytogenes
aumentaba cuatro veces su valor inicia durante 25 dias de almacenamiento,
compitiendo con la flora aerobia y las bacterias acidolacticas. Otros vegetales en
los que se ha comprobado crece y sobrevive Listeria monocytogenes son;
esparragos, coliflores, broccoli (Lovett et al., 1988, Berrang, et al., 1989, ay b),
maiz, judias verdes, lechuga (Hughey et a., 1989, Beuchat y Brackett, 1990) y
nabos (Lovett et al., 1988)

La atmésfera modificada parece tener poco o ningun efecto sobre el
desarrollo de Listeria monocytogenes en ensaladas (Beuchat y Brackett, 1990,
Beuchat et al., 1990). Esto hace que € riesgo de que se desarrolle el germen
aumente ya que e sistema permite el amacenar e alimento durante un periodo
mas prolongado sin deteriorarse y da tiempo a que crezca el microorganismo
(Ryser y Marth, 1991).

Lafuente més frecuente de contaminacion de los vegetales es por el uso de
abonado de tierras de cultivo con abono natural de animales infectados por
listeriosis (Ryser y Marth, 1991). Ralovich (1984) considerd que seriaimportante
considerar la transmision por manipuladores de alimentos.

4.1.2 Control delalisteriosis

El control de esta enfermedad es importante, tanto para los ganaderos
como para la salud humana. Para los ganaderos debido al coste economico que
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conlleva los animales enfermos, y para la medicina humana por ser causadel 1 %
a 6 % de interrupcion del embarazo y de infeccidn perinatal como asi también
tener una letalidad elevada, entre el 25 % y 30 % (Quevedo, 1993).

En 1986, la OMS organizo en Berlin, una Consulta sobre Prevencion y

Control de Listeriosis de la cual se aprobaron las siguientes recomendaciones
(Quevedo, 1993)

1.

Aunar esfuerzos para e desarrollo urgente de sistemas adecuados de
monitoreo para la evaluacion de Listeria monocytogenes en aimentos.
Esto conlleva a desarrollo de métodos estandarizados de deteccion y
enumeracion del microorganismo. Se insta a los productores y a las
agencias de regulacion que cooperen mutuamente para resolver el
problema.

Recoger los datos obtenidos por € monitoreo de los aimentos a nivel
nacional y la investigacion a fondo de los brotes. La recoleccion
sistematica y centralizada de los datos epidemiologicos, a nivel mundial,
permite la mejor comprension de la incidencia, prevalenciay control de la
listeriosis humanay animal.

Informar alos médicos y otros profesionales de la salud sobre los riesgos
asociados a consumo de aimentos contaminados por Listeria
monaocytogenes.

Tomar todas las medidas adecuadas en el manegjo de los animales para
prevenir la presencia o difusion de la enfermedad, especiamente guardar
muy bien las condiciones higiénicas después de abortos o mastitis.
Producir piensos de buena calidad.

Informar adecuadamente a |los productores sobre la posible contaminacion
de Listeria monocytogenes y la importancia de la aplicacion de los
principios de andlisis de riesgos e identificacion de los puntos criticos de
control (ARICPC).

Todas las personas que intervienen en la manipulacion, produccion,
transporte y distribucion de productos alimenticios deben recibir una
educacion adecuada sobre los peligros potenciales asociados a Listeria en
los alimentos.
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En 1988, la OMS convoco un Grupo de Trabgjo Informal sobre Listeriosis
Transmitida por alimentos, del que se extrajeron las siguientes recomendaciones
(Quevedo, 1993):

Continuar las investigaciones sobre la transmision de este microorganismo
por los aimentos y enfocarlo hacia aspectos de la epidemiologia, virulencia,
patogenicidad, metodologia, contaminacion de alimentos crudos y procesados,
efectos de |os factores intrinsecos y extrinsecos, asi como sobre el papel de otras
especies de Listeria como posibles indicadoras de contaminacion.

Este Grupo ratificd la vigencia de las recomendaciones hechas en la
Consulta de 1986. Las medidas a adoptar para reducir Listeria monocytogenes
son las mismas que para cualquier otro germen patogeno y el hecho de que pueda
crecer a temperatura de refrigeracion hace que la reduccion numérica o
eliminacion sea mucho mas importante. Dado que Listeria monocytogenes es
particularmente comun en los ambientes himedos, € mantenimiento del
ambiente seco es uno de los métodos para limitar su multiplicacion.

La notificacion sobre incidencia de Listeria monocytogenes ha aumentado
en la ultima década. La incidencia real alcanza la de los patégenos entéricos
Gram negativos clasicos. Este incremento puede ser real como consecuencia de
mayor numero de individuos susceptibles de padecer |a enfermedad como son los
inmunodeprimidos o bien puede deberse a avance de las técnicas de deteccion y
la mejor vigilancia epidemiolégica. En Inglaterra la listeriosis presentd un
maximo en 1988 alcanzando los 300 casos. El 91 % de los aislamientos de
Listeria monocytogenes en |os casos humanos de Inglaterra pertenecen al serotipo
Y%y 4b (Eley, 1994).

4.2 Aeromonas hydrophila

Las especies de Aeromonas en los ultimos afos estan siendo estudiadas
para verificar su posible papel como enteropatogenas. Al menos ciertas cepas
parecen ser enteropatogenas segun algunos estudios (Altewegg y Geiss, 1989,
Kuijper et a., 1990, Janda, 1991, Jiang et al., 1991). Esta especie ha sido
asociada con procesos de gastroenteritis pero no se ha demostrado que fuera e
causante (Gracey et a., 1982, Janda y Duffey, 1988, Altewegg y Geiss, 1989).
Parece estar méas asociada a nifios menores de 2 afios y a adultos mayores de 50
como asi también a pacientes inmunodeprimidos (Burke et al., 1984, Agger,
1986, San Joaquin y Pickett, 1988, Kuijper et a., 1989, Gluskin et a., 1992) y se
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presenta en picos en verano (Burke et al., 1984, Agger et al., 1985, Nishikawa y
Kishi, 1988, Wilcox et al., 1992).

Diversos estudios han demostrado que Aeromonas hydrophila puede
crecer en ensaladas con atmosfera modificada amacenadas a 4-5°C (Callister y
Agger, 1987, Berrang et a., 1989ay c)

La mayoria de las especies de Aeromonas en aimentos crecen a
temperaturas Optimas y maximas tipicas de microorganismos mesofilos pero
varias, incluyendo cepas productoras de exotoxinas, tienen habilidad para crecer
a temperatura de refrigeracion (Palumbo et al., 1985, Callister y Agger, 1987,
Berrang et al., 1989ay c). Las temperaturas tedricas de crecimiento obtenidas se
acercan a las caracteristicas de los psicrotrofos (Kirov, 1993) incluso fue aislada
de leche de cabra una cepa de Aeromonas hydrophila cuya temperatura minima
de crecimiento fue -5.3°C pero también es capaz de crecer a 43°C (Kirov, 1993).
Son microorganismos sensibles a calor y el tratamiento térmico las destruye, en
10 minutos a 56°C (Kirov, 1993, Eley, 1994)

A bagjas temperaturas el crecimiento de Aeromonas spp. se ve afectado por
la concentracion de sal, pH, atmésfera y flora competidora (Palumbo, 1988,
Palumbo y Buchanan, 1988, Kngchel, 1990, Beuchat, 1991, Paumbo et 4a.,
1991, 1992). A temperatura 6ptima de 28°C se han descrito cepas de aeromonas
gue toleran niveles de sal superiores a 4 % (w/w) (Knachel, 1990), y algunas
cepas crecen en rangos amplios de pH, entre 4 y 10 (Kirov, 1993)

Buchanan y Palumbo (1985) observaron que la disminucion de oxigeno en
carnes refrigeradas favorecia el desarrollo de Aeromonas posiblemente debido a
gue inhibe la flora competitiva. Varios autores han expresado su preocupacion
por e uso de atmdésfera modificada para extender la vida media de los alimentos
pues tendrian el riesgo de que se desarrollen altos niveles de aeromonas (Enfors
et a., 1979, Berrang et a., 1989ay c). Otros autores han descrito que crecen a
100 % de CO, (Blickstad y Molin, 1983) y que se desarrolla en ensaladas con
atmosfera modificada (Marchetti et al., 1992).

L as aeromonas son responsables también de |a alteracion de los alimentos,
esto se ha descrito en carnes (Len, 1987), en pollo (Toule y Murphy, 1978),
pescado (Gorczyca et al., 1985, Gram et al., 1987), en mariscos (Smith et a.,
1984) y huevo entero no pasteurizado (Mackenziey Skerman, 1982).
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4.2.1 Agente patdgeno de origen alimentario

La fuente principal es € agua, incluso se la puede encontrar en agua
clorada de bebida (Hazen et al., 1978, Burke et al., 1984, Schubert, 1991).

El género Aeromonas ha sido aislado con frecuencia de amplia variedad de
alimentos. Seguramente estos fueron contaminados a través del agua, heces
animales o manipuladores de alimentos (Kirov, 1993). En Japon observaron una
correlacion entre el aumento del aislamiento de Aeromonas en e hombre con €
mayor aislamiento de esta bacteria en los alimentos (especia mente carne picada,
cerdo y pollo), mucho mas que los niveles de aeromonas encontradas en agua de
bebida o del rio (Nishikawa y Kishi, 1988). Otros estudios han puesto de relieve
gue algunas cepas de Aeromonas, incluyendo las enteropatdgenas, eran
psicrotrofas, o sea, que crecian a 5°C por lo que la refrigeracion no es un método
fiable para el control de este microorganismo (Palumbo, 1986, Beuchat, 1991)

Los casos descritos de gastroenteritis por Aeromonas son muy pPoCoS
(Cuadro 12). Los aimentos sospechosos de ser vehiculos de Aeromonas y
causantes de intoxicacion han sido alimentos precongelados y no cocinados
adecuadamente, en especial mariscos y ostras (Kirov, 1993). Altewegg et al.
(1991) encontraron pruebas evidentes de que las gambas fueron el vehiculo
transmisor de Aeromonas a aislarlo también de las muestras de pacientes con
diarreas.

En Japon se ha detectado en mayor proporcion (60 %) Aeromonas caviae
en pescado marino y vegetales (Nishikawa y Kishi, 1988) mientras que
Aeromonas hydrophila predominé en los aislamientos en EE.UU. (Callister y
Agger, 1987) .
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Cuadro 12

(Adaptado de Kirov, 1993)

Intoxicaciones alimentarias asociadas a Aeromonas hydrophila spp.

Localizacién Tasade Periodo de Aeromonas aisladas de Referencia
ataque incubacién
(h)
alimento heces
Rusia, escuda intoxicaci6 ? Pescado ? Kalina, 1977
n masiva (precongelado)
Hungria Varios 20 Sopa, caldos con ? Janossy y Tarjan,
Casos almidon 1980
Nigeria, 1/2 20 Serpientes de tierra S Agbonlahor et al.,
(precongel adas) 1982
Luisiana, EE.UU. 472 24-48 Ostras NE  Abeytaet al., 1986
Florida, EE.UU. 717 22-34 Ostras Si Abeytaet a., 1986
Japén, escuela 29/37 ? Desconocido S Kobayashi y
primaria Ohnaka, 1989
Japon, casa de 4/5 ? Mariscos (sashimi) S Kobayashi y
huéspedes Ohnaka, 1989
Escocia >20 <24 Gambas cocidas No  Small, 1980,
citado por Todd et
al., 1989
Inglaterra, 3/3 24-36 Ostras NE  McSwiggany
restaurante Jones, 1978,
citado por Todd et
al., 1989
Inglaterra, 14 <24 Gambas cocidas NE  Todd et al., 1989
restaurante (citado por)
Inglaterra, 2 6-8 Gambas cocidas no Todd et al., 1989
restaurante (citado por)
Tienda 1 48 Coctail de gambas S Altewegg et d.,
1991

NE, no examinado.
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L os cuadros entéricos que produce la aeromonas son dos; el mas frecuente
es similar a colera, caracterizado por diarrea acuosa y fiebre suave. En nifios
pequeiios se pueden observar vomitos. Mas raro es un cuadro similar a la
disenteria caracterizado por diarrea y presencia de mucus y sangre en las heces.
No ha sido descrito ningin brote completamente confirmado de intoxicacion
aimentaria.

4.3 Bacterias psicrotrofas

La capacidad de las bacterias de crecer a 0°C fue descrita por primera vez
por Foster en 1887. El microorganismos fue aislado de un pez y mantenido a
temperatura bajas y era fluorescente. Mas tarde Foster (1892) redizd €
aislamiento de otras bacterias en diferentes ambientes, agua natural, alimentos, en
la superficie e intestinos de pescado fresco y especialmente en agua de mar y
peces oceani cos gque eran capaces de crecer a0°C (Morita, 1975).

El término psicrofilo fue acufiado por Schmidt-Nielsen en 1902 para los
microorganismos que crecian a 0°C (Jay, 1991). Hoy dia se aplica este término a
aquellos microorganismos que crecen desde bagjo 0 a 20°C, con crecimiento
optimo a 10-15°C (Morita, 1975). Alrededor de 1960, se sugirio € uso del
término psicrotrofo (psychros=frio, y trephein= nutrir) paralos microorganismos
capaces de crecer a 5°C 0 por debgo (Jay, 1991). Hoy dia es comunmente
aceptado entre los microbidlogos de aimentos que los psicrotrofos son
microorganismos que pueden crecer a temperatura entre 0 y 7°C y producen
colonias visibles o turbidez en 7-10 dias. Algunos psicrotrofos que pueden crecer
a temperatura de 43°C se les considera mesofilos. A partir de estas definiciones
cabria esperar que las bacterias psicrofilas se aislan solo de productos de aguas
oceanicas y los psicrotrofos serian los responsables de las alteraciones de los
alimento refrigeradosentre 0y 5 °C (Jay, 1991).

Para el aidamiento de bacterias psicrofilas se recomienda mantener la
muestra en todo momento a temperatura bagja y Morita (1975) recomienda no
utilizar la técnica de siembra en masa pues a 45°C, que debe estar € agar,
inhibiriaalos psicrofilos.

La microflora predominante en las ensaladas listas para consumo esta
constituida fundamentalmente por psicrotrofos, bacilos Gram negativos siendo
los mas numerosos los géneros Pseudomonas y Erwinia (Willocx et a., 1993).
Durante el almacenamiento se cita a las cepas pectoliticas de Pseudomonas como
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responsables de la ateracion de los vegetales (Denis y Picoche, 1986,
Brocklehurst et al., 1987, Carlin et a., 1990a). Dentro del género Pseudomonas,
Pseudomonas fluorescens ha sido identificada como indicador de la alteracion de
los vegetales de IV Gama (Willocx et al., 1993). Algunas cepas de esta especie
han sido aidladas a partir de plantas enfermas, por eemplo, lechuga, e
identificadas como Pseudomonas marginalis (Palleroni, 1986).

Los niveles alcanzados por las bacterias psicrotrofas en ensaladas en
atmosfera modificada oscila alrededor de 10° ufc/g alos 14 dias partiendo de 10°
ufc/g (Abdul-Raouf et al., 1993). Marchetti et al., (1992) encontraron niveles
iniciales de 10 ufc/g aproximadamente en ensaladas de zanahoriay mixta.

Se han realizado diversos estudios sobre el efecto de las concentraciones
de CO, y O, sobre Pseudomonasy se observa que el CO, es efectivo inhibidor de
su crecimiento a determinadas concentraciones y temperatura (Clark y Burki,
1972, Wells, 1974, Gill y Tan, 1979, Enfors y Molin, 1980, Moir et al., 1993,
Willocx et al., 1993). Todos coinciden en observar que a disminuir la
temperatura aumenta el poder inhibitorio de CO..

4.4 Bacterias acidolacticas

El grupo de las bacterias acidolacticas comprende 8 géneros (Jay, 1991):
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus y Vagococcus.

Aungue son microorganismos mesofilos algunos pueden crecer por debajo
delos5°Cy otros a tanto como a45°C. En cuanto a pH crecen entre 3.2y 9.6, y
la mayoria crecen a 4-4.5. Las bacterias acidolécticas son proteoliticas y
lipoliticas.

Estas bacterias presentan la caracteristica interesante de producir
sustancias antimicrobianas. Se ha querido utilizar esta propiedad para prevenir €
desarrollo de otros microorganismos. En los Ultimos afios se estan realizando
diversos estudios para aplicarlo como método alternativo de conservacion para
sustituir los aditivos que tanta polémica suscitan. Algunas especies de
Sreptococcus, Lactobacillus y Leuconostoc producen sustancias inhibidoras de
gérmenes patogenos y adterantes. Se ha demostrado inhibicion frente a
Aerobacter aerogenes, distintas especies de Pseudomonas, Streptococcus fecalis
y pyogenes, Saphylococcus aureus, Bacillus cereus, E. coli, Clostridium
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botulinum, Salmonella typhimuriun, y Brucella abortus y con Brochothrix
thermophacta (Collins-Thompson y Rodriguez-Lopez, 1980, Zurera Cosano et
al., 1988). Se ha descrito que la col tiene efecto inhibitorio sobre las bacterias
acidolécticas (Kyung y Fleming, 1994).

La especie més aisada en las ensaladas analizadas por Carlin et a.,
(1990a) fue Leuconostoc mesenteroides. La temperatura Optima de crecimiento es
20-30°C y puede crecer desde 5°C a 30°C. No es patégeno ni para las plantas ni
para animales u hombres. Se aisla a partir de plantas y en menor proporcion en
leche y productos | acteos (Garvie, 1986).

5. Modelos predictivos de crecimiento bacteriano en alimentos.

La materia prima que constituye e alimento en general tiene una carga
microbiana inicial que varia de un producto a otro, de una regién geogréfica a
otra, de métodos diferentes de produccion, cosecha o sacrificio. Se han realizado,
y se siguen realizando, estudios para conocer en detalle la composicion de esta
microflora inicial con el fin de poner los medios necesarios para evitar su
desarrollo e incluso evitar |as intoxicaciones alimentarias inhibiendo el desarrollo
de microorganismos patogenos (Roberts, 1994).

La microflora que se desarrolla en un alimento es funcion de la microflora
inicial, de los procesos aplicados, de la naturaleza del aimento y de las
condiciones de conservacion. Los microorganismos necesitan condiciones
adecuadas para desarrollarse como pH, agua, temperatura y nutrientes. Estos
parametros determinardn en que medida los microorganismos podran
multiplicarse y por ello constituir laflora aterante (Roberts, 1994).

La conservacion del alimento se consigue actuando sobre estos parametros
incrementando |os factores desfavorabl es para los microorganismos. El procesado
busca destruir los microorganismos total o parcialmente, o al menos inhibir su
desarrollo. El falo en el procesado o la conservacion puede dar lugar a la
supervivencia de microorganismos potenciamente peligrosos o sus toxinas. Las
nuevas técnicas de procesado se apoyan en la investigacion sobre las
caracteristicas de los microorganismos transportados por los alimentos como son
sus necesidades de agua, temperatura resistencia a calor, a frio y a sustancias
antimicrobianas (Roberts, 1994). Desde hace algunos afios se ha visto la
necesidad de profundizar e conocimiento de la interaccion de los diferentes
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factores que afectan € crecimiento bacteriano, de forma que fuese posible
predecir el comportamiento de los microorganismos en ese aimento y por lo
tanto la estabilidad y seguridad microbiol6gica. Esto requeriria la realizacion de
complglos experimentos multifactoriales, cuyo numero de combinaciones de
factores esta condicionado por problemas préacticos como puede ser la ausencia
de recuento automatico (Roberts, 1994).

Los sistemas actuales de producciéon de aimentos avanzan rapidamente
mejorando, innovando continuamente y sacando a mercado nuevos productos.
Por ello se necesitan cada vez més controles rgpidos de la calidad, seguridad e
higiene e incluso seria necesario anticiparse a la posible respuesta de los
microorganismos que pudieran producir toxinas o alterar el alimento (Bratchell et
al., 1990).

En la fabrica, durante el procesado se toman una serie de medidas para €l
control de la calidad alimentaria y control de la seguridad, se supervisan las
operaciones y se realizan mediciones fisicas, quimicas y microbiologicas
(Roberts, 1994). El control de riesgos microbiolégicos en los alimentos tiene
serias limitaciones. Tomar muestras representativas de la produccion y examinar
un numero suficientes de muestras unitarias es dificil. Los métodos
mi crobiol 6gicos disponibles son lentos, frecuentemente poco especificos y caros,
solo identifican la consecuencia pero no controlan o sefiadlan la causa del fallo.
Normalmente se centra e estudio microbiologico en e producto terminado lo
cual es un sistema ineficaz de control, es necesario prevenir que ocurran fallos.
Tampoco permite tomar decisiones de aceptacion o rechazo “on -line” de lalinea
de procesado. Los resultados de las investigaciones solo se aplicaban a los
productos en particular sin poder ser aplicados a nuevos productos que
continuamente estan surgiendo en el mercado (Roberts, 1994).

Recientemente se ha desarrollado una aproximacion mas eficaz para
controlar los peligros microbiol 6gicos, basados en la anticipacion de los riesgos
asociados con la produccion o uso de alimentos, y en la identificacion de los
puntos donde podemos controlar esos riesgos (Roberts, 1994) que es € sistema
de andlisisde riesgos y control de puntos criticos (ARICPC).

Por todo lo anterior, fue propuesto e concepto de microbiologia
predictiva, en la que las respuestas de crecimiento de microorganismos de
interés en los alimentos serian modelizadas respecto a los principales parametros
de control (temperatura, pH, aw) para luego incorporar €l resto de factores que
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también intervienen. Si pudieran desarrollarse modelos aplicables a amplias
categorias de alimentos, se reduciria en gran medida la necesidad de examenes de
nuevos productos y seria posible realizar rapidamente predicciones de seguridad
y vida util por medio de la computarizacion de una base de datos, con beneficio
econdmico considerable a largo plazo (Roberts, 1994). La microbiologia
predictiva pretende relacionar cada factor determinante con el crecimiento o
supervivencia de |os microorganismos.

La confeccion de los modelos predictivos utiliza como instrumento
fundamental el sistema informético, sin e cual, seria complegja la resolucion de
ecuaciones con varios factores.

Una de las bases de la microbiologia de aimentos es € estudio del
crecimiento bacteriano en funcion del medio que le rodea (el alimento). Cada uno
de los factores intrinsecos de un alimento influye sobre el desarrollo microbiano
y hace que favorezca el desarrollo de unos microorganismos en detrimento de
otros. Tedricamente e gran nimero de factores que intervienen podria ser
cuantificados por 1o que se podria establecer si e aimento en cuestion es 0 no un
posible medio adecuado para que se desarrollen gérmenes patdgencs. Si
consideramos la cantidad de alimentos diferentes que existen, llegariamos a la
conclusién de que, seria una tarea enorme recoger todos los datos sobre la
relacion de cada factor con cada microorganismo (Buchanan, 1991). Por suerte,
los factores determinantes que predominan en el crecimiento de microorganismos
son solo unos pocos, entre los que destacan pH, aW y temperatura (Pooni y
Mead., 1984). Si se puede derivar la respuesta de los microorganismos a estas
variables se podria estimar su posible desarrollo en los alimentos. Esta es la base
de la subdisciplina que se estéa desarrollando dentro de la microbiologia de
alimentos, la microbiologia predictiva (Buchanan, 1991).

Segun Roberts y Jarvis (1983), la microbiologia predictiva comprende el
estudio de la respuesta de crecimiento de microorganismos que crecen en los
alimentos frente a factores que les afectan y a partir de estos datos predecir 1o que
sucedera en e almacenamiento. Esto supone el conocimiento detallado de la
ecologia de los microorganismos en los alimentos durante e almacenamiento,
para poder predecir su desarrollo en diversas condiciones. El concepto es similar
a Andisis de Riesgos y Control de Puntos Criticos (ARICPC), donde €
conocimiento detallado del proceso permite una reduccion significativa en €
nuimero de pruebas bacteriol bgicas aredizar (McMeekiny Olley, 1986).
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Los comienzos de estos estudios se remontan a 1960 pero ha sido en la
década de los 80 cuando ha comenzado su auge (Quevedo, 1992).

Los primeros trabgjos de modelamiento de datos en microbiologia se
hicieron en fermentaciones industriales, donde se desarrollé una serie de
ecuaciones como la que introdujo Monod en 1949, (citado por Buchanan, 1992)
para describir el impacto de las variables en el rendimiento. Las condiciones en
gue se basan estos modelos son diferentes a las que rodean los procesos de
ateracion del alimento, pues por ejemplo, consideran que se parte de una fase
estacionaria en el crecimiento microbiano. Desde hace tiempo se tiene interés en
conocer la medida en que diferentes factores afectan el crecimiento bacteriano o
la produccion de toxinas (Farber, 1986). Este interés ha planteado |a necesidad de
buscar técnicas de modelamiento de datos que |es expliquen.

Y a en la década de los 90 algunos gobiernos muestran interés en financiar
y sostener este tipo de investigaciones e incluso la industria realiza estudios al
respecto. La OMS también ha mostrado su interés en la microbiologia predictiva
y pone énfasis en que seria interesante que se readlizaran estudios del
modelamiento predictivo en aimentos tradicionales, aimentos de venta
ambulante, y alimentos caseros en paises en desarrollo para obtener mas
informacion sobre e desarrollo de gérmenes patdgenos en los alimentos
(Quevedo, 1992).

Los paises que han demostrado particular interés por e modelamiento
predictivo han sido EE.UU., e Reino Unido, y algunos paises de la CEE,
incluida Espafia (Proyectos CICYT, ALI 90-1216-E; AL193-0327; AL193-0239;
AL193-0216; ALI194-0079 y AMB94-0352-C0O2-02). Gobiernos, organizaciones
de investigacion e industrias estan trabajando, ya sea independientemente o0 en
conjunto, para generar bases de datos para la elaboracion de los modelos
predictivos como asi también en el desarrollo de sistemas para que lainformacion
sea asequible para un amplio rango de usuarios (McMeekin et al., 1993).

Un gran inconveniente que tiene el sistema de modelamientos predictivos
es la gran cantidad de datos que precisay el coste economico que ello conlleva.
Sin embargo, s se caculan los costes producidos por las enfermedades
transmitidas por los alimentos, |os costes de investigacion se relativizan. Asi por
giemplo, se calcula que puede haber costado del orden de medio millén de
ddlares (unos 65 millones de pesetas) la base de datos Listeria monocytogenes
creada por Buchanan (McMeekin et al., 1993), mientras que el coste econdmico
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producido por intoxicaciones es mucho mas alto: en el Reino Unido se estimo en
1988 que las intoxicaciones producidas por Salmonella tuvieron un coste de 18
144 000 libras (3 773 952 000 ptas., aproximadamente.). En Australia estimaron
gue se ahorra un 20 % de costes con la prevencion de la ateracion de los
alimentos (McMeekin et al., 1993).

Un modelo matematico se puede representar por laformula:

y=a+b*x, +g*x, +e
donde:

y es la variable dependiente o de respuesta. En e caso de modelos
cinéticos de crecimiento esta seria la tasa 0 duracion de algun proceso de
crecimiento microbiano.

a, b y g son los parametros que se calculan a partir de los datos y se
gustan minimizando las diferencias entre los valores predictivos y los
observados, y cuantifican larelacion existente entre las variables.

X1, Xo son las variables independientes, también llamadas explicativas o
predictoras (temperatura, pH, sal, etc.), las cuaes se fijan en el experimento, y
serian las que explicarian la magnitud de la respuesta observada del
mi croorganismo.

e es € eror, 0 sea, la diferencia entre el valor observado y € predicho
(McMeekin et al., 1993).

El modelo se formula describiendo una relacion conocida o asumida entre
la variable independiente y las variables de respuesta o dependientes, pero son
los parametros de la ecuacion los que cuantifican la relacion. Los parametros son
constantes para unas condiciones dadas y se calculan a partir de los datos
obtenidos de forma que se gjusten a ellos lo mas posible. La forma usua de
valorar la estimacion de los parametros es a traves de minimizar los valores
residuales (McMeekin et al., 1993). Un modelo predictivo pretende estimar tanto
los parametros como los valores residual es.

Un modelo empirico es aquel que se desarrolla a partir de los datos
obtenidos experimentalmente y un modelo mecanistico parte de una base tedrica
biologicay matemética.
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La tasa de crecimiento especifica (m) y relativa se cacula
tradicionalmente a partir de la tangente de la pendiente de la fase exponencial de
la curva de crecimiento. Esta seria constante si no hubiese limite de nutrientes. La
tasa de crecimiento especifica maxima (mna) Seria aquella en que la disposicion
de nutrientes es maxima y los metabolitos toxicos liberados son minimos
(McMeekin et al., 1993).

El tiempo de generaciéon o tiempo de duplicacion (g) de una generacion
(“doubling time’) es el tiempo que tarda una poblacion en reproducirse hasta
alcanzar el doble de poblacion o lo que es o mismo el tiempo medio que tarda
una célula en reproducirse. Se puede determinar graficamente si se representa el
logio de N frente al tiempo tal que:

pendiente de la tangerne‘:"’g%2

La fase de latencia o adaptacion o “lag time” (1) es el tiempo que
transcurre desde € tiempo O hasta que comienza la fase exponencia o
logaritmica. Se puede calcular gréficamente, en una representacion de log,, frente
a tiempo extrapolando la recta de la fase exponencial, el tiempo que coincide
con lainterseccion entre estay la asintota inferior es e final de estafase. En esta
fase las células gjustan su fisiologia al medio en que se encuentran.

En la fase exponencial o logaritmica las células se reproducen o méas
rgpido que pueden en ese medio y tiende a ser linea si se representa el log;y N
frente a tiempo. Se considera que las células de la poblacion son
fisiologicamente iguales.

En lafase estacionaria los metabolitos toxicos comienzan a acumularse e
inhiben &l desarrollo de las células.

5.1 Modelamiento de datos.

Un requisito |6gico e imprescindible para la confeccion de un modelo
matematico adecuado es la obtencion de datos apropiados que describan los
efectos de diferentes factores en e desarrollo bacteriano.
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La estrategia a seguir para la confeccion de un modelo predictivo de
crecimiento bacteriano consta segun Roberts y Jarvis (1983) de las siguientes
fases:

1.- DISENO: eleccion de los parametros y confeccion de un plan de
combinacion de estos parametros (Figura 4).

Es necesario establecer las variables en las que se basara el experimento,
S existen o no relaciones entre ellas, el rango en que oscilaran, la cantidad de
datos necesarios, el modelo experimental usado y cua serd la medicion de las
respuestas.

La Figura 4 muestra un cubo que seria la representacion de los puntos
donde se deberiarealizar € anadlisis de tres parametros, para que abarcase todo €l
area equitativamente. Sin embargo se sabe que existen zonas de este cubo donde
las condiciones son extremas y no habra crecimiento.

El disefio dependera de lo que se pretenda estudiar, no es el mismo s se
qguiere modelar la produccion de una toxina que la duracion del tiempo de
adaptacion de un microorganismo patogeno en un alimento.

2.- ACUMULACION DE DATOS: La aproximacion a modelamiento se
ha desarrollado usando curvas de crecimiento. Es importante que se realice
suficiente cantidad de recuentos para describir toda la curva. Vaores a tiempos
iguales son apropiados.

3.- AJUSTE DE LA CURVA: S serepresenta el logaritmo del recuento
bacteriano frente al tiempo, se obtiene una curva sigmoidal (Figura5). Se observa
una primera fase, lafase de adaptacion de las células al nuevo ambiente, donde la
tasa de crecimiento aumenta, luego le sigue la fase exponencia donde la tasa de
crecimiento es constante, las células se reproducen |o més rapido que pueden y
llegan a una tercera fase donde la tasa de crecimiento es cero, para luego pasar a
ser negativa en lafase de declive o muerte.

Describir parametros cinéticos de una curva de crecimiento de
microorganismos (tiempo de adaptacion, tasa de crecimiento especifica y la
densidad méaxima de la poblacion) puede ser tan simple como usar una regla para
medir la porcion lineal de la curva a representar €l logaritmo decima con
respecto al tiempo. En los ultimos tiempos los avances cientificos permiten usar
expresiones matematicas pararealizar estos célculos.
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17.5
10 3 ——
=22 Temperature

Figura 4. Esquema gréfico de tres variables independientes (pH, temperatura y sal) y
los puntos minimos que se deberian incluir en e disefio de un modelo predictivo de
crecimiento bacteriano en alimentos para abarcar equitativamente los rangos de las
variables.




Revision bibliogréfica 67

14 +

12 +

10 - lll.._.._llllllll_lllllllllllllll
C

log N

O N b~ OO

0 10 20 30 40 50 60
tiempo (h)

Figura 5. Representacion grdfica de la funcion de Gompertz y sus parametros A, B, M y
C, por la cual se puede describir el crecimiento bacteriano en alimentos y calcular
valores predictivos de los pardmetros de crecimiento.

La funcion més usada es la de Gompertz

Gompertz = L(t)= A+ Cx el ")

donde:

L(t)= logaritmo decimal del niimero de bacterias en el tiempo t (en
horas){log (cfu/ml)}

A= numero de bacterias (asintota) cuando el tiempo disminuye
indefinidamente (nivel inicial de bacterias o indculo){log(cfu/ml)}

C= Cantidad de crecimiento (asint6lico) que ocurre cuando el tiempo
aumenta indefinidamente {log(cfu/ml)}, o lo que es lo mismo la
diferencia existente entre el numero inicial y final de la fase
estacionaria, expresada en logaritmos decimales
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M= tiempo en el que el valor absoluto de crecimiento es maximo (h), o
tiempo del punto de inflexion.

B= Tasa relativa de crecimiento a M {log(cfu/ml)/h}, o sea, la
pendiente que indica la tasa de crecimiento en el punto de inflexion

Este ajuste a la curva debe posibilitar la definicion de los parametros
necesarios para el modeling (B, M, C, A) en el caso de la funcion de Gompertz,
buscando para su estimacion la diferencia minima de los minimos cuadrados.
Deben existir suficientes puntos de recuentos en donde la pendiente de la linea
cambia (superior e inferior). Si no se tienen suficientes puntos se obtendra una
estimacion muy pobre de la pendiente maxima que se utilizard en el siguiente
paso del modelamiento. Expresiones de la respuesta de crecimiento (tiempo de
generacion, tiempo de adaptacion, etc.) se pueden calcular a partir de los
parametros de Gompertz.

Tasa exponencial de crecimiento

B*C

EGR = {log(cfie/ ml)/ h}

Tiempo de generacion

GT = loglo (2)* BTeC {h}

Tiempo de adaptacion (“lag time”)

i =M—(1j

B
4.- MODELAMIENTO: Existen diferentes aproximaciones al
“modelling”. Si se genera un numero suficiente de curvas de crecimiento de
buena calidad, y estas curvas incluyen condiciones cercanas a los limites de
crecimiento con pH, temperatura, y actividad agua, una polinomial cuadratica

(Ecuacion 1) seria adecuada para modelar los parametros (por ejemplo tasa de
crecimiento especifica) derivados de ajustar la curva de crecimiento.
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Ecuacion 1
Iny=a+b,*S+b,*T+b,*P+b,*S? +b *T? +bs*P? + b, *S*T + by *S*P + b+ T*P + e
donde:

vy puede ser Bo M

e es el error aleatorio

a, by, b,..bg son coeficientes determinados por regresion lineal multiple.

T es la temperatura

Pesel pH

S es la concentracion de sal

5.- VALIDACION: Habiendo obtenido un modelo que parece adecuado,
se lo enfrenta a datos experimentales. Por ejemplo, valores predictivos para
respuestas de crecimiento son comparados con aquellos que en ese momento se
obtienen en el laboratorio. Este modelo ain pareciendo bueno necesita su
validaciéon comparando las respuestas de crecimiento conocidas (tiempos de
generacion, tasa de crecimiento, densidad maxima, etc. que han sido publicados
en la literatura cientifica) con los valores generados por el modelo en las mismas
condiciones. En algunos casos la coincidencia es excelente, otras veces la
literatura no tiene muchos ejemplos. Los modelos derivados de medios de
laboratorio coinciden bien con las respuestas de crecimiento del microorganismo
en el alimento. Si la correlacion entre los pardmetros de crecimiento predictivos y
reales del alimento es pobre, deben existir otros factores que influyen sobre el
crecimiento. Zwietering et al. (1994a) han realizado un estudio reciente sobre la
validacion de los modelos y transformaciones que se realizan a los datos.

6.- PREDICCION: Solo después de que el modelo haya sido validado, ya
sea basandose en la literatura que incluye varios ejemplos de crecimiento en
alimentos con amplio rango de propiedades, o por estudios de inoculacién en
paquetes, puede tenerse la garantia de que el modelo puede ser usado en
predicciones (FLAIR, 1993).
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5.2 Tipos de modelos predictivos en microbiologia alimentaria

Podria considerarse que existen dos tipos de modelos matemadticos segun
su finalidad, el tipo de bacteria que se pretenda modelar y su repercusion en la
alteracion del alimento o en su seguridad: un grupo seria el de los modelos
probabilisticos que predicen la probabilidad de que ocurra un hecho y otro seria
el de los modelos cinéticos, que son los mas dutiles y que predicen la
concentracion microbiana segun esté afectada por diversos factores (Buchanan,
1992).

El primer grupo, los modelos probabilisticos, se utiliza mas con
microorganismos cuya sola presencia constituye un riesgo (por ejemplo las
esporas del Clostridium) y el segundo grupo, los modelos cinéticos, en aquellos
microorganismos que no se consideran patdogenos hasta un cierto nivel de
crecimiento o no alteran la calidad hasta que no llegan a un cierto limite
(Buchanan, 1992).

Los modelos cinéticos de crecimiento predicen parametros como el tiempo
de adaptacion y la tasa de crecimiento microbiano, teniendo en cuenta los varios
factores que les influyen. Muchos factores afectan a los alimentos, aunque en
realidad solo unos pocos influyen fuertemente sobre el crecimiento microbiano;
estos son la temperatura, el pH y la actividad agua.

Se habla de modelos lineales y no lineales. Esta linealidad se refiere a la
relacion entre los parametros por los que una ecuacién tal como:

y=a+Bxx +y*x

Si bien es curvilinea, es una regresion lineal. La diferencia entre utilizar
un modelo lineal o no lineal estriba en la forma de ajustar los datos y en las
propiedades que tienen las estimaciones una vez ajustadas (McMeekin et al.,
1993).

Whiting y Buchanan (1994) proponen clasificar los modelos predictivos
en tres niveles; primarios, secundarios y terciarios.

Clasifican como modelos de nivel primario a aquellos que describen
como varia la cantidad de microorganismos en el tiempo en unas condiciones
determinadas, por ejemplo como crece o muere a 4°C. Incluiria las curvas de
crecimiento y de supervivencia. Dentro de este grupo y entre los modelos de
crecimiento bacteriano estarian por ejemplo la funcion de Gompertz, y otros
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modelos mecanisticos desarrollados por Whiting y Cygnarowicz-Provost (1992),
Baranyi et al., (1993a, by c¢) y Jones y Walker (1993).

Los modelos secundarios indicarian como varian los pardmetros
calculados en los modelos primario (tasa de crecimiento especifica, tiempo de
adaptacion, densidad maxima de la poblacion, por ejemplo), con respecto a un
factor extrinseco (la temperatura, pH, atmosfera, etc.). Los modelos de
crecimiento de este nivel estarian basados en tres tipos fundamentalmente:
ecuaciones de respuesta en superficie (polinomiales), Arrhenius y raiz cuadrada
(modelo de Bélehradek) (Whiting y Buchanan, 1994).

Los modelos terciarios seria aquellos que basandose en los primarios y
secundarios elaboran los graficos, predicciones y comparaciones deseados. Para
esto existen expresiones matematicas y programas informaticos, como los
elaborados en EE.UU. por el “Microbial Food Safety Research Unit” del
Departamento de Agricultura (USDA), “Agricultural Research Service (ARS)”y
el “Eastern Regional Research Service Center (ERRC)”; u otro elaborado en el
Reino Unido denominado “Food Micromodel”. El siguiente paso es el desarrollo
de sistemas computarizados “inteligentes” donde el usuario respondiendo a una
serie de preguntas recibe la informacion que desea. Zwietering et al. (1992b),
Adair y Briggs (1993), Jones (1993) y Voyer y McKeller (1993) han descrito
programas con este sistema. .

5.2.1 Modelos de crecimiento bacteriano

Los modelos pueden consistir, desde la simple respuesta de crecimiento o
no de un microorganismo a una determinada situacidn, hasta los mas complejos
sistemas informaticos donde se estudian varios factores a las vez. En algunos
casos interesa conocer el momento en que empieza la fase exponencial mas que
la tasa de crecimiento especifica, estos son los llamados modelos de “lag-time”.
Este es el caso del estudio del crecimiento de Clostridium botulinum en un
alimento, donde lo que se pretende conocer es el momento en que comienza a
producir la toxina.

Los parametros son modelados en general tras realizarles transformaciones
matematicas como \/(tasa) (raiz cuadrada de la tasa) en los modelos de Raiz
Cuadrada, In(tasa) en Arrhenius, \/(1/t30 ) (raiz cuadrada de 1/t39) donde t3q es el
tiempo que tarda en alcanzar el 30 % de variacion de la densidad optica (Adams,
et al., 1991), log(1/M) (Gibson et al., 1987, Buchanan, et al., 1989), tiempo para
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alcanzar una condicién como puede ser el incremento en un determinado nimero
en ciclos logaritmicos (Stannard et al., 1985), o el tiempo en alcanzar un
determinado nivel de alteracion (Daud et al., 1978).

La gran mayoria de los modelos predictivos de crecimiento predicen el
crecimiento bacteriano con respecto a la temperatura, aunque se estan realizando
grandes esfuerzos para realizarlo respecto al pH y a,,. Los mas conocidos son los
siguientes:

1. Funciones sigmoidales (Gibson y Roberts, 1986a, Gibson et al.,
1987, Zwietering, et al., 1990, McMeekin et al., 1993)

2. Modelo de formas polinomicas (Gibson y Roberts, 1986a y b,
Davey, 1991, Duh y Schaffner, 1993)

3. Modelo de Arrhenius y algunos derivados (Schoofield, et al., 1981,
Broughall, et al., 1983, Adair et al., 1989, Zwietering, et al., 1990,
Davey, 1991)

4. Modelo Raiz cuadrada (Ratkowsky, et al., 1983, Zwietering et al.,
1991)

5. Modelo dindmico de Van Impe (Van Impe et al, 1992) y de
Baranyi (Baranyi et al., 1993a b y ¢, Baranyi y Roberts 1993)

5.2.1.1 Funciones sigmoidales (McMeekin et al., 1993; Zwietering et al., 1991)

La funcion de Gompertz es una curva sigmoidal, asimétrica con cuatro
parametros, que fue elegida para ajustar datos de crecimiento microbiologico
porque consiste en cuatro fases comparables a las cuatro fases del crecimiento
microbiano (periodo inicial, periodo de aceleracion, periodo de desaceleracion y
periodo estacionario).

La férmula de Gompertz es:

L(t) =A+C* e(—e(’B*(/nw)))

donde:

L(t)= logaritmo decimal del nimero de bacterias en el tiempo t (en
horas){log;, (cfu/ml)}
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A= numero de bacterias (asintota) cuando el tiempo disminuye
indefinidamente (nivel inicial de bacterias 0
inoculo) {log;o(cfu/ml)}

C= Cantidad de crecimiento (asintotico) que ocurre cuando el tiempo
aumenta indefinidamente {log;o(cfu/ml)}, o lo que es lo mismo la
diferencia existente entre el numero inicial y final de la fase
estacionaria, expresada en logaritmos decimales

M= tiempo en el que el valor absoluto de crecimiento es maximo (h), o
tiempo del punto de inflexion.

B= Tasa relativa de crecimiento a M {logio(cfu/ml)/h}, o sea, la
pendiente que indica la tasa de crecimiento en el punto de inflexion

Para el célculo de la tasa de crecimiento (t.c.), el tiempo de latencia (A)y el
tiempo de generacidn (g) se utilizan las siguientes formulas (Gibson et al., 1987,
McMeekin et al., 1993):

_BxC
e
2 :M—l+ log N, —4
B B*D
e
_ 24x*log,, (2)*e
~ BxC

t.c.

En la formula modificada de Gompertz por Zwietering et al. (1994b) los
parametros A, B y C son sustituidos por pardmetros con significado biolédgico, tal

h{]]\;ﬂ P exp{— exp{'u '"A* Cx(A-1)+ 1}}

Ly, = tasa especifica de crecimiento

que:

donde

A = tiempo de adaptacion
e= base logaritmica natural

N = nimero de microorganismos en el tiempo t
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Ny = numero inicial de microorganismos

La férmula logistica a diferencia de la de Gompertz es simétrica y seria:

C

L{t)=A4+ |4 o)

donde:

L(t)= log del numero de bacterias en el tiempo t (en horas){log,
(cfu/ml)}

A= numero de bacterias (asintota) cuando el tiempo disminuye

indefinidamente (por ejemplo, nivel inicial de bacterias) {log
(cfu/ml)}

C= Cantidad de crecimiento (asintdlico) que ocurre cuando el tiempo
aumenta indefinidamente {log;, (cfu/ml)}

M= tiempo en el que el valor absoluto de crecimiento es maximo (h).
B= Tasa relativa de crecimiento a M {logo (cfu/ml)/h}

Para el calculo de la tasa de crecimiento (t.c.), el tiempo de latencia (A)y el
tiempo de generacion (g) se utilizan las siguientes formulas (Gibson et al., 1987):

_B+C
4

2
lag=M-—
9=""8

96 * log,, (2)
B*xC

t.c.

g:

La funcién modificada de Richards, Schnute y de Stannard es
(Zwietering et al., 1994b):

(=1/v)
Lt)=4 *{1 +v*exp(l+v)* exp|:/'ii” x(1—v)=(4 —t)}}

donde:
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L(t)= log del niumero de bacterias en el tiempo t (en horas){log
(cfu/ml)}

A= numero de bacterias (asintota) cuando el tiempo disminuye
indefinidamente (por ejemplo, nivel inicial de
bacterias) {log;o(cfu/ml)}

I, = tasa especifica de crecimiento
A = tiempo de adaptacioén
v = parametro de forma

En un estudio comparativo de diferentes modelos sigmoidales realizado
por Zwietering et al., (1990) se vi6 que la funcion de Gompertz era la mejor, mas
sencilla y facil de aplicar.

5.2.1.2 Modelo de formas polinémicas (Gibson y Roberts, 1986 a, b)

Las formas polinémicas de bajo orden fueron utilizadas por diversos
autores para modelar el efecto combinado de varios factores como pueden ser
temperatura, actividad agua y pH (Ecuacion 1)(Roberts et al., 1981a, b y c,
Gibson y Roberts, 1986a, b, Gibson et al., 1987, 1988).

Este modelo es bueno, de hecho, es el que mejor se ajusta a las curvas,
pero no permite extrapolar valores fuera del rango analizado.

5.2.1.2.1 Respuestas en Superficies.

En este modelo predictivo en el crecimiento bacteriano se intenta describir
la tasa de crecimiento en funcion de varias variables independientes, tal que si
tienen n variables independientes se estd modelando una respuesta en superficie
de n dimensiones. El disefio de una Respuesta en Superficie seria la
representacion grafica de los puntos de forma que se observe la posible
combinacion de las diferentes variables independientes en el espacio de n
dimensiones (McMeekin et al., 1993).

En cuanto a la cantidad de datos, es necesario que exista un mayor niimero
de curvas que parametros a estimar. McMeekin et al. (1993) aconsejan del orden
de 10-15 curvas por cada variable independiente.
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5.2.1.2.2 Modelo de Duh y Schaffner(1993)

5.2.1.2.2.1 Modelo de tasa de crecimiento

(a+cx+ex?)
(1+bx +dx® + fx?)

donde:
i es la tasa de crecimiento (h™)
a, b, c,d, ey fson coeficientes de regresion

x es la temperatura de incubacion (°K)

Duh y Schaftner seleccionaron esta ecuacion a partir de 8 016 ecuaciones
en el programa de ajustes de curvas TABLECURVE

5.2.1.2.2.2 Modelo de tiempo de adaptacion

Ecuacion seleccionada por el programa TABLECURVE:
1 A= exp{a + (b'ﬂ L A= exp{a + (bzﬂ
)7, x' )| u x

donde
A es el tiempo de adaptacion
x es la temperatura de incubacion (°K)
a'y b son coeficientes de regresion

Un segundo modelo se desarroll6 tomando el In de la anterior ecuacion:

In(1) = exp[a'+(b' 2):|
X
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5.2.1.3 La ecuacion de ARRHENIUS y los modelos derivados

La ecuaciéon de Arrhenius es la descripcion de los efectos de la
temperatura en una reaccion quimica. Esta ecuacion tiene su origen en los
trabajos realizados por Arrhenius en 1889 y van’t Hoff en 1884 (referido por
McMeekin, et al., 1993) sobre reacciones quimicas

k = Asx g EaRT)

donde:
A es el llamado factor de colision
Ea = es la energia de activacion
R = es la constante universal de los gases= 8.37Jmol” k!
T = es latemperatura absoluta

k= es la tasa constante especifica de reaccion, en su aplicacion del
crecimiento de microorganismos se sustituye esta directamente por
la tasa especifica de crecimiento

Para el estudio del crecimiento microbiano se sustituye k por p, tasa de
crecimiento especifica a una determinada temperatura.

A partir de esta ecuacion de Arrhenius surgieron muchas otras como la de
Davey, Hinselwood, Schoolfield y el hiperbdlico.

5.2.1.3.1 Arrhenius lineal de Davey (1991)

Este autor propuso un modelo aditivo para modelar la temperatura y la

actividad agua conjuntamente, tal que :

1 c, C .
In(x)zCo+T1+T—§ +C, *a,

donde:
A es el tiempo de adaptacion
Cy, Cy, C, y C;5 son coeficientes de regresion

ay es la actividad agua
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5.2.1.3.2 Modelo de Hinselwood (Zwietering, et al., 1990)

Se basa en las premisas siguientes:

e[.os componentes totales de la células son constantes y solo una enzima
controla la tasa de crecimiento.

e[ os productos de esta enzima se degradan a alta temperatura.

Asi obtienen la siguiente ecuacion:

E E
=k * S S Y S E—
My, 1 exp( R Tj 2 exp[ R Tj

donde:
A es el llamado factor de colision

E, y E, son las energias de activacion de la reaccion enzimatica y de la
desnaturalizacion por alta temperatura

R es la constante universal de los gases= 8.37Jmol™ K™
T es la temperatura absoluta
k; y k, son las frecuencias de formacion de metabolitos

Este modelo se ha visto que no modela bien el crecimiento a bajas
temperaturas (McMeekin, et al., 1993).

5.2.1.3.3 Modelo Schoofield et al. (1981)

Este modelo asume que la tasa de crecimiento estd regulada por una tasa
de reaccidon enzimatica limitante (McMeekin, et al., 1993)

5.2.1.3.3.1 Modelo de tasa de crecimiento

Describe el efecto de la temperatura sobre la tasa de crecimiento, tal que:

T i(L_i)
Pas) 598 P "R Y208 T T

l"l =
H H
e A Do e

1/2L 1/2H
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donde
u es la tasa de crecimiento (h™) o (tiempo de generacion )
Ps) es la tasa de crecimiento a 25°C
T es la temperatura (°K)

H, es la entalpia de la reaccion que es catalizada por la enzima
limitante del crecimiento (cal mol™)

R es la constante universal de los gases

H; & Hy son las entalpias de las temperaturas baja y alta de inhibicion
del crecimiento

TipL & Ty son las temperaturas a las cuales las tasas de crecimiento
se reducen al 50 % debido a las condiciones de temperaturas bajas
o altas.

298 se refiere a 298 °K que se corresponde con 25°C

5.2.1.3.4 Modelo hiperbolico

Adair et al. (1989) realizaron unas modificaciones al modelo de
Schoolfield constituyendo el llamado modelo hiperbolico.

5.2.1.3.4.1 Modelo de tiempo de adaptacion

Propuesto por Adair et al. 1989, relaciona el tiempo de adaptacion con la
temperatura de incubacion:

In (A)=p /(T-q)

donde

p= mediciéon del descenso del tiempo de adaptacion cuando la
temperatura aumenta

q= la temperatura a la cual el tiempo de adaptacion es infinito. No
existe crecimiento

Zwietering et al., (1994b) encontraron dos complicaciones al utilizar esta
formula hiperbdlica para el célculo del tiempo de adaptacion. Una dificultad es
que a alta temperatura se aproximan los valores predichos a una asintota, por lo
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tanto el tiempo de adaptacion se acerca al valor 1 y su logaritmo a 0. Otra
dificultad es que no refleja que, a mayor temperatura de la Optima, el tiempo de
adaptacion aumenta. Por ello este autor propone las ecuaciones siguientes:

H= (bl (T —Tin )* {1 - exp[cl * (T T )]})2

In(4) = In|(b, * (T = T, )* {1 - exple, * (T = T, )]}) *

donde:
by, by, ¢1y ¢, son coeficientes de correlacion

Thmin Y Tmax SON las temperatura minimas y méaximas de crecimiento

5.2.1.4 Modelo de Raiz Cuadrada.

El modelo de raiz cuadrada ha sido utilizado con éxito en alimentos
refrigerados. Es una ecuacion sencilla de utilizar una vez que se ha establecido la
relacion lineal existente entre la raiz cuadrada de la tasa de crecimiento () y la
temperatura (°K).

Esta es una funcion empirica que se basa en la observacion de que a bajas
temperaturas existe una relacion lineal entre Vu y 1/T.

5.2.1.4.1 Modelo de tasa de crecimiento

Este modelo se basa en establecer una relacion lineal entre la raiz cuadrada
de la tasa de crecimiento (p) y la temperatura (°K), tal que :

\/M: b * (T'Tmin )

donde:
p = tasa de crecimiento (h -1)
b = coeficiente de regresion
T = temperatura (°K)
Tmin = temperatura minima de crecimiento

Ratkowsky et al. (1983) propusieron una modificacion a esta formula para
que abarcase todo el rango de temperaturas:
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Vp=b # (T-Tpin ) * {1-exp * [ * (T-Tonax )]}

donde:
1 = tasa de crecimiento (h ™)
b y ¢ = coeficientes de regresion
T = temperatura (°K)

Tmin & Thax = temperaturas minima y méaxima de crecimiento, a las
cuales la tasa de crecimiento es 0 °K

Zwietering et al. 1991 propusieron una posterior modificacion a ésta
ultima ecuacidén pues vieron que a temperaturas mayores que T, la formula
predecia tasas de crecimiento positivas:

P=[ b (T-Tpin )* {1-exp[c(T-Tpax ) ] }

5.2.1.4.2 Modelo de tiempo de adaptacion, “lag time”

Se sustituye en la ecuacion p por 1/A donde A es el “lag time”, o tiempo de
adaptacion, tiene las mismas unidades de tiempo™'. Zwietering et al. (1991) para
evitar problemas si los datos tiempos de los tiempos de adaptacion son largos (su
inversa se aproximaria a 0), invirtidé primero la ecuacion de la tasa de crecimiento
y luego ajusto los datos. Los datos de “lag time” mostraron valores muy altos de
error de minimos cuadrados (MSE) por lo que realizaron una modificacion
logaritmica en la ecuacion para limitar este efecto, por ejemplo, ajustaron la
siguiente ecuacion:

In (W)=In * [(b * (T-Tpis ) * {1-exp * [c * (T-Tyax ) 1 )]

donde A es el tiempo de adaptacion

A los otros modelos se les realiza la misma transformacion.

5.2.1.4.3 Funcion que relaciona la asintota superior con la temperatura:

Zwietering et al., (1991) sefialaron que a temperaturas bajas, la asintota no
presenta una dependencia fuerte frente a la temperatura y proponen una ecuacioén

de Ratkowsky modificada que se ajustaria a la siguiente ecuacion:
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A=b,* 0- eXP*[C4 (T-Ta,, )]1

donde:

b, es el nivel final alcanzado a bajas temperaturas y equivale a 21.58-
In(Ny), si el contenido inicial de partida es diferente a 5%10° ufc/ml

c4 €s un parametro de Ratkowsky

Tmax €8 la temperatura méxima en la que presenta crecimiento

5.2.1.4.4 Modelo para describir el efecto combinado de temperatura, pH y
actividad agua :

Basandose en la ecuacion de Ratkowsky se elaboro la siguiente formula
para describir el efecto combinado de temperatura y actividad agua:

\/Ezd(T_Tmin) (aw _awmin)

donde ay,;, es la actividad de agua minima en la que crece el
microorganismo

Para el efecto combinado de temperatura y pH:

\/; = C\ pH—pHmin >k(T'_T'min)
donde pH,i, es el pH minimo en el que crece el microorganismo

5.2.1.5 Modelos dinamicos:

5.2.1.5.1 Modelo dinamico de Van Impe et al. (1992)

Van Impe et al. (1992) disefiaron un modelo matematico dindmico en el
que se tiene en cuenta la variacion de temperatura que sufre un producto en la
cadena de frio. No considera la posible influencia del pH y la actividad agua.
Zwietering et al. (1990 y 1991) comparan varios modelos predictivos para
crecimiento bacteriano usando muchisimos datos experimentales. Ellos
reparametrizan las variables para obtener parametros bioldgicamente
significativos, como son tasa especifica de crecimiento maximo (), el tiempo
de adaptacion (A ), y el nivel asintético (A) de la curva y llegan a la conclusion
de que en la mayoria de los casos, los tres parametros de la ecuacion de
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Gompertz, eran los mejores para modelar el logaritmo del tamafo relativo de la
poblacion. Estos modelos solo se pueden usar con valores constantes de
temperatura.

El modelo dindmico se caracteriza por:

En primer lugar, el crecimiento bacteriano y la inactivacion estan descritos
en la misma expresion. Asi se puede simular facilmente la transicion entre el
crecimiento y la inactivacion.

En segundo lugar, como el modelo estd en forma de una ecuacion
diferencial de primer orden, en vez de una funcion explicita, se puede enfrentar a
variaciones de temperatura de forma consistente.

En tercer lugar, a una temperatura constante dentro del rango de
crecimiento bacteriano, se le aplica la ecuacion de Gompertz como lo sugiere
Zwietering et al. (1991) el cual describe muy bien los datos.

5.2.1.5.2 Modelo dinamico de Baranyi y Roberts (1993):

Es un modelo matematico con parte mecanistica que se basa en el
principio de que existen sustancias que limitan el crecimiento bacteriano. Parte
de lo expresado por Frederickson et al. (1967) donde se asume que el estado de
una poblaciéon homogénea de bacterias se puede caracterizar por el medio
extracelular, factores fisicoquimicos y condiciones intracelulares. Asi su modelo
se define como:

ax(t) Zl(t)(t)ﬂmax 1_[X(t)]m *x(t)

dt _Kz-i—Zl x

max

donde:

E0 )

dt

donde :
X = concentracion celular

Xmax = concentracion maxima celular
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m = parametro que describe la curvatura de transicién entre la fase
exponencial y la fase estacionaria

t = tiempo
K,, k; = parametros del modelo

z(t) = vector del estado interno, con dos componentes, z; y z, que se
refieren a la cantidad por célula de factor limitante de crecimiento y
a la biomasa de la célula respectivamente.

Umax = tasa especifica de crecimiento

A partir de estas ecuaciones se derivan formulas para la estimacion de los
pardmetros como tiempo de adaptacion o la tasa de crecimiento.

5.2.2 Modelos de inactivacion o supervivencia

El modelamiento matematico se puede considerar que comenz6 con los
calculos de los tiempos D de las curvas de letalidad térmica, y fueron
fundamentales para el control de la intoxicacion por toxina botulinica en las
conservas. Los valores de D y z se obtienen a partir de una ecuacion de primer
orden en logaritmos donde disminuye con respecto al tiempo de calentamiento.
Sin embargo se han desarrollado pocos estudios para desarrollar modelos
matematicos que expresen la letalidad o la inactivacion de microorganismos en
un medio refrigerado (Whiting y Buchanan, 1994). Bhaduri et al. (1991)
invirtieron la funcion de Gompertz para describir la inactivacion térmica a baja
temperatura de Listeria monocytogenes.

Buchanan et al. (1993b) utilizaron un modelo lineal al que le incorpord un
término para describir el tiempo de duracion de la primera fase de adaptacion
seguida de un modelo de primer orden para el descenso por inactivacion de
Listeria monocytogenes.

5.2.3 Modelos para condiciones cambiantes

Los datos para la mayoria de los modelos se obtienen en condiciones
constantes. Sin embargo, los alimentos sufren variaciones de temperatura, pH,
atmosfera, o a, durante su almacenamiento y transporte. Con frecuencia se
estima el crecimiento considerando pequefios tiempos de donde se obtiene una
media. La poblacion final se calcula secuencialmente (de un periodo al siguiente)



Revision bibliogréfica 85

teniendo en cuenta todas las medias obtenidas. Esto fue satisfactorio para el
calculo de crecimiento bacteriano en carne cocinadas. Fu et al., (1991)
propusieron un modelo para fluctuaciones sinusoidales de temperatura, pero
observaron que no se ajustaba completamente, pues se producia un efecto-
historia del producto (Whiting y Buchanan, 1994).

Se precisa profundizar en la elaboracion de modelos que tengan en cuenta
las variaciones de temperatura, pH, atmosfera, a,, y en conjunto todas las
condiciones que afectan al producto durante el almacenamiento (Whiting y
Buchanan, 1994).

5.3 APLICACIONES

El ARICPC y la microbiologia predictiva son conceptos complementarios
donde la microbiologia predictiva puede aportar un uso mdas poderoso del
ARICPC al establecer, objetiva y cuantitativamente, los efectos de cada fase del
proceso con la calidad y seguridad del alimento (McMeekin et al., 1993). Estos
autores establecen una comparacion entre la definicién de la ARICPC por el
ICMSF(1991) y la definicion de los estudios de la microbiologia predictiva en
los alimentos.

La definicion de ARICPC establece que:

1. Andlisis de riesgos: identificacion del riesgo y establecimiento de la
severidad en varias fases del procesado del alimento, distribucion, almacenaje y
uso.

2. Control de puntos criticos: puntos donde se debe ejercer el control para
prevenir el riesgo o minimizarlo.

3. Especificacion de los criterios para los factores intrinsecos, extrinsecos
o de procesamiento para asegurar que el control se ha realizado.

4. Establecimiento de un sistema de monitorizacion de los puntos de
control para responder rapidamente a situaciones no deseadas.

Para la microbiologia predictiva se establecen los siguientes puntos
equivalentes:

1. Identificar el germen responsable (alterante o patdogeno)
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2. Entender la ecologia del germen y cuales son sus fuentes como asi
también la probabilidad de contaminaciéon y los efectos del procesado,
distribucidn, almacenamiento, etc. con nimeros.

3. Comparar la informacion obtenida con los conceptos de aceptacion o
rechazo del proceso o para indicar la vida media que le queda al producto.

4. Incorporar la informacion en un equipo de monitorizacion para indicar
la extension de la proliferacion microbiana (McMeekin et al., 1993).

La bondad de un modelo se mide por la exactitud con que dicho modelo
puede predecir las caracteristicas del sistema.

(Coémo se sabe cual es el mejor modelo?

El mejor ajuste no significa el mejor modelo (Baranyi, comunicacion
personal). El mejor modelo serd aquel que prediga mejor los valores reales.

No siempre una ecuacion sola es la que mejor se ajusta y predice los
parametros p, A y A. Zwietering et al. (1994 a y b) hallaron para sus datos tres
ecuaciones diferentes para cada uno de estos parametros.

Los modelos predictivos se han desarrollado basandose en experimentos
utilizando medios de cultivos o directamente productos alimenticios. Medios de
cultivos como infusion cerebro-corazén (Buchanan, et al., 1993a), triptosa agar
(Buchanan y Klawitter, 1990), agar nutritivo (Ratkowsky, et al., 1983) etc. Jugos
de zanahoria (Marchetti et al., 1992), col (Conner et al., 1986), lechuga
(Marchetti et al., 1992), achicoria (Marchetti et al., 1992).

Se han realizado modelos a partir de productos como carnes y productos
carnicos (Nderu y Genigeorgis, 1975; Rodel et al., 1976; Daud et al., 1978; Jarvis
y Patel, 1979; Thompson y Busta, 1981, Roberts y Jarvis, 1983, Pooni y Mead,
1984; Zamora y Zaritzky, 1985, Gibson et al., 1987, Zurera Cosano et al., 1988,
Dickson et al., 1992, Hudson, 1992b, Russell et al., 1992, Nicolai et al., 1993,
Zanoni, et al., 1993, Avery et al., 1994), leche (Muir y Phillips, 1984, Chandler y
McMeekin, 1985, Griffiths y Phillips, 1988; Fu, et al., 1991; McKellar et al.,
1994), vegetales y frutas (Bourne, 1989, Chinnan, 1989, Gardini et al., 1990,
Guerzoni et al., 1990,1991, 1992; Marchetti et al., 1992; Russel et al., 1992),
salsas (Zanoni et al., 1993) y pescado (James y Olley, 1971; Charm et al., 1972;
Olley y Ratkowsky, 1973, Gibson, 1985, Baker y Genigeorgis, 1990).
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Los microorganismos sobre los que se han realizado modelos predictivos
son muchos, entre ellos los mas estudiados fueron; Clostridium botulinum
(Roberts y Ingram, 1973, Jarvis y Patel, 1979; Roberts et al., 1981a, b, ¢, 1982,
Gibson y Roberts, 1982; Roberts y Jarvis, 1983, Gibson et al., 1987, Baker y
Genigeorgis, 1990); Clostridium perfringens (Yip y Genigeorgis, 1981); Listeria
monocytogenes (Conner et al., 1986, Buchanan et al., 1989, 1993b, Buchanan y
Klawitter, 1990, 1991; Buchanan y Phillips, 1990, Saguy 1992, Duh y Schaftner,
1993, Witjzes et al., 1993 Avery et al., 1994, Buchanan y Golden, 1994);
Yersinia enterocolitica (Adams et al., 1991; Little et al., 1994, Sutherland y
Bayliss, 1994); Staphilococcus (Genigeorgis et al., 197la y b; Nderu y
Genigeorgis, 1975, Broughall et al., 1983; Broughall y Brown, 1984; Buchanan,
et al. 1993c; Sutherland et al., 1994); Salmonella (Genigeorgis et al., 1977,
Broughall et al., 1983; Broughall y Brown, 1984; Gibson y Roberts, 1986a,
Gibson et al., 1988, Dickson et al., 1992); Aeromonas hydrophila (Guerzoni et
al., 1992; Hudson, 1992a y b, Palumbo et al., 1992); Escherichia coli (Gibson y
Roberts, 1986a, McClure y Roberts, 1987, Buchanan et al., 1993a); Bacillus
cereus (Raevuori y Genigeorgis, 1975); Pseudomonas (Enfors y Molin, 1981,
Guerzoni et al., 1992; Willocx et al., 1993, Membré y Burlot, 1994); psicrofilos y
psicrotrofos (Mohr y Krawiec, 1980, Stannard et al., 1985), bacterias
acidolacticas (Blickstad y Molin, 1984, Zurera Cosano et al., 1988, Zwietering et
al., 1991, 1994a, Nicolai et al., 1993) y levaduras (Gardini et al., 1990)

Se han desarrollado varios programas para modelamiento de datos como
el de MFSmodel, Dmodel, Food Micromodel, Gomplamu, cuyo uso es
restringido para trabajos de investigacion.

La exactitud de la prediccion se ve afectada en diferentes grados por
numerosos factores como el disefio adecuado, que incluye las especificacion
adecuada del sistema, sus alrededores y lineas limitrofes y también la
identificacion y definicion de individuos y las interrelaciones de factores
endogenos y exdgenos, algunos de las cuales pueden ser variables dependientes y
otras independientes.

Cuando no se tiene cierta informacion fundamental para la construccion
de un modelo se acepta una serie de premisas, las cuales hardn que las
conclusiones que se elaboren con dicho modelo estén influenciadas por estas
premisas. Por lo tanto premisas falsas llevan a conclusiones erroneas.

Otros beneficios del modelling son:
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- el disefio de experimentos de laboratorio con resultados valiosos
- evaluacion de resultados experimentales conflictivos
- ofrecer explicacion a diferentes resultados

Si se ejecuta adecuadamente, un modelo seria mucho mas eficiente que un
proceso tedrico o experimental individual.

Farber (1986) menciona como limitacién de la informacion obtenida por
los modelos predictivos:

1. No se deben realizar predicciones o extrapolaciones fuera de los limites
del experimento.

2. Los experimentos realizados en medios de cultivo no deberian ser
usados para predecir el crecimiento o la produccion de toxinas en alimentos.
(Genigeorgis et al., 1971b; Raevuori y Genigeorgis 1975).

3. No se pueden realizar aseveraciones de que un microorganismo no
podra crecer o no producira una toxina en un determinado alimento. Pequefias
variaciones del alimento pueden producir un aumento o disminucion de la
probabilidad de crecimiento o produccion de la toxina, por lo que solo se puede
asegurar con certeza el efecto relativo que producird la combinacion de
tratamientos (Roberts et al., 1981c¢).
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OBJETIVOS

1°.- Estudio de la microflora presente en vegetales envasados en atmosfera
modificada con énfasis en la blusgueda de microorganismos patogenos
tales como Listeria monocytogenes y Aeromonas hydrophila.

2°.- Comportamiento y monitorizacion de bacterias acidolécticas y psicrotrofas
presentes en ensaladas con amosfera modificada durante el
amacenamiento a4 °C, 10°Cy 15 °C

3°.- Comportamiento y monitorizacion de los microorganismos inoculados en
ensdada de IV Gama en condiciones de refrigeracion (Listeria
monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens vy
Leuconostoc mesenter oides).

4°.- Determinacion de los parametros fisicoguimicos y organol épticos durante €l
periodo de almacenamiento en refrigeracion.

5°.- Determinacion del periodo de vida comercial de la ensalada envasada en
amosfera modificada. Relacion existente entre las alteraciones
organolépticas y fisicoquimicas con la presencia de bacterias aterantes y
patogenas.

6°.- Aplicacion de modelos de prediccion de crecimiento bacteriano en ensaladas
de IV Gama en funcion de la temperatura de almacenamiento.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL

1.1 Mediosde cultivo

Agua de peptona al 0.1 % pararealizar las diluciones (Difco)

1.1.1 Caldos

Caldo selenito cistina (Bacto Selenite Cystine Broth, Difco)

Caldo tetrationato verde brillante (TVB), modificacion de Kauffmann,
siguiendo la técnica descrita por ICMSF (1982), se prepar6 de la siguiente
forma: se mezcl6 caldo tetrationato esterilizado (Bacto Tetrathionate Broth
Base, Difco) con 2 ml de una solucion acuosa de verde brillante (Bacto
Brilliant Green, Difco) a 0.5 % esterilizada por ebullicion durante 10
minutos, luego se afadieron 20 ml de una solucion de yodo elaborada
disolviendo 5 g de yoduro potasico (Panreac) y 6 g de yodo cristalino
(Panreac) en 20 ml de agua destilada estéril. Se agitdé suavemente hasta
conseguir laresuspension del precipitado y distribuyé asépticamente.

Caldo verde brillante con 2 % de bilis (Bacto Brilliant Green Bile 2 %,
Difco)

Infusion cerebro-corazon (BHI)(Bacto Brain Heart Infusion, Difco)

Listeria Enrichment Broth Base (UVM formulation) (Oxoid)
complementado con Listeria Primary Selective Enrichment Supplement
(UVMI) (Oxoid)

Listeria Enrichment Broth Base (UVM formulation) (Oxoid)
complementado con Listeria Secondary Selective Enrichment Supplement
(UVMII)(Oxoid)
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Medio Fraser (Oxoid) suplementado con Fraser Supplement (Oxoid)

MRS Caldo (Man, Rogosa, Sharpe, Oxoid)

1.1.2 Agares

Agar base de Baird-Parker (BP) (Bacto Baird-Parker Agar Base, Difco)
enriquecido con telurito potasico y yema de huevo (Bacto EY Tellurite
Enrichment, Difco)

Agar base selectivo para Yersinia (Bacto Yersinia Selective Agar Base,
Difco) enriquecido con Suplemento antimicrobiano para yersinia con
cefsulodina y novobiocina (Bacto Yersinia Antimicrobic Supplement CN,
Difco)

Agar Columbia con sangre de cordero (Biomerieux)

Agar con hilis, rojo neutro y violeta cristal (VRB) (Bacto Violet Red Bile
Agar, Difco)

Agar con hierroy lisinainclinado (LIA) (Bacto Lysine Iron Agar, Difco)

Agar con patata y dextrosa (PDA) (Bacto Potato Dextrosa Agar, Difco)
acidificado con acido tartérico a 10 % para alcanzar un pH de 3.5.

Agar con sulfito de bismuto (Bacto Bismuth Sulfite Agar, Difco)
Agar con sulfito, polimixinay sulfadiacina (SPS) (Bacto SPS Agar, Difco)

Agar con triple azlcar e hierro, inclinado (TSI) (Bacto Triple Sugar Iron
Agar, Difco)

Agar con xilosa, lisinay desoxicolato (XLD) (Bacto XLD Agar, Difco)
Agar KF para estreptococos (Bacto KF Streptococcus Agar, Difco)

Agar Oxford (Listeria Selective Medium, Oxford formulation, Oxoid)
enriquecido con Listeria Selective Supplement (Oxoid)
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Agar para Pseudomonas (Bacto Pseudomonas Agar F, Difco) adicionado
con 10 g de Bacto Glycerol (Difco)

Agar pararecuento en placa (PCA) (Bacto Plate Count Agar, Difco)
Agar Sabouraud Dextrosa (Difco)

Agar Sangre (Oxoid) enriquecido con sangre de cordero

Agar Sangre (Oxoid) enriquecido con sangre de caballo

Agar triptosa (Bacto Trytose Agar, Difco)

Agar verde brillante (Bacto Brilliant Green agar, Difco)

MacConkey (Bacto MacConkey, Difco)

Medio basal para oxidacion y fermentacion (Bacto Basal Medium, Difco)

Medio Palumbo confeccionado segin lo descrito por Palumbo et al.
(1985). Por cada litro de Agar Base con Rojo Fenol (Bacto Phenol Red
Agar Base, Difco) se afiadieron 10 g de almidon soluble (Soluble Starch,
Difco) y 10 mg de ampicilina (Sigma) esterilizada por filtracion con
Millipore.

Medio para pruebas de movilidad (Bacto Motility Test Medium, Difco)

MRS Agar (Man, Rogosa, Sharpe, Oxoid)

1.2 Reactivos

Aceite de inmersion
Aceite de parafina
Acido tartarico a 10 %

Catalizador de paladio para la reacciones de produccion de gases en la
jarra de anaerobiosis (Oxoid)
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Colorantes paralatincion de Gram: cristal violeta modificado por Hucker,
lugol, y safranina (OPS/OMS, (1983) Manual de Técnicas Bésicas para un
laboratorio de Salud. Publicacion cientifica, N°439, Washington)

Kit de reactivos para galerias de identificacion API 20 C AUX
(Biomerieux) paralaidentificacion de levaduras,

Agar Sabouraud Dextrosa (Difco)

Agua destilada, 2 ml

C Medium (Biomerieux)

RAT Medium (Biomerieux)

Kit de reactivos para galerias de identificacion APl 20 E (Biomerieux)

Agua destilada estéril
IND (Reactivo de Kovacs, Biomerieux)
MacConkey (Bacto MacConkey, Difco)

Medio basal para oxidacion y fermentacion (Bacto Basal Medium,
Difco)

Medio para pruebas de movilidad (Bacto Motility Test Medium,
Difco)

NIT1y NIT2 (Reactivo de Griess para los nitritos, Biomerieux)

OX (Tetrametil-p-fenilendiaminaa 1 % en acohol isoamilico, Difco)
TDA (Percloruro férrico a 3.4 % en solucion acuosa, Biomerieux)
VP1y VP 2 (Reactivos de Voges-Proskauer, Biomerieux)

Zn (Polvo de zinc, Biomerieux)
Kit de reactivos para galerias de identificacion APl 20 NE (Biomerieux)

JAMES (reactivo paralainvestigacion del indol)
Medio AUX (Biomerieux)
NaCl 0.85 % Medium (Biomerieux)

NIT1y NIT2 (Reactivo de Griess para los nitritos, Biomerieux)
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OX (Tetrametil-p-fenilendiaminaa 1 % en acohol isoamilico, Difco)
Zn (Polvo de zinc, Biomerieux)
Kit de reactivos para galerias de identificacion APl 20 STREP
(Biomerieux)
Agar Columbia con sangre de cordero (Biomerieux)
Agar Sangre Base (Oxoid)
Agua destilada estéril
APl 20 STREP Medium (Biomerieux)
NIN (reactivo para ninhidrina) (Biomerieux)
VP1ly VP 2 (Reactivos de Voges-Proskauer, Biomerieux)
ZYM A,y ZYM B (reactivo para la investigacion de la actividad
enzimatica)
Kit de reactivos para galerias de identificacion APl 50 CHL (Biomerieux)

Agua destilada
Agua oxigenada parala deteccion de la produccion de catalasa
API 50 CHL Medium para Lactobacillus (Biomerieux)
MRS Agar (Man, Rogosa, Sharpe, Oxoid)
Kit de reactivos para galerias de identificacion Sistema Pasco para
Bacteria Gram positivas (Difco)
Acido sulfanilico a 0.8 % para el test del nitrato (Difco)
Agua oxigenada parala deteccion de la produccion de catalasa
Diluyente con Tween 80, tubos de 12.5 ml, (Difco)
N, N-dimetil-1-naftilaminaal 0.6 % para el test del nitrato (Difco)
OX (Tetrametil-p-fenilendiaminaa 1 % en acohol isoamilico, Difco)
PYR parala prueba del pyroglutamato (Pasco)

Tryptic Soy Agar con un 5 % de sangre de carnero (Difco)
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VP Ay VPB (hidroxido potésico a 40 %y afa-naftol a 5 %, Difco)

Zn (Polvo de zinc, Biomerieux)

Kit de reactivos para galerias de identificacion Sistema Pasco para
Bacteria Gram negativas (Difco)

IND (Reactivo de Kovacs, Difco)

NIT1y NIT2 (Reactivo de Griess para los nitritos, Difco)

OX (Tetrametil-p-fenilendiaminaa 1 % en acohol isoamilico, Difco)
TDA (Percloruro férrico a 3.4 % en solucion acuosa, Difco)

VP1ly VP 2 (Reactivos de Voges-Proskauer, Difco)

Zn (Polvo de zinc, Biomerieux)

Patrones McFarland (Biomerieux)

Sobres para generar atmosfera de anaerobiosis (Anaerobic Kit BR0O038,
Oxoid)

Solucion tampon standard pH 4.0 y pH 7.2 para calibrar el potenciometro
(Crison, Digit 502)

Solucién de formol a 5 %

1.1 Instrumental

Camara de flujo laminar
Cuentacolonias

Espectofotdometro Beckman DV-64
Estufasa7 °C, 25°C,30°Cy 37 °C
Medidor de gases PAK 12 Abiss

Potenciometro CRISON Digit 502
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Ordenador 486 DX33
Stomacher

Pipetas automaticas regulables de 100 m y 1000 m, Justor 1100 DG
(NICHIRYO)

Accesorios del Sistema de indentificacion Pasco (asas de inoculacion,
inoculadores desechables Pasco, para paneles MIC/ID y TRI-ID, tiras de
papel paraincubacion)

Balanza de precision, autoclave, bafio termostatico, frigorifico, mezclador
Vortex, microscopio optico

Material de vidrio vario; botes de 250 ml, de diluciéon de 100 ml,
campanas de Durham, jarra de anaerobiosis de 3.5 | de capacidad (Oxoid),
pipetas estériles de 1, 5 y 10 ml, pipetas Pasteur, portaobjetos y
cubreobjetos

Bolsas estériles de Stomacher, asa de siembra, cgjas de Petri de 90 x 15
mm desechables, mechero Bunsen, pinzasy tijeras estériles
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2. METODOS

2.1 Descripcion de las muestras

Las muestras objeto de este estudio estaban compuestas por un 75 % (del
peso total de la ensalada) de lechuga, € 15 % de zanahoria 'y e 10 % col
lombarda troceadas envasadas en peliculas plasticas, suministradas por Vega
Mayor SA., Milagro (Navarra).

Durante e proceso de fabricacion estos vegetales fueron seleccionados,
limpiados y desechadas |as partes deterioradas para posteriormente ser cortados y
lavados. Los tozos de lechuga eran aproximadamente de 20 mm de ancho y
menos de 70 mm de largo, de zanahoria de unos 1.8 mm de ancho y longitud
variable, y en el caso de la col eravariable. El lavado se realizé con agua potable
con 100 mg/I de cloro activo y con una temperatura de 4°C. Tras ser enjuagados
se centrifugaron y mezclaron con otros vegetales para constituir la ensalada
deseada. Posteriormente fueron pesados, envasados con peliculas plasticas de
polipropileno (permeabilidad al CO, de 142 cm®/m?/24 horas/atm. y al O, de 44
142 cm®/m?/24 horas/atm) con unas dimensiones de 290 de largo por 155 mm de
ancho, sin inyeccion de gases, y amacenados a 2 °C. La temperatura
recomendada por el fabricante es deigual o inferior a4 °C.

2.1.1 Sistemética de muestreo

Las muestras fueron tomadas al azar en la planta de fabricacion y
transportadas a temperatura de refrigeracion, entre 0°C y 4 °C en camiones
refrigerados.

Una vez en e laboratorio las muestras fueron almacenadas a 4 °C,
temperatura recomendada por €l fabricante para su almacenamiento, con € fin de
estudiar la evolucion de los microorganismos presentes en las ensaladas.

También se amacenaron muestras a 10°C y 15 °C para conocer €l efecto
de la temperatura de almacenamiento sobre la evolucién de bacterias
acidolécticas y psicrotrofas, grupos mayoritarios del contenido microbiano en la
ensalada y responsables de su alteracion segun diversos autores.
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Para el estudio posterior de la evolucion de Leuconostoc mesenteroides,
Aeromonas hydrophila y Pseudomonas fluorescens inoculados en la ensaladas,
éstas se almacenaron alas temperatura extremas, 4 °Cy 15 °C.

Una vez aislada Listeria monocytogenes en la ensalada se quiso saber que
capacidad de reproduccion tenia este microorganismo dentro de la ensalada, por
lo que se inocularon las muestras que fueron amacenadas a la temperatura
recomendada por el fabricante.

Las muestras amacenadas a 4 °C se tomaron en diferentes épocas del afio,
invierno (enero), primavera (mayo) y otofio (octubre) para comprobar si existian
diferencias significativas de recuentos microbianos entre estaciones.

De un total de 669 bolsas de ensaladas de 10 lotes diferentes, cada 12
horas durante los tres primeros dias, y cada 24 horas a partir de entonces, se
fueron recogiendo 3 muestras para su anadisis hasta llegar a las 204 horas del
periodo experimental .

2.1.2 Preparacion de lamuestra para el analisis microbiol 6gico

Para la preparacion de la muestra se introdujeron 25 g de la ensalada en
una bolsa de Stomacher estéril y se diluyo en 225 ml de agua de peptona a 0.1%,
triturandose en e Stomacher Colworth durante 2 minutos.

Una vez homogeneizada la muestra se hicieron diluciones decimales
seriadas en frascos de dilucion con 90 ml de agua de peptona a 0.1 % y se
sembraron por duplicado (ICMSF, 1982).

2.2 Examen microbiolégico del crecimiento bacteriano

Se describe la metodol ogia utilizada seguin 10s objetivos planteados:

2.2.1 Comportamiento y monitorizacion de los diferentes grupos de
microorganismos presentes en vegetales envasados con atmosfera modificada en
condiciones de refrigeracion de 4 °C

1. Recuento, aislamiento e identificacion de bacterias acidol acticas.

2. Recuento, aislamiento e identificacion de microorganismos aerobios
psicrotrofos
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Recuento, aislamiento e identificacion de levaduras y mohos.
Recuento, aislamiento e identificacion de E. coli. y coliformes
Aidlamiento e identificacion de Listeria monocytogenes

Aislamiento e identificacion de Salmonella.

N o g M~ W

Recuento, aislamiento e identificacion de Clostridium sulfito
reductores

8. Recuento, aislamiento e identificacion de Aeromonas hydrophila.
9. Recuento, aislamiento e identificacion de enterococos.
10. Recuento, aislamiento e identificacion de Staphyl occocus aureus

11. Recuento, aislamiento e identificacion de Yersinia enterocolitica.

2.2.1.1 Recuento, aislamiento e identificacion de bacterias acidolacticas

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
decimales seriadas y se sembro 1 ml de cada dilucién en medio MRS en masay
por duplicado. Una vez solidificado, fue cubierto con otra capa de medio y se
incubaron las placas a 30 °C durante 48 horas segun la técnica descrita por Garg
et al. (1990).

Para la identificacion de las bacterias acidolacticas fueron aisladas al
menos diez colonias de cada una de las placas sembradas de cada muestray se
sembraron en caldo MRS, incubando 48 horas a 30 °C para posteriormente
volver a sembrarlos en la superficie de agar MRS con asa de siembray en estrias.
Se incubaron 24 horas a 30 °C.

Una vez aisladas se identificaron con galeria APl 50 CHL. Se utilizé un
programa elaborado especiamente en lengugje FORTRAN 77 para determinar la
especie més aislada. El programa calcula la probabilidad de cada una de las 32
especies de bacterias acidolacticas (descritas en e protocolo APl con sus
probabilidades), como e producto de la probabilidad p de la existencia de una
especie en un medio (lareaccion ha resultado positiva) y (1-p) cuando lareaccion
ha resultado negativa en el medio, para cada uno de los 50 medios del método
APl 50 CHL. Las entradas a programa son: €l numero total de medios con
resultado positivo y a continuacion cuales son los medios positivos, numerados
de 0 a 49. La salida del programa contiene los nombres de las 32 especies del
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meétodo con su probabilidad. Por dltimo, el programa ordena las tres especies con
probabilidad mas elevada.

2.2.1.2 Recuento, aidamiento e identificacion de microorganismos
aerobios psicrotrofos

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
seriadas decimales y se sembr6é 0.1 ml de la suspension en superficie en PCA
(Plate Count Agar, Difco) por duplicado segun la técnica recomendada por el
ICMSF (1982), incubando a 7 °C durante 10 dias.

Se aislaron a menos diez colonias de cada una de |as placas sembradas de
cada muestra en agar triptosa para su posterior identificacion por galerias
bioguimicas, APl 20 E, API 20 NE, y PASCO para Gram negativas y positivas.

2.2.1.3 Recuento, aislamiento e identificacion de levadurasy mohos

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
decimales seriadas y se sembro en masa 1 ml de cada dilucién por duplicado en
medio Potato Dextrosa Agar (PDA) con 10 % de é&cido tartarico para alcanzar un
pH de 3.5, seguin la técnica recomendada por el ICMSF (1982). L as placas fueron
incubadas a 30 °C durante 3 dias.

Unavez aisladas se identificaron con galeria APl paralevaduras.

1.2.1.1 Recuento, aislamiento e identificacion de E. coli, coliformes totales y
fecales

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
seriadas decimales. Se sembré 1 ml de cada dilucion en series de tres tubos de
caldo verde brillante, segun la técnica del NUmero més Probable (NMP),
incubando los tubos inoculados a 37 °Cy a44 °C.

Lalectura se realizo alas 24 y 48 horas, confirmando los tubos positivos
con formacion de gas en medio VRB agar. Para ello se procedié a sembrar con
asa de siembra, a partir de cada tubo positivo, en la superficie de placas de VRB
fresco, incubandose a 37 °C durante 24 horas, considerando como positivas solo
las colonias violaceas con halo de precipitacion (ICMSF, 1982).

Se identifican con las galerias APl 20 E.
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1.2.1.2 Aisamiento e identificacion de Listeria monocytogenes (Lee y
McClain, 1986)

1.2.1.2.1 Preenriquecimiento:

Para la preparacion de la muestra se introdujeron 25 g de la ensalada en
una bolsa de Stomacher estéril y se diluyd en 225 ml de agua de peptona
tamponada al 1%, gustando € pH a 7.2 + 0.1. Se tritur0 en & Stomacher
Colworth durante 2 minutos e incubé a 30 °C durante 24 horas.

1.2.1.2.2 Primer enriquecimiento selectivo:

Se diluyeron 10 ml de la solucién incubada en agua de peptona tamponada
en 90 ml de Caldo Selectivo, UVLM I. Se incubaron los frascos durante 24 horas
a30°C (modificacion de USDA).

1.2.1.2.3 Segundo enriquecimiento selectivo:

Se coloco 0.1 ml del caldo selectivo | (UVLM 1) en 10 ml del caldo
selectivo I, (UVLM I1). Seincubaron los tubos durante 24 horas a 30°C.

1.2.1.2.4 Siembra en medio selectivo

A partir del caldo UVLM |1 se sembro con asa de siembra por estrias en
medio Oxford agar y se incubaron las placas durante 24 - 48 horas a 30°C.

1.2.1.2.5 Confirmacion

Se tomaron a menos 5 colonias tipicas de una placa de cada muestray se
sembraron en placas con BHI y agar sangre con sangre de caballo. Las colonias
tipicas en medio Oxford eran verde grisaceas con halo negro. Se incubaron las
placas a 37 °C por una noche.

A partir de las colonias crecidas

- se sembraron en caldo de BHI y se incubaron a 37 °C para luego verificar
su capacidad de hemdlisis

- se sembraron en medio semisolido y se incubaron a 20 °Cy se observo la
formacion tipica de paraguas.
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- Se sembraron en agar BHI inclinado y se incubaron a 37 °C una noche
para posteriormente realizar |os test de oxidasa, catalasay Gram.

- Seidentificaron luego con Sistema Pasco para grampositivas.

1.2.1.3 Aislamiento eidentificacion de Salmonella

El aislamiento e identificacion de este microorganismo se reaizd en
varias fases de enriquecimiento (ICMSF, 1982):

1.2.1.3.1 Preenriquecimiento

Para la preparacion de la muestra se introdujeron 25 g de la ensalada en
una bolsa de Stomacher estéril y se diluyd en 225 ml de agua de peptona a 1 %,
gjustando e pH a 7.2. Se trituro en & Stomacher Colworth durante 2 minutos e
incubd a 37 °C durante 18-24 horas

1.2.1.3.2 Enriquecimiento selectivo

A partir del cultivo de preenriquecimiento se pipeted 1 ml en 10 ml de
caldo selenito cistinay 10 ml de caldo tetrationato verde brillante. Se incubaron
en bafno de agua a 43°C + 0.05 durante 24 horas.

1.2.1.3.3 Siembraen placa en medios de agar selectivo

Luego de laincubacion en caldo selectivo se sembraron en placas de agar
selectivo, en superficiey con asa de siembra. Los agares utilizados fueron:

a) Agar verde brillante : se incubaron a 35-37°C durante 24 horas. Se
aislaron aguellas colonias sospechosas, que fueran colonias incoloras,
rosa o fucsia o trasllcidas a opacas con e medio que las rodeara un
rosaarojo.

b) Agar sulfito de bismuto : se incubaron a 35-37°C durante 48 horas. Se
aislaron aguellas colonias sospechosas, que fueran colonias marrones o
grises a negro, a veces con brillo metalico. EI medio que las rodeara
podria ser marron al principio, cambiando a negro a transcurrir €l
tiempo. Algunas cepas verdes con medio que las rodea poco o0 nada
oscurecido.
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Se incubaron a 37°C durante 48 horas y se aislaron aquellas colonias
sospechosas, que fueran colonias con centro negro y transparentes alrededor.

1.2.1.3.4 Confirmacion biogquimica

Las colonias aisladas se sembraron en tubos con :

a) Agar tripleazucar hierro: en tubos inclinados se sembraron en estrias
de atrés a adelante en la superficie inclinada y después por picadura. Se
incubaron durante 24 horas a 37 °C. Se consideraron sospechosas
aquellos tubos que mostraran la parte inclinada roja, la columna de
medio amarilla, con 0 sin ennegrecimiento. También se consideraron
sospechosas de Salmonella si todo el tubo aparecia amarillo.

b) Agar lisina hierro: en tubos inclinados se sembraron en estrias de atras
a adelante sobre la superficie inclinada y después por picadura. Se
incubaron durante 24 horas a 37 °C. Se consideraron sospechosas
aquellos tubos que mostraran todo € tubo plrpura con o sin
ennegrecimiento. También se consideraron sospechosas de Salmonella
s la parte inclinada del tubo se presentaba amarilla y la columna
purpura, con reaccionestipicas en TSI (Agar triple azlcar hierro).

Debian dar los dos tubos positivos para que se consideraran como
positivo.

1.2.1.4 Recuento, aislamiento e identificacion de clostridios sulfito reductores

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
decimales seriadas. Se sembré por duplicado 1 ml de cada dilucién con pipeta
estéril en tubos con SPS (agar con sulfito, polimixinay sulfadiacina) previamente
licuados, realizandolo cuidadosamente desde el fondo hacia la superficie del tubo
para gque no se produjeran burbujas. Posteriormente se cubrieron con 2 cm de
parafina estéril para lograr la anaerobiosis necesaria. Se incubaron a 37 °C
durante 24 horas. Se realiz0 e recuento de las colonias negras (ICMSF, 1982;
Gimenez, 1991).

1.2.1.5 Recuento, aislamiento e identificacion de Aeromonas hydrophila

A partir de la muestra bien homogeneizada y realizadas las diluciones
decimales se sembro 0.1 ml de cada dilucion en la superficie del Medio Palumbo
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(Palumbo et al., 1985) e incubaron las placas a 25 °C durante 24-48 horas.
Aquellas colonias sospechosas de ser Aeromonas (amarillentas y de unos 1 a 3
mm, mucosas), fueron aisladas de las placas. Luego se inundo la placa con una
solucion de lugol (la misma de la tincion del Gram), realizando €l recuento de
aguellas colonias que manifestaran un halo claro amarillento alrededor, debido a
la capacidad de Aeromonas de degradar € almidon del medio.

A partir de las colonias aisladas se realizaron APl 20 E paraidentificarla

1.2.1.6 Recuento, aislamiento e identificacion de enterococos

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
decimales seriadas y se sembro por duplicado en masa 1 ml de cada dilucién en
medio KF Streptococcus, incubandose a 35-37 °C durante 48 horas. Se realizo €l
recuento de aquellas colonias que presentaban un rojo intenso y rosa claro.

Unavez aidadas se identificaron con galeria API 20 Strep.

1.2.1.7 Recuento, aislamiento e identificacion de Staphyloccocus aureus

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
seriadas decimales, se sembré 0.1 ml de la suspension en superficie en Agar
Baird-Parker por duplicados y se incubaron a 37 °C durante 48 horas. Solo se
contaron aguellas colonias negras azabache con halo de precipitacion y mas
externamente un halo trasltcido.

Unavez aisladas se identificaron con galeria PASCO para Gram positivas.

1.2.1.8 Recuento, aissamiento e identificacion de Yersinia enterocolitica

A partir de la muestra bien homogeneizada y realizadas las diluciones
decimales se sembré 0.1 ml de cada dilucién en la superficie de Agar base
selectivo para Yersinia, incubandose las placas a 27°C durante 24-48 horas.

Se realizo e recuento y aislamiento de aquellas colonias que después de
18-24 horas de incubacion fueran traslUcidas, o traslUcidas con centros rosa
oscuro, bordes perfectos o irregulares. Después de 48 horas colonias rosa oscuro
con zonas de delimitacion trasltcidas, pudiendo estar rodeadas por una zona de
bilis precipitada.
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1.2.2 Comportamiento y monitorizacion de bacterias acidolacticas y
psicrotrofas en ensaladas durante e almacenamiento a 10 °C y 15°C

Las técnicas utilizadas fueron descritas en los puntos 2.2.1.1y 2.2.1.2

1.2.3 Comportamiento y monitorizacion de los microorganismos inoculados
en condiciones de refrigeracion y envasado (Listeria monocytogenes,
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens y Leuconostoc
mesenter oides)

1.2.3.1 Preparacion del inéculo

1.2.3.1.1 Cepario

Las cepas utilizadas en nuestro estudio procedieron de la Coleccion
Espariola de Cultivos Tipo. Estas cepas fueron:

Leuconostoc mesenteroides dextranicum CECT N° 912
Aeromonas hydrophila hydrophila CECT N° 839
Pseudomonas fluorescens CECT N° 378

Listeria monocytogenes Scott A, F 4642

Las cepas liofilizadas fueron reconstituidas seguin las indicaciones de los
responsabl es de |a Coleccion Esparfiola de Cultivos Tipo.

Para cada microorganismo se €eligié un medio de cultivo liquido: Caldo
Triptosa Soja para la Aeromonas hydrophila, y Pseudomonas fluorescens, para
Leuconostoc mesenteroides se utilizd cado MRS y BHI para Listeria
monocytogenes.

Los medios sembrados fueron incubados durante 24 horas a 30 °C y se
realizaron repetidas resiembras. Solo e Leuconostoc mesenteroides se incubo en
jarras de anaerobiosis.

En un medio solido favorable fueron sembradas unas gotas de la
suspension de material reconstituido del liofilizado; asi, Aeromonas hydrophila
en Agar Triptosa Soja, BHI, y Palumbo; Pseudomonas fluorescens en Agar
Triptosa Soja, BH Agar y Medio F ; para Leuconostoc mesenteroides se utilizo
MRS agar y BH Agar. Se incubaron a 30 °C en las mismas condiciones gaseosa
gue los caldos.
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1.2.3.1.2 Cadlibracion de las suspensiones bacterianas

Con € fin de conocer con mayor precison el tamafio del inoculo
inyectado a la muestra se realizo una serie de calibraciones con cada cepa con
lectura en espectrofotometro.

Se realizaron diluciones seriadas decimales en el mismo caldo y diluciones
seriadas dobles en una solucion de formol a 5 % con e fin de inactivar los
microorganismos y proteger el persona y el instrumental de contaminacion con
céulas vivas. Se confecciond un blanco formado por mitad el caldo y mitad la
solucion de formol.

A partir de las diluciones en caldo de cultivo se sembraron en placas con
agar del mismo medio para asi conocer la concentracion exacta. Se incubo a
30°C durante 24 horas.

Serealizo lalectura por el espectrofotometro a 550 nmy se trazo una recta
de calibrado para cada cepa.

Se realizaron a menos tres repeticiones de estas calibraciones antes de
utilizarlo en el momento de inocular l1as muestras.

1.2.3.1.3 Preparacion de la concentracion del indeculo

Para la inoculacion de las muestras se sembraron las cepas en un frasco
con 50 ml de caldo apropiado y se incubaron durante 24 horas a 30°C. Se siguio
el método empleado en la calibracion y a partir de la absorbancia obtenida se
calculdo la cantidad de microorganismos presentes en e cultivo original.
Simultaneamente se sembro e indculo en placas para conocer la concentracion
exacta. Asi se realizaron las diluciones en caldo necesarias para tener en las
bolsas 10° ufc/g inoculando un mililitro de la suspension bacteriana, de forma
gue, s e contenido de ensalada en una bolsa es de 250 g, entonces €l inoculo a
preparar debera ser de 2.5 10° ufc/ ml para que la concentracion final fuese 10°
ufc/g.

1.2.3.2 Inoculacion

L as bolsa de la ensalada fueron inoculadas con jeringas estériles dentro de
un camara de flujo laminar, siempre la esgquina derecha inferior con respecto a la
etiqueta. Primero se desinfectd con alcohol, una vez seco se pegd un boton de
caucho siliconado para impedir la salida de gases. Se inoculé 1 ml de la
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suspension bacteriana preparada en las muestras y se almacenaron a4 °Cy 15 °C
manteniendo siempre la esquina inoculada hacia abgjo.

1.2.3.3 Recuento, aislamiento e identificacion de microorganismos inoculados

1.2.3.3.1 Recuento, aisamiento e identificacion de Leuconostoc mesenter oides

A partir de la muestra bien homogeneizada se realizaron diluciones
decimales seriadas. Se sembro 1 ml de cada dilucion en medio Mayeux en masay
por duplicado y se incubaron las placas a 30 °C durante 48 horas segun la técnica
descrita por Mayeux et al. (1962).

Paralaidentificacion de las bacterias se aislaron al menos diez colonias de
cada una de las placas sembradas de cada muestra'y se sembraron en caldo MRS,
e incubaron durante 48 horas a 30 °C para posteriormente volver a sembrarlos en
la superficie de agar MRS con asa de siembray en estrias. Se incubaron 24 horas
a30°C.

Unavez aidadas se identificaron con galeria API 50 CHL.

1.2.3.3.2 Recuento, aidamiento e identificacion de Pseudomonas fluorescens

A partir de la muestra bien homogeneizada y realizadas las diluciones
decimales se sembr6 0.1 ml de cada dilucion en la superficie del Medio Fy se
incubaron las placas a 30 °C durante 24-48 horas.

Para laidentificacion de las bacterias se aisl0 laraiz cuadrada del recuento
de colonias de una de las placas sembradas de cada muestra y se sembré en
Medio F, incubando 48 horas a 30 °C para posteriormente volver a sembrarlos en
la superficie de PCA con asa de sembra y en estrias. Se incubaron 24 horas a
30°C.

Unavez aidadas se identificaron con galeria APl 20 NE.

1.2.3.3.3 Recuento, aislamiento e identificacion de Aeromonas hydrophila

Latécnica utilizada fue la misma que la ya descritaen el punto 2.2.1.8.

1.2.3.3.4 Recuento, aislamiento e identificacion de Listeria monocytogenes

Se procedi6 igual que en € punto 2.2.1.5.
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Al mismo tiempo se reaiz0 otra técnica para el recuento de Listeria
monocytogenes utilizando el medio liquido Fraser y la técnica del NMP. Se
consideraron positivos aquellos medios que viraron su coloraciéon a negro,
indicativo de la degradacion de la esculina (Fraser y Sperber, 1988, Buchanan et
al., 1989).

1.3 Determinacion de los parametros fisicoquimicos y organolépticos
durante el periodo de almacenamiento en refrigeracion

1. Concentracion de gases en € interior del envase (O,, CO,)
2. pH

3. Caracteristicas organolépticas

1.3.1 Concentracion degasesen € interior del envase (O,, CO,)

La concentracion de gases se realizO mediante medidor de CO, y O,
modelo Pak 12 de Abiss, equipado con detector de infrarrojos para CO, y
detector electroguimico para O,. Las muestras gaseosas (20 ml) se tomaron de las
bolsas de ensalada usando jeringas herméticas de gas a través de un septum de
goma, expresando las concentraciones en % (v/v), segun la técnica descrita por €
fabricante.

1.3.2 pH

El pH se midié con un potenciometro Crison pH/mv-meter digit 501, a
partir de la muestra triturada en el Stomacher Colworth diluida 1/10 en solucion
salinafisiologica.

1.3.3 Caracteristicas organolépticas

Las caracteristicas organolépticas de color, textura, pardeamiento de los
cortes e hinchazon del envase fueron catalogadas por un panel de la siguiente
forma en orden de preferencia en una escala hedonica del 0 a 4 (Strugnell,
1988):
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Color y textura:

0= inaceptable
1= pobre
2=regular

3= buena

4= muy buena

Pardeamiento:

0= inaceptable
2=ligero

4= ninguno

Hinchazon del envase;

0= excesivo, parece a punto de estallar
1= muy hinchada

2= hinchada

3= ligeramente hinchada

4= no hinchada

1.4 Andlisis estadisticos

Para €l andlisis los datos estadisticos y varianza ha sido utilizado el
programa Statgraphics version 5. Para el caso del andlisis sensoria se utilizé un
test no parameétrico de Spearman y Kruskal-Wallis. En los andlisis de varianza se
comprobaron |0s supuestos tedricos.



Material y Méodos 115

1.5 Aplicacion de model os predictivos de crecimiento bacteriano

Para la elaboracion de los modelos predictivos se ha utilizado varios
programas, “DModel” de Baranyi et al. (1993b y ¢ ), “Gomplamu” de Cupper
(FLAIR, 1993), € programa “MFSmodel” de Buchanan, Excel v 50 y
Statgraphics. Se compararon los resultados y se escogio e de menor valor
residual minimo cuadrado (RMSE).

Unavez realizado €l gjuste de |os datos ala funcién escogida, se calcul6 la
tasa especifica de crecimiento (mnax 0 k), €l tiempo de adaptacion, € tiempo de
generacion, nivel de densidad méaxima (Yma 0 A) y € tiempo en acanzar 10°
ufc/g para calcular con posterioridad la posible vida media del producto.

Para confeccionar 1os model os predictivos en funcion de la temperatura se
representd la tasa especifica de crecimiento frente a la temperatura segun las
ecuaciones de Arrhenius (McMeekin et al., 1993) y Ratkowsky et al., (1982).

Laecuacion de Arrhenius se derivo aln k=In A-(E&/RT)

donde k es la tasa especifica de crecimiento, A es constante a las
diferentes temperaturas, Ea es la energia de activacion, R es la constante de los
gases.

Si serepresentaln k versus /T dara lugar a una recta donde la pendiente
equivaldriaa Ea/lR

La ecuacion de Ratkowsky et a., (1982) es un modelo especialmente
adecuado para temperaturas bajas. Se representd la raiz cuadrada de la tasa
especifica de crecimiento (Ck) frente a la temperatura para obtener la temperatura
minima (T ) para aplicar la ecuacion:

d( :b* (T-Tmi n)

donde:
k es |atasa especifica de crecimiento
b es|a pendiente
T eslatemperatura considerada

Tmin €S latemperatura minima de crecimiento de ese microorganismo
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1.5.1 Programa DModel (Baranyi y Roberts, 1994, Baranyi et al., 1993b y ¢)

DMDemo es un programa para gjustes de curvas y forma parte del sistema
DModel creado en IFR (Institute of Food Research) para modelar crecimiento
bacteriano, fruto también del proyecto FLAIR Concerted Action N° 5.

Se dispusieron los datos con el formato requerido por los autores,
expresado en logaritmos decimales. Posee tres opciones para gjustar los datos: la
primera es la funcién de Gompertz, la segunda es la funcion DModel/2 y la
terceraes DModel/3.

Lafuncién recomendada por |0s autores es esta tercera.

Las ecuaciones que representan las distintas opciones fueron las
siguientes:

Opcion 1. Gompertz.

(- B*(t- M))

L(t)= A+Cre®

donde;

L(t)= logaritmo decima del nimero de bacterias en e tiempo t (en horas)
{10910 (ufc/ mi)}

A= ndmero de bacterias (asintota) cuando € tiempo disminuye
indefinidamente (nivel inicia de bacterias o indculo){ log;o(ufc/ ml)}

C= cantidad de crecimiento (asintético) que ocurre cuando el tiempo aumenta
indefinidamente {log,o(ufc/ ml)}, o lo que es lo mismo la diferencia
existente entre el nimero inicial y final de la fase estacionaria, expresada
en logaritmos decimales

M= tiempo en €& que e valor absoluto de crecimiento es maximo (horas), 0
tiempo del punto de inflexion.

B= Tasa relativa de crecimiento a M {logio(ufc/ ml)/ horas}, o sea la
pendiente que indica la tasa de crecimiento en el punto de inflexion

Opcion 2. DModel/2 (Baranyi et. a., 1993by c).

y(t) = yo + M A(t) *Ingl"' R
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Donde:
y(t) =In N, donde N es ufc/g
Yo = recuento In deinicial de microorganismos
Mhax = tasa especifica de crecimiento maximo.

m = parametro que caracteriza la curvatura entre la fase exponencia y la
estacional cuyo valor preestablecido por €l autor es 1.

Ymax = IN del recuento maximo de microorgani smos al canzado.

| = es un pardmetro relacionado con la funcion de gjuste de la forma del
tiempo de adaptacion.

s = variable de integracion del tiempo
t = tiempo

n = parametro que caracterizala curvatura entre la fase de adaptacion y lafase
exponencial. Para un valor de n = 4, que es el preestablecido por e autor,
Se obtiene:

B(t)—i*a*mm_,_ (t)O
W% @ M Jarier Vg

Cuando m y n valen cero, la ecuacion se corresponde con una regresion
lineal.
Opcion 3. DModel/3. (Baranyi y Roberts, 1994).

Lafuncion empleada fue la siguiente:

m*mmx A(t) 1C
y( ) + mmx A’l *Ingl-'- m*(ymax Yo)

In(e'”“wt+e'*b-e'%”b)
Mhax

5

At)=t+
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Donde:

ho = P2/Miax

Los parametros de curvatura prefijada son m y n iguales a 1 aunque €l
programa permite variarlos.

Los datos generados por cualquiera de las opciones se desvian a dos
archivos, uno que contiene toda la informacion detallada y otro donde se retinen
todos los parametros cuyos encabezados significan:

“curve’= nombre del fichero donde se encuentran los datos
“nv’'= numeros de datos experimental es considerados
“ydatmin” = valor minimo de la curva expresado en logaritmos
naturales

“tlas’= utimo tiempo de la curva

“se(LN)"=RMSE= error estandar de regresion expresado en logaritmos
natural

“err= codigo de error estandar de regresion., tal que,

=0 gjuste sin problemas
=1 buen gjuste pero no alcanzalatoleranciafijada

=2, 3y 4 diferentes problemas matriciales y de gjuste

“modelcode” = codigos segun el modelo elegido,0 sea, s el modelo
incluye el calculo de la asintota superior 0 €l tiempo
de adaptacion

“mumax” = la tasa de crecimiento especifica méxima

“p2'= estimacion del tiempo de adaptacion en la opciones 1
y 2,y ene 3esigua a producto entre mumax y hO.

“yO'= asintota inferior estimada expresada en logaritmo
natural

“ymax”= asintota superior estimada expresada en logaritmos

naturales
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1.5.2 Programa Gomplamu de Cupper

Este programa facilita los parametros de Gompertz, e tiempo de
generacion, latasa exponencial de crecimiento, el tiempo de adaptacion y el nivel
de densidad maxima. La funcion de Gompertz fue reparametrizada de forma que :

L(0)=A+C*exp(-exp(B*M),

L(¥)=A+C,

La=M+(exp* (1-exp* (b-M))-1)/B

Mu=B*C*Ln(10)/exp(1), s L(t) esté expresado en logaritmos decimales.

Donde L(0) es € recuento en logaritmos en el tiempo O, L(¥) se refiere a
la asintota cuando e tiempo tiende ainfinito, La es el tiempo de adaptacion y Mu
es |a tasa especifica de crecimiento.

1.5.3 Programa MFSmodel de Buchanan y Whiting versién 4.0 (Buchanan,
1991)

Este programa informético “MFS Pathogen Modeling Program” en su
version 4.0 fue facilitado gratuitamente por Buchanan, responsable de “Microbial
Food Safety Research Unit”, grupo perteneciente a “United States Department of
Agriculture (Unidad de Investigacion en Seguridad Microbiana en Alimentos del
Departamento de Agricultura de EE.UU.), autores de este programa.
Confeccionado basandose en Lotus 1,2,3 y compilado con Baler que hace que
trabaj e independientemente de tener el programa Lotus, aunque este es necesario
para sacar por impresion los graficos. Los valores predictivos que provee estan
basados en modelos elaborados en sus propias investigaciones con
microorganismos patogenos y utilizando la funcién de Gompertz junto a andlisis
de regresion no lineales.

El propdsito es dar la oportunidad a los microbiélogos de aimentos de
explorar como se ve afectado e crecimiento o supervivencia de los
microorganismos patdgenos al variar factores asociados con la composicion del
alimento o del medio de amacenamiento. No es posible introducir datos propios.
Los microorganismos que incluye este software son : Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Shigella flexneri, Aeromonas hydrophila, Staphilococcus aureus,
Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus 'y Escherichia coli O157:H7.
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El uso que se le dio a este software en este trabajo fue obtener las
predicciones generadas por € para Listeria monocytogenes a5 °C y Aeromonas
hydrophila a 5°C y 15 °C en medio anaerobio con 0.5 % de cloruro sodico, 0 %
de nitrito sddico y pH 6.

El modelo de crecimiento esta basado en la funcion de Gompertz:
L(t) = A+C*exp(- expt(- B*(T- M)))

Para e caculo de e tiempo de generacion, la tasa exponencial de
crecimiento y el nivel de densidad maxima utiliza las formula descritas en la
Revision Bibliografica.

Incluye un modelo de inactivacion no térmica o de supervivencia, en el
gue se describen situaciones donde el microorganismo no crece sino que
disminuye. EI modelo se basa en & céculo de & tiempo necesario para €
descenso de cuatro logaritmos en e nimero de microorganismos (tps). Asi se
basa en la siguiente formula:

N =N, - (5)(t- t,)

donde
t, esel periodo de adaptacion
D esel tiempo necesario para que disminuya la poblacion un logaritmo
N esel recuento expresado en log ufc/ ml
t esel tiempo
Ny eslapoblacion inicia

N=N, cuando t<t

1.5.4 Curvasdeinhibicion celular

Pararedlizar el gjuste de las curvas donde se observo inhibicion de células
se utilizaron los Programas Excel y Statgraphics. También se le aplico el DModel
teniendo en cuenta que los resultados son reflgjo de los valores reales.

Se aplico e modelo lineal de inactivacion descrito por Buchanan en su
programa. Se calcularon losvaloresde D y T, de la siguiente forma:
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N=No-(1/D)* (t-T))

donde
T, esel periodo de adaptacion antes de comenzar a descender
D esel tiempo necesario para que e recuento descienda 1 logaritmo
N esel nimero de microorganismos en el tiempo t >T,
t esel tiempo

No eslapoblacioninicia

1.6 Determinacion del periodo de vida comercial. Relacion existente
entre las alteraciones organolépticas y fisico-quimicas con la presencia
de bacterias alterantes y patégenas.

1.6.1 Determinacion de vida media desde el punto de vista microbiol 6gico

En la mayoria de los paises se ha establecido como criterio que los
producto listos para su consumo deben contener < 10° ufc/g, o ml, de mesdfilos
en el punto de consumo como asi también que debe existir ausencia de gérmenes
patogenos o sus toxinas que constituyan un riesgo paralasalud (Notermans et al.,
1993).

Se calculé e tiempo (ts) que tardaria en alcanzar 10° ufc/g cada
microorganismo aterante a partir de la ecuacion de gjuste de las curvas. En €
caso de los microorganismos patogenos inocul ados se determind € tiempo (ts) en
alcanzar 10° ufc/g para observar su comportamiento.

Se representd graficamente la relacion existente entre e logaritmo
neperiano de ts y la temperatura (°K) (Singh, 1994), los cuales describen una
relacion lineal tal que:

ts=to* (10

donde

tses el tiempo de vida media
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to es el tiempo de vida media alatemperatura de referencia
T eslatemperatura
T, eslatemperatura de referencia

aeslapendiente

1.6.2 Determinacion dela vida comercial

Se representaron graficamente y de forma conjunta los valores obtenidos
de la vida media microbiol 6gica, sensorial y evolucion de la concentracion de los
gases y pH, y se busco establecer los criterios para determinar la vida Util del
producto.

Se comprobd que los atributos sensoriales estuviesen correlacionados. Se
fij6 como 2 el valor de pérdida del atributo, asi se determino el fin de vida Util del
alimento cuando la media de |os atributos alcanzara el valor 2. King et al. (1986),
establecieron en una escala hedénica de 1 a9 para esparragos, € valor de 6 como
el valor que determinaba la vida Util del producto, o sea, la mitad més uno de la
graduacion hedonica.
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V. RESULTADOS

1. Evoluciéon de la microflora natural en la ensalada almacenada en
refrigeracion (4°C)

Se estudié la presencia 'y evolucion durante el tiempo de almacenamiento
de bacterias acidolacticas, psicrotrofas, levaduras, mohos, coliformes totales y
fecdes y E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella, clostridios sulfito
reductores, Aeromonas hydrophila, enterococos, Staphyloccocus aureus y
Yersinia enterocolitica.

1.1 Recuento, aislamiento e identificacion de bacterias acidolacticas
(BAL)

Los recuentos de bacterias acidolécticas partieron de aproximadamente
7*10% ufc/g en la ensalada almacenada a 4°C y ascendieron linealmente hasta el
final del periodo de andlisis donde alcanzaron 9.6* 10° ufc/g (Tabla 1).

Las especies de bacterias acidolécticas més aisladas fueron Leuconostoc
mesenteroides subespecie dextranicum, Lactobacillus brevis 3, Lactobacillus
casel pseudoplantarum, Lactobacillus brevis 1, y Lactobacillus plantarum,
también se aislo Lactobacillus brevis 2, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc
mesenteroides  subespecie  mesenteroides, Lactobacillus  curvatus, vy
Sreptococcus lactis (Tabla 2).

1.2 Recuento, aislamiento e identificacion de microorganismos aerobios
psicrotrofos

El recuento observado en ensaladas mantenidas a 4 °C partio de
1.07*10°ufc/g y ascendié lentamente hasta alcanzar 1.48* 10 ufc/g al fina del
periodo de observacion (Tabla 3).

Las especies aisladas con mayor frecuencia fueron en primer lugar
Pseudomonas fluorescens (19%) seguida de Pseudomonas putrida (8%),
Chromobacterium violaceum (7%), Acinetobacter anitratus (5%), Staphilococcus

cohnii (4%), Enterobacter agglomerans (3%), Pasteurella urae
Tabla 1. Evolucion de los recuentos de bacterias acidolacticas en ensal
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mantenidas a diferentes temper atur as de almacenamiento

Tiempo 4°C 10°C 15°(
(horas) Medias D.T. C.V. (%) Medias D.T. C.V.(%) Medias D.T
0 2,85 0,22 7,72 2,90 0,37 12,60 3,05 0,17

12 3,06 0,13 4,24 3,31 0,32 9,71 4,02 0,0¢
24 3,21 0,15 4,58 4,03 0,53 13,11 5,02 0,1(
36 3,61 0,16 4,33 4,79 0,81 16,82 6,03 0,1¢€
48 3,61 0,09 2,63 5,56 0,65 11,67 6,46 0,3«
60 3,79 0,04 1,01 5,64 1,03 18,23 7,25 0,1(
72 - - - 5,96 0,40 6,74 7,50 0,0(
84 4,25 0,28 6,57 6,32 0,30 4,73 7,64 0,0t
108 4,61 0,02 0,35 6,06 0,45 7,40 7,86 0,1«
132 4,85 0,37 7,66 5,85 1,26 21,50 7,83 0,1¢
156 5,05 0,35 6,93 6,69 0,65 9,78 7,82 0,1(
180 572 0,11 1,92 7,20 0,31 4,27 7,82 0,1f
204 5,98 0,10 1,63 7,17 1,04 14,54 7,71 0,0t

Todos los calculos fueron realizados con los logaritmos decimales de | os recuentos
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Tabla 2. Especiesidentificadas de los aisamientos realizados de bacterias psicr otr ofas, bac
durante & almacenamiento de las ensaladas

Bacterias psicrotrofas Bacterias acidolécticas
Enterobacter intermedium 1% Lactobacillus curvatus
Pasteurella haemolytic biotipo T 1% Sreptococcus lactis
Pseudomonas spp. 1% Lactobacillus brevis 2
Pseudomonas aer uginosa 1% Lactaobacillus fermentum
Pseudomonas picketti biotipo 1 1% Leuconostoc mesenteroides var. mesenteroides
Pseudomonas putrefasciens 1% Lactobacillus brevis 1
Pseudomonas stutzeri 1% Lactobacillus plantarum
Salmenella cholerae suis 1% Lactobacillus brevis 3
Acinetobacter spp. 3% Lactobacillus casel pseudoplantarum
Enterobacter agglomerans 3% Leuconostoc mesenteroides var. dextranicum
Pasteurella urae 3% N.I.
Plesiomonas shigelloides 3%
Pseudomonas maltophila 3%
Saphylococcus cohnii 4%
Acinetobacter anitratus 5%
Chromobacterium violaceum 7%
Pseudomonas putrida 8%
Pseudomonas fluorescens 19%
N.I. 33%

N.I., No identificados
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Tabla 3. Evolucién de los recuentos de bacterias psicrotrofas en ensaladas
mantenidas a diferentes temper atur as de almacenamiento

Tiempo 4°C 10°C 15°(
(horas) Medias D.T. C.V. (%) Medias D.T. C.V.(%) Medias D.T
0 5,03 0,32 6,37 5,14 0,70 13,53 5,61 0,0«

12 5,66 0,23 3,97 5,65 0,33 5,85 6,48 0,1f
24 6,15 0,14 2,23 6,08 0,44 7,24 6,74 0,0«
36 6,15 0,14 2,23 6,37 0,65 10,19 7,39 0,2(
48 6,19 0,11 1,73 6,84 0,33 4,78 7,34 0,0f
60 6,48 0,15 2,39 6,78 0,61 8,99 7,56 0,11
72 - - - 7,03 0,84 11,96 7,58 0,1¢
84 6,42 0,08 1,25 7,05 0,63 8,88 7,58 0,0¢
108 6,51 0,03 0,53 7,02 0,63 9,02 7,09 0,0«
132 6,64 0,15 2,24 6,98 1,03 14,71 6,40 0,3i
156 6,40 0,75 11,69 7,34 0,86 11,73 6,35 0,1¢€
180 7,06 0,03 0,45 7,52 0,86 11,50 5,79 0,0¢
204 7,17 0,05 0,64 7,68 0,82 10,68 3,44 0,0¢

Todos los calculos fueron realizados con los logaritmos decimales de | os recuentos
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(3%), Plesomonas shigelloides (3%), Pseudomonas maltophila (3%),
Enterobacter intermedium (1%), Pasteurella haemolytica biotipo T (1%),
Pseudomonas aeruginosa (1%), Pseudomonas picketti biotipo 1 (1%),
Pseudomonas putrefasciens (1%), Pseudomonas stutzeri (1%), Salmonella
cholerae suis (1%). Tambiéen se aislaron otras especies del género Acinetobacter
y Pseudomonas y algunas levaduras (Tabla 2).

1.3 Recuento, aislamiento e identificacion de levadurasy mohos

No se aislaron mohos.

Los niveles de levaduras observados fueron muy bajos, no se detectaron
hasta las 156 horas 10° ufc/g y se mantuvo hasta las 204 horas.

Las levaduras aisladas pertenecian segun las pruebas bioquimicas de AP
AUX, alas especies del género Trichosporon, Candida lambica, Candida valida,
Geotrichum, Hansenula anomala, Rhodotorula glutinis y Torulopsis. El mas
aislado fue Trichosporon (18% de los casos) seguido de Candida lambica (11%).

1.4 Recuento, aislamiento e identificacion de E. coli. y coliformes totales
y fecales

No se observo ningun tubo positivo para coliformes fecales ni E. coli. En
cuanto a coliformes totales, estos ascendieron a partir de 1-2 logaritmos
decimales hasta alcanzar 5.3 logaritmos a las 48 horas. Los coeficientes de
variacion hallados fueron algo elevados (42% al 91%) (Tabla 4).

Las especies aidadas fueron Citrobacter freundii, Enterobacter
agglomeransy Vibrio fluvialis.

1.5 Aislamiento eidentificacion de Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes fue hallada en 14 muestras (25.93%) de un tota
de 54 muestras de ensalada pertenecientes a lotes diferentes, anaizadas en
diferentes tiempos de amacenamiento y todas fueron hemoliticas. Los
aislamientos realizados fueron hechos en los siguientes tiempos en horas, entre
paréntesis se detalla el nUmero de muestras positivas: 0 (4), 36 (2), 60 (2),
132(4), 156(2) (Tabla 5).



130 Resultados

Tabla 4. Recuentos de coliformes totales en ensaladas
almacenadasa 4 °C

Tiempo Medias D.T. CV.%
(horas)
0 1.85 0.10 5.42
12 1.44 1.31 91.19
24 2.74 0.62 22.59
36 4.57 1.03 22.51
48 5.30 1.50 28.30
60 5.30 1.40 26.41
72 5.30 1.35 25.47
108 0.72 0.17 23.75
132 4.63 3.50 75.64
156 4.79 3.14 65.55
180 5.22 2.67 51.19
204 131 0.88 67.07

Todos los célculos fueron realizados con |os logaritmos decimales
de los recuentos
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Tabla 5. Aidamientos de Listeria monocytogenes
en ensaladas no inoculadas durante € almacenamiento a 4°C

Tiempo N° muestras Total Frecuencias
positivas muestras %

0 4 6 66.67
12 0 6 0.00
36 2 6 33.33
60 2 6 33.33
108 0 6 0.00
132 4 6 66.67
156 2 6 33.33
180 0 6 0.00
204 0 6 0.00
TOTAL 14 54 25.93
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Las cepas aidadas fueron enviadas a Dpto. de Microbiologia de la
Universidad Complutense de Madrid y Centro de Microbiologia, Virologia e
Inmunologia Sanitaria, Mgadahonda, para su serotipificacion, y resultaron
pertenecientes al serotipo 3ay 3b.

1.6 Aislamiento eidentificacion de Salmonella

No se detectd Salmonella en ninguna de las muestras analizadas.

1.7 Recuento, aisamiento e identificacion de clostridios sulfito
reductores

Todos |os tubos sembrados resultaron negativos.

1.8 Recuento, aislamiento e identificacion de Aeromonas hydrophila

Se aido en un caso Aeromonas hydrophila a las 72 horas de
almacenamiento y Aeromonas caviae alas 120 horas.

1.9 Recuento, aislamiento e identificacion de enterococos

No se aislaron enterococos en ninguna muestra.

1.10 Recuento, aislamiento e identificacion de Staphyloccocus aureus

No se detecto su presencia en ninguna muestra.

1.11 Recuento, aislamiento e identificacion de Yersinia enterocolitica

Con el sistema Pasco se identificd en un caso Yersinia enterocolitica y en
otro Yersinia intermedia.
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2. Comportamiento y monitorizacion de bacteria acidolacticas y
psicrotrofas en ensaladas envasadas con atmosfera modificada durante
su almacenamiento a diferentes temper aturas

2.1 Bacterias acidolacticas

Se estudiaron muestras amacenadas a 10°C y 15°C, en las que € recuento
inicial de bacterias acidolécticas en todas ellas fue de aproximadamente 10°
ufc/g. Se observo que las bacterias acidolacticas aumentaron su nUmero mas
rapidamente en las muestras almacenadas a 15°C y el crecimiento bacteriano
disminuy6 a medida que descendio la temperatura de almacenamiento.

En las ensdadas amacenadas a 10°C e recuento aumentd més
répidamente que a los 4°C hasta alcanzar 10° ufc/g a las 84 horas para luego
mantenerse entre los logaritmos 6 y 7 hasta el final del periodo de observacion.

En las ensaladas almacenadas a 15°C los recuentos aumentaron hasta
dcanzar las 1.81*10" ufc/g a las 60 horas y a partir de aqui se conservo
aproximadamente el nivel de recuento hastalas 204 horas.

Se realizo un andlisis de varianza de dos factores, tiempo y temperatura,
observando diferencias altamente significativas (p < 0.0001) (Anexo |, Tabla 1).

Se compararon los recuentos realizados en lotes confeccionados en
diferentes épocas del afio, enero, mayo y octubre, mediante un anadisis de
varianza de dos factores teniendo en cuenta como covariante €l tiempo y la
temperatura, y se detecto que existia una diferencia altamente significativa (p <
0.0001) (Anexol. Tabla 2). Para mayor exactitud se realizd un andlisis de
varianza para conocer cual mes era el diferente, y se observo que a4 °C & mes
de mayo diferia significativamente del resto (p < 0.0001) (Anexo |, Tabla 3).

2.2 Bacterias psicrotrofas

Las bacterias psicrotrofas ascienden en numero desde aproximadamente
1.33-4.1* 10° ufc/g hasta 4.79* 10" ufc/g en las mantenidas a 10°C. En ensaladas
almacenadas a 15°C |os recuentos aumentaron hasta llegar a 2.65* 10" ufc/g a las
36 horas, se mantuvieron a este nivel hasta las 84 horas aproximadamente, para
luego descender a las 204 horas llegando a 2.75* 10° ufc/g (Tabla 3).
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Se realizo un andlisis de varianza de dos factores, tiempo y temperatura,
observando diferencias atamente significativas para e factor temperatura
(p<0.005) y para el tiempo(p < 0.0001) (Anexo |, Tabla 4)

Igualmente se compararon los recuentos redizados en lotes
confeccionados en diferentes épocas del afio, enero, mayo y octubre, mediante
andlisis de varianza de dos factores teniendo en cuenta como covariante el tiempo
y la temperatura, y se detecto diferencia significativa (p < 0.0001) (Anexo I,
Tabla 5). Para mayor exactitud se realizd un andlisis de varianza para conocer €
mes diferente, y se observo que a 4°C el mes de mayo diferia significativamente
del resto (p<0.0001) (Anexo |, Tabla 6).

3. Comportamiento y monitorizacion de los microorganismos
inoculados en condiciones de refrigeracion y envasado

Con € fin de estudiar €l efecto alterativo de las bacterias acidoléacticas y
psicrotrofas se estudid el comportamiento de Leuconostoc mesenteroides como
representante de bacterias acidolacticas y Pseudomonas fluorescens como
representante de bacterias psicrotrofas. Como bacterias patdgenas se escogio
Aeromonas hydrophila y Listeria monocytogenes .

3.1 Pseudomonas fluorescens

Las ensaladas inoculadas con Pseudomonas fluorescens almacenadas a 4°
y a 15°C, partieron con un recuento inicial de aproximadamente un logaritmo
decimal de 9, debido ala sumadel in6culo més laflora natural de laensalada. En
el amacenamiento a ambas temperaturas los recuentos descendieron y en
aquellas almacenadas a 4°C a alcanzar las 84 horas aparentaron estabilizarse
adrededor de 10° ufc/g hasta € fina del periodo de experimentacion. En las
ensaladas almacenadas a 15°C los recuentos descienden hasta las 108 horas,
donde acanzaron 1.6* 10° ufc/g. A partir de esta hora los cultivos a 15°C fueron
negativos (Tabla 6).

En las ensaladas control a 4°C el recuento de Pseudomonas fluorescens
coincide con las psicrotrofas aproximadamente hasta las 48 horas y luego
continua un ligero descenso. En las de 15°C coincide con las psicrotrofas las
primeras 36 horas a partir del cual desciende su nimero rapidamente para dejar
de detectarse alas 184 horas.
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Tabla 6. Evolucion de los recuentos de Pseudomonas fluorescens inoculado
en ensaladas durante su almacenamientoa4 °Cy 15 °C

Tiempo 4°C 15°C

(horas) Medias D.T. C.V. (%) Medias D.T. C.V. (%)
12 8.82 0.16 1.86 9.55 0.05 0.48
24 7.76 0.05 0.7 7.66 0.06 0.76
36 7.25 0.05 0.66 6.77 0.22 3.19
48 6.94 0.27 3.9 6.43 0.08 1.20
60 6.62 0.43 6.48 6.20 0.35 5.64
84 591 0.10 1.63 5.54 0.20 3.63
108 5.93 0.07 1.22 5.19 0.13 2.53
132 5.36 0.09 1.7 <2 - -
156 5.36 0.17 3.16 <2 - -
180 5.64 0.22 3.84 <2 - -
204 5.84 0.10 1.77 <2 - -

Todos los célculos fueron realizados con los logaritmos decimales de | os recuentos
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En e andlisis de varianza quitandole € efecto del tiempo (covariante) fue
significativa la diferencia entre el recuento a las diferentes temperaturas y entre
las ensaladas controles-inoculadas (Anexo |, Tabla 7).

La curva que representa la evolucion de las bacterias psicrotrofas en
ensaladas amacenadas a 4°C mostro un crecimiento suave y continuo durante
todo e periodo de observacion (204 horas) mientras que cuando la temperatura
de almacenamiento fue de 15°C se observo una curva de crecimiento sostenido
hasta las 84 horas en que los recuentos fueron disminuyendo hasta €l final del
periodo de observacion cuando los cultivos aln eran positivos pero apenas
sobrepasaban las mil células por gramo.

Los recuentos de bacterias psicrotrofas y Pseudomonas en las ensaladas
denotan diferencias significativas entre ellas (tipo) (Anexo I, Tabla 8).

3.2 Leuconostoc mesenteroides

Se estudio su evolucion a dos temperatura, 4°C y 15°C. En las ensaladas
inoculadas con Leuconostoc mesenteroides almacenadas a 4°C, su evolucion
partié del inéculo inicial de 10° ufc/g, aumentd su nimero hasta alcanzar 3.5*10°
ufc/g alas 36 horasy se mantuvo hasta el final del experimento.

En |las ensaladas almacenadas a 15°C |la evolucion fue ssimilar ala de 4°C
solo que se mantuvo alrededor de logaritmo decimal 7 (Tabla 7).

El andlisis de varianza demostro la diferencia altamente significativa entre
la evoluciéon a 4°C y a 15°C (Anexo I, Tabla 9), como asi también entre los
inoculados y los controles (Anexo |, Tabla 10).

A 4°C laevolucion del Leuconostoc mesenteroides describe una curva con
mayor aumento del nivel de células que las bacterias acidolécticas para luego
estabilizarse a las 36 horas arededor de 5.5*10° ufc/g, en cambio las bacterias
acidolacticas parecen describir una evolucion ascendente lineal, acanzando
ambos €l mismo nivel final alas 204 horas ligeramente por debajo del logaritmo
6. A 15 °C la evolucion de bacterias acidolécticas y Leuconostoc mesenter oides
essimilar.

El andisis de varianza comparando la evolucion conjunta de bacterias
acidolacticas y Leuconostoc mesenteroides dio una diferencia significativa
(Anexo |, Tabla1l)
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Tabla 7. Evolucién delos recuentos de Leuconostoc mesenteroides en
en ensaladas durante su almacenamiento a4°y 15°C

Tiempo 4°C 15°C
(horas) Medias D.T. CV. (%) Medias D.T. CV. (%)
0 3.27 0.10 3.05 3.27 0.10 3.05
12 4.48 0.36 7.96 5.21 0.11 211
24 5.00 0.15 3.00 5.82 0.17 2.87
36 5.37 0.28 5.13 7.20 0.33 4.56
48 5.54 0.05 0.89 7.05 0.20 2.78
60 5.45 0.10 1.90 6.52 0.72 11.03
84 5.50 0.30 5.49 7.06 0.07 1.07
108 541 0.10 1.85 7.18 0.09 1.22
132 5.83 0.04 0.65 7.05 041 5.76
156 5.45 0.24 4.46 7.21 0.29 4.00
180 5.48 0.15 2.77 7.17 0.34 4.75
204 5.84 0.07 1.19 6.90 0.36 5.20

Todos los célculos fueron realizados con los logaritmos decimales de | os recuentos
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3.3 Listeria monocytogenes

Las muestras fueron inoculadas como se describe en € capitulo de
Métodos y almacenadas a 4°C.

Laevolucion que se observo fue précticamente de mantenimiento del nivel
de inoculacion, 10° ufc/g, e que ascendié ligeramente hasta alcanzar 10* ufc/g a
las 300 horas, utilizando la técnica de recuento directo con medio Oxford (Figura
6y Tabla8).

Se utilizaron dos técnicas de recuento directo. Se observd que la técnica
del NMP con medio liquido Fraser detectd en todo momento por o menos un
logaritmo menos de Listeria monocytogenes que en el medio Oxford (Figura 6).
Se realizo un andlisis de varianza de dos factores, medio utilizado y tiempo, se
obtuvo diferencia altamente significativa en e medio (p < 0.0001) y significativa
en e tiempo (p < 0.05). (Anexo |, Tabla12).

Entre las muestras no inoculadas hubo 7 casos de aislamiento de Listeria
monocytogenes por e método de doble enriquecimiento. Estas cepas pertenecian
al serotipo 3ay 3hb.

3.4 Aeromonas hydrophila

Las muestras fueron almacenadas a dos temperaturas, 4° y 15°C. Los
recuentos realizados en ensaladas amacenadas a 4°C oscilaron durante todo el
tiempo de experimentacion entre e logaritmo 3 y 4, en cambio, en aquellas
amacenadas a 15°C los recuentos aumentaron desde €l nivel de inoculacion,
aproximadamente 10° ufc/g, hasta alcanzar a las 24 horas 7.7%10” ufc/g y en este
punto descendieron bruscamente hasta hacerse negativos a las 156 horas (Tabla
9). Se rediz0 un andlisis de varianza quitandole el efecto del tiempo y la
diferencia entre temperaturas fue altamente significativa. (Véase Anexo |, Tabla
13). No se detecté Aeromonas hydrophila en las ensaladas almacenadas como
controles, ni a4 ni a15°C.



Resultados 139

10

< Ciwford
A Fraser

log N (ufe/g)
Lt

-3

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
tiempo (h)

Figura 6. Compracion del recuento de Listeria monocytogenes
en los medios Oxford y Fraser durante el almacenamiento de
ensaladas



140

Resultados

Tabla 8. Evolucion de los recuentos de Listeria monocytogenes
en ensaladas almacenadas a 4 °C enumerado en medio Oxford

Tiempo Media D.T. C.V. (%)
(horas)
0 3.22 0.42 13.18
12 3.94 0.35 8.83
24 4.37 0.04 1.02
36 3.80 0.52 13.69
48 4.25 0.07 1.66
60 3.89 0.39 9.98
108 4.18 0.33 7.99
132 4.41 0.17 3.79
156 4.43 0.28 6.23
180 4.41 0.12 2.77
204 411 0.58 14.03
300 4.27 0.60 14.01

Todos los célculos fueron realizados con los logaritmos decimales de | os recuentos



Resultados

141

Tabla 9. Evolucion de los recuentos de Aeromonas hydrophila

en ensaladas durante su almacenamientoa4 °Cy 15 °C

Tiempo 4°C 15°C
(horas) Medias D.T. C.V. (%) Media D.T. C.V. (%)
S

0 2.85 0.48 16.73 2.99 0.48 16.73
12 2.62 1.74 66.46 6.64 0.08 1.16
24 2.50 1.60 64.14 7.89 0.55 7.18
36 2.23 1.36 60.98 7.39 0.10 1.38
48 254 1.65 64.89 7.00 0.15 214
60 245 1.56 63.4 5.97 0.30 5.03
84 243 1.54 63.28 5.07 0.78 16.66
108 2.95 1.12 37.81 4.54 0.45 10.29
132 3.52 0.50 14.2 3.88 1.74 93.05
156 3.12 0.55 17.52 <2 - -
180 331 0.74 2247 <2 - -
204 2.93 1.23 42.09 <2 - -

Todos los célculos fueron realizados con los logaritmos decimales de | os recuentos
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4. Determinacion de los parametros fisicoquimicos y organolépticos
durante e almacenamiento de ensaladas envasadas con atmosfera
modificada

4.1 Concentracion de gases en € interior del envase durante el
almacenamiento a diferentes temperaturas

Laevolucion de los gases fue muy diferente en las muestras almacenadas a
distintas temperaturas. La Figura 7 presenta la evolucion del diéxido de carbono
y el oxigeno a4°C, 10°Cy 15°C.

Las muestras amacenadas a 4°C son las que alcanzan menos
concentracion de CO, y su evolucion parece lineal. Partié de la concentracion
aimosférica al ser envasada, 0% de CO, y 20.9% de O, aproximadamente, y ya
en e primer punto de muestreo, €l tiempo O del experimento, la concentracion
gaseosa habia variado a 9% de CO,y 10% de O, y alcanzo a final del periodo de
experimentacion un 28 % de CO,. (Figura 7,y Anexo |, Tabla 14).

A 10°C, s bien la concentracion inicial erala misma, el CO, describio
una linea ligeramente curva ascendente hasta llegar a 43% (Figura 7, y Anexo |,
Tabla 15).

En las muestras almacenadas a 15°C es donde se acanzaron las mayores
concentraciones de CO,. La evolucion describio una curva polindmica que a las
204 horas de observacion alcanzo cercadel 61% (Figura7, y Anexo |, Tabla 16).

El oxigeno dgj6 de detectarse a las 60 horas, en las muestras almacenadas
a4°C, alas 48 horas en las de 10°C, y alas 36 horas en las almacenadas a 15°C
(Anexo |, Tablas 14 &l 16).

En las muestras almacenadas a 15°C se observa que los recuentos de
bacterias psicrotrofas comenzaron a disminuir cuando la concentracion de CO,
alcanzo e 52.67% (Tabla 3 y Anexo |, Tabla 16). En las primeras horas del
almacenamiento de estas muestras, y a llegar a las 72 horas se estabilizo €
numero de bacterias acidol &cticas, momento en que la concentracion de CO, era
aproximadamente de 52% (Tabla 1y Anexo |, Tabla 16).
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Se observd la estabilizacion de los recuentos de Leuconostoc mesenteroides
cuando €l CO, sobrepaso € 50% en las muestras amacenadas a 4°C y 15 °C
(Anexo |, Tabla17).

En las muestras amacenadas a4 °C y 15 °C se observo un descenso de los
recuentos de Pseudomonas fluorescens desde el comienzo del experimento, sin
embargo a 15°C sufrio un brusco descenso y dejo de detectarse alas 132 horas o
gue coincidio con un 56% de CO, (Anexo |, Tabla 18).

La evolucion de la concentracion de los gases no inhibio el desarrollo de
Listeria monocytogenes.

L os recuentos de Aeromonas hydrophila en muestras almacenadas a 4°C
se mantienen en la concentracion inicial y apenas crecen, alcanzando al final del
periodo de experimentacion 33 % de CO, y ausencia de oxigeno. Sin embargo,
en las muestras almacenadas a 15°C, se observa su inhibicion cuando e CO,
alcanza el 23.13 % (24 horas) y alas 12 horas ya no se detecta oxigeno (Anexo |,
Tabla 19).

Las diferencias halladas entre la evolucion gaseosa de las muestras
inoculadas y controles, y a diferentes temperaturas, y fueron altamente
significativas (p < 0.0001) (Anexo |, Tablas 20 y 21). Sin embargo no se
detectaron diferencias significativas entre las muestras inoculadas con diferentes
mi croorgani Smos .

4.2 Evolucion del pH en los envases durante e almacenamiento a
diferentes temperaturas

El pH se mantuvo constante en las muestras almacenadas a 4 y 10°C
alrededor de 6, en cambio se observo un descenso a 15°C ya a las 12 horas con
valores de pH de 4 (Anexo |, Tabla 22). Mediante andlisis de varianza se
comprobo la diferencia significativa entre las temperaturas (Anexo |. Tabla 23).

En la Figura 7 se puede observar la relacion entre CO,, O, y pH a
diferentes temperaturas.

4.3 Caracteristicas organolépticas

Durante e almacenamiento de las ensaladas a diferentes temperaturas se
observo las caracteristicas del aspecto en general, e color, s presentaban
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pardeamiento en la superficie de corte, textura e hinchazén de la bolsa como se
describe en Métodos.

En general, se aprecia gran diferencia de apariencia entre las ensaladas
amacenadas a 4°C y a 15°C (Anexo |, Tabla 24). El andisis de varianza no
paramétrico por e método de Kruskal-Wallis confirmé diferencias significativas.
A 4°C apenas disminuye un poco la apariencia de muy buena a buena a las 60
horas, en cambio en las amacenadas a 15°C en ese mismo tiempo ya pasa a un
aspecto general malo. En cuanto al verdor alas 108 horas empieza a ser pédlido a
4°C, y las 60 horas a 15°C. Se observa poco pardeamiento en los cortes en
general. En las de 15°C se observa ablandamiento de las hojas a las 84 horas pero
no aparece en las de 4°C. A las 84 horas a 15°C la hinchazédn de la bolsa es muy
manifiesta, en cambio a 4°C se observa hinchada a las 180 horas.

S comparamos, mediante andlisis de varianza por Kruska-Wallis,
aquellas que estaban inoculadas y las no inoculadas no se detectaron diferencias
significativas.

En las Figuras 8 y 9 se puede observar la evolucion de las caracteristicas a
las dos temperaturas. Se observa que los atributos evolucionan paralelamente, o
gue se comprueba al realizar un test de coeficientes por rangos (p < 0.0001)
(Anexo |, Tabla 25). Se calcularon las medias de los valores de |os atributos para
el estudio de su evolucion en € tiempo.

5. Aplicacion de modelos predictivos

5.1 Modelos de crecimiento bacteriano

5.1.1 Programa Dmodel (Baranyi y Roberts, 1994, Baranyi et al., 1993) :

Se aplico el programa DModel a todas las curvas de crecimiento y muerte
gue fueron denominadas de la siguiente forma:  para bacterias psicrotrofas a
4°C, “PSI04”, a 10°C “PSI107, y a 15°C “PSI15”, para bacterias acidolacticas a
4°C “LAB04”, a 10°C “LAB10", y “LAB15" a 15°C, para Aeromonas
hydrophila a 4°C “AER04”, y a 15°C, “AER15", para Leuconostoc
mesenteroides inoculado a 4°C, “LEU04”, y a 15°C, *“LEU15", para
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Medias de los atributos organolépticos
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Leuconostoc mesenteroides no inoculado a 4°C, “LEU4CON”, y a 15°C,
“LEU15CON", para Pseudomonas fluorescens inoculadas a 4°C “PSE04”, y a
15°C, “PSE 15", para Pseudomonas fluorescens no inoculado a 4°C,
“PSE4ACON”, y a 15°C, “PSE15CON”, y finamente para Listeria
monocytogenes “L1S04” (Tabla 10).

L os parametros de curvatura“n” y “m” se fijaron en la forma expresada en
el Tabla11:

Tabla 11. Valores del los parametros de curvatura “n” y “m’
fijados para el Programa DModel

Microorganismos T°C n m
Bacterias psicrotrofas 4 0 1
10 0 1
15 0 1
Bacterias acidol &cticas 4 0 0
10 1 1
15 0 1
Leuconostoc (no inoculado) 4 0 0
15 0 0
Leuconostoc (inoculado) 4 0 1
15 0 1
Pseudomonas (ho inoculado) 4 1 1
15 1 1
Pseudomonas (inoculado) 4 1 1
15 1 1
Aeromonas (inoculado) 4 0 0
15 1 1
Listeria (inoculado) 4 0 0

Los pardmetros calculados de las curvas de crecimiento se resumen en la
Tabla 3. Las Tablas 26 a 54 del Anexo | y las Figuras 1 a 8 del Anexo Il
describen los valores predictivos y e guste de las curvas de crecimiento
predictivo para |os microorganismos estudiados.

5.1.2 Programa“Gomplamu” de Cupper (1993)

Este programa informético permite el gjuste de los datos a la funcion de
Gompertz. Los resultados obtenidos son iguales entre este y e programa DM odel



Tabla 10 . Parametros de crecimiento obtenidos por € programa DM odel

curve nv ydatmin tlast ydatmax se(LN) er modelcode mumax se(mumax) p2 se(p2) y0 se(y0) ymax se(ymax)
PSI04 12 11,58 204 16,50 0,64 0 31000 0,061 0,02 0 0 1213 050 1547 0,28
PSI10 13 11,10 204 18,68 0,68 0 31000 0,090 0,02 0 0 1207 051 17,74 0,29
PSI15 8 12,92 84 17,45 0,30 0 31000 0,124 0,02 0 0 1310 027 17,39 0,17
LABO4 12 6,56 204 13,76 0,23 0 30000 0,035 0,00 0 0 669 011 999 0,00
LAB10 10 6,03 132 15,53 0,57 0 31010 0,176 0,03 1,25 121 602 05 14,75 0,29
LAB15 13 7,03 204 18,09 0,33 0 31000 0,167 0,01 0 0 731 025 1784 0,13
AER04 12 513 204 8,10 0,71 0 30000 0,009 0,00 0 0 565 034 999 0,00
LEUO4 12 754 204 13,45 0,40 0 31000 0,183 0,03 0 0 7,76 037 12,78 0,14
LEU15 12 754 204 16,60 0,65 0 31000 0,266 0,04 0 0 791 059 1621 0,22
LEU4CON 1 8,76 192 11,68 0,28 0 31000 0,207 0,05 0 0 875 028 11,35 0,10
LEU15CON 11 6,86 192 16,28 0,68 0 31000 0,281 0,04 0 0 749 063 1558 0,25
LIS04 12 742 300 9,56 0,54 0 30000 0,003 0,00 0 0 840 024 999 0,00

“curve’= nombre del fichero donde se encuentran los datos;

"“nv"= ndmeros de datos experimental es considerados;

*“ydatmin” = vaor minimo de la curva expresados en logaritmos naturales
“tlas’= dltimo tiempo de lacurva

“se(LN)"= RMSE= error estandar de regresion expresado en logaritmos natural
“err”= codigo de error estandar de regresion

“model code” = codigos segiin e modelo elegido

“mumax” = latasa de crecimiento especifica méxima
“p2" = estimacién del tiempo de adaptacion

“Vo' €"Yma = asintotainferior y superior estimada, respectivamente, expresada en logaritmo natural
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en la opcion 1, pero este tiene e inconveniente de tener que darle los valores
iniciales de partida de |os parametros.

5.1.3 Programa MFSmodel (Whiting y Buchanan, 1994)

El Programa solo permite optar por una serie de parametros fijados por €.
Los datos obtenidos para Listeria monocytogenes se obtuvieron fijando los
parametros de temperatura a 4°C, medio anaerobio, sin sal y sin nitritos, con un
nivel de inoculacion de 1.66 10° ufc/ml. Para Aeromonas hydrophila se
obtuvieron fijando los parametros de temperatura a 4°C y luego a 15°C, medio
anaerobio, sin sal y sin nitritos, con un nivel de inoculacion de 676 ufc/ml.

Se obtuvieron los valores de los parametros de la funcién de Gompertz en
laTabla12 y que se representan en las Figuras 10y 11.

Aplicando el modelo de inhibicion que contiene el programa para Listeria
monocytogenes con las condiciones de crecimiento anaerobio, 0.5% cloruro
sodico (no admite menos), 0% de nitrito sodico, pH de 6, se obtuvo que tardaria
mas de 92 dias en disminuir 4 logaritmos.

5.2 Curvasdeinhibicion y muerte celular

La evolucion de Aeromonas hydrophila a 15°C y la Pseudomonas
fluorescens describen curvas de muerte en vez de crecimiento. Esto hace que no
puedan ser modeladas de igual forma gque |os restantes microorganismos.

La funcion empleada por DModel da un buen gjuste a los puntos, sin
embargo |los parametros cal culados no todos tienen sentido. Solo escogeremos €
valor de la tasa especifica de crecimiento méxima para calcular los valores de T,
(tiempo de adaptacion) y D, tiempo en disminuir un logaritmo decimal (Tabla
13).

Se realiz0 otro gjuste aproximado utilizando rectas de regresion, a partir de
los cuales se calcularon los parametros de tiempo de adaptacion o resistencia

previaalainhibicion (T)), € valor D (Tabla 13) y se corroboro la ecuacion de la
curva de inhibicion descrita en M étodos obteniendo |os siguientes resultados:

Aeromonas hydrophila inoculadas almacenadas a 15°C, para los tiempos
comprendidos entre 12 y 120 horas:

log N=t*-0.038+8.1831 r’=0.97



Tabla 12. Valores de los parametros de la funcion de Gompertz obtenidos por

el Programa M FSmodel en condiciones anaer obias para micr oor ganismos patogenos

Microor ganismos A C B M EGR GT LPD MPD
Listeria monocytogenes 3,22 6,12 0,0157 119,79 0,033 9,2 56,3 9,3
Aeromonas hydrophila a4°C 2,85 7,34 0,0153 124,38 0,037 8,1 59 10,2
Aeromonas hydrophila a 15°C 2,85 7,34 0,0732 27,72 0,177 1,7 14,1 10,2

A, C, M,y B son coeficientes de lafuncion
EGR = tasa de crecimiento exponencial
(no inoculado) a4°C

LPD = densidad minima de la poblacién

MPD = densidad méximade la poblacion

(no inoculado) a15°C
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Tabla 13. Ajustes de las curvas de inhibicion y los valor es de tasa especifica de crecimiento (mmax),

tiempo de daptacion (T)), recuento inicial (No) y € valor D

Curvasdeinhibicion Intervalos Modelo mmax (h™) T,(h) D(h) No
de prediccion
Aeromonas hydrophila 0-120 h Dmodel -0,136 31,86 7,35 16,79
als5°C 12-120 h  Inactivacion lineal -0,088 23,44 11,36 7,29
Pseudomonas fluorescens 0-204 h Dmode -0,144 45,09 6,94 14,37
(noinoculado) a4°C 0-204 h Inactivacion lined -0,007 0,00 142,86 6,20
Pseudomonas fluorescens 0-144 h Dmode -0,120 36,17 8,33 14,60
(noinoculado) a 15°C 30.96-156 h Inactivecion lined  -0,094 26,04 10,64 6,53
Pseudomonas fluorescens 0-192 h Dmode -0,070 33,29 14,29 20,31
(inoculado) a4°C 0-72h Inactivacion lineal -0,085 0,00 27,09 8,41
Pseudomonas fluorescens 0-96 h Dmode -0,080 55,45 12,50 21,99
(inoculado) a15°C 12-96h Inactivacion lined -0,062 12,00 16,13 7,28
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Pseudomonas fluorescens inoculadas almacenadas a 4°C, para los tiempos
comprendidos entre 0 y 72 horas:

log N=t*-0.0374+8.4129 r’=0.93

Pseudomonas fluorescens inoculadas amacenadas a 15°C, para los
tiempos comprendidos entre 12 y 96 horas:

log N=t*-0.0272+7.6022 r’=0.935

Pseudomonas fluorescens no inoculado amacenadas a 4°C, para los
tiempos comprendidos entre 0 y 204 horas:

log N=t*-0.0027+6.2013 r*=0.30

Pseudomonas fluorescens no inoculado almacenadas a 15°C,, para los
tiempos comprendidos entre 31 y 156 horas:

log N=t*-0.0409+7.3051 r’=0.97
(Ver Figuras1a 8 ene Anexoll)

5.3 Ajuste delaevolucion del CO;

Los datos de la evolucion gaseosa fueron gjustados a rectas de regresion.
Partiendo de la base de que no hay diferencias significativas del contenido
gaseoso entre las muestras inoculadas, se buscO una ecuacion para cada
temperatura para toda ellas. En la Figura 12 se describen las ecuaciones de
regresion obtenidas y el gjuste realizado.

Las ecuaciones halladas para las muestras no inoculadas fueron las
siguientes:

Para CO, a4°C:

CO, (t)=0.0847*t+11.65 r’=0.98
Para CO, a 10°C:

CO, (1)=0.1583*t+13.51 r’=0.92

Para CO, a 15°C, hastalas 132 horas:
CO, (t)=0.3389*t+18.94 r’=0.86



Resultados 156

e gases

70

G0 |

30

v = 058N + 12 804G
RE= 08471

2002 a 4°C
OCO2a 0°C
A CO3a [5°C

y = 0847 + 1185
R = 0.5748

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216

tiempo (h)

Figura 12. Rectasderegresion delaevolucion dela
concentracion delosgasesen € interior del envase de
ensalada durante & almacenamiento a diferentes
temperaturas



Resultados 157

Ajuste de la evolucion del pH

El guste de las rectas de regresion di6 los resultados siguientes (Anexo I,
Figura 9):

pH a4°C:
pH=0.0023*t+5.8773 r2=0.61
pH al10°C
pH=0.0004*t+6.036 r2=0.04
pH al15°C
pH=-0.0171*t+6.2791 r2=0.92

5.5 Relacion lineal con la temperatura

Se representd graficamente diferentes transformaciones de la tasa
especifica de crecimiento (tasa, Qasa, In (tasd)) frente a la temperatura o su
inversa a partir de las rectas de regresion halladas se obtuvieron las siguientes
formulas:

L as ecuaciones, aplicando la ecuacion de Arrhenius serian:

Para bacterias acidolacticas :

In m=39.522-11818* /T r»=0.78
Para bacterias psicrotrofas:

In m15.501-5067* 1/T r*=0.99
Para Leuconostoc mesenteroides no inocul ado:

In m=6.3797-2203* 1/T

Para Leuconostoc mesenter oides inocul ado:

In m=8.1306-2723* 1/T

Aplicando la ecuacion de Ratkowsky serian:

Qreb* (T-Thmin)



158 Resultados

Para bacterias acidol &cticas con una Ty, de 266.11°K
Oe0.0209* (T-266.11) ’=0.76
Para bacterias psicrotrofas con una T, de 250.85°K

(=0.0094* (T-250.85) r> = 0.998

Para Leuconostoc mesenteroides no inoculado, con una T, de 209.53°K
Qm=0.0068* (T- 209.53)
Para Leuconostoc mesenteroides inoculado, con una Ty, de 224.36°K .

Am=0.008* (T- 224.36)

Para Pseudomonas fluorescens y Aeromonas hydrophila no pudo
calcularse pues son curvas de inhibicion y sus tasa especifica de crecimiento son
negativas. Las relaciones lineales obtenidas en funcion de la temperatura fueron
las siguientes:

Para Pseudomonas fluorescens no inoculado:
n=0.0022* T°K-0.751
Para Pseudomonas fluorescens inocul ado:
m=- 0.0009* T°K+0.1818
Para Aeromonas hydrophila :
n+-0.0132* T°K+3.6562

Una vez obtenida la ecuacion que nos relaciona la tasa especifica de
crecimiento con la temperatura, se calcularon las tasas especificas de crecimiento
predictivas a diferentes temperaturas. Para esto se escogio la ecuacion de
Ratkowsky, la mas utilizada en temperatura de refrigeracion. Para € caculo del
valor de la asintota superior o valor maximo alcanzado se aplico laférmula

A=p- exp[c* d‘z T . B
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donde

b es el nivel fina alcanzado a bajas temperaturas, en e presente trabajo se
tomo € valor tal que b= 21.58-In(Ng), 0 sea, 14.67 en & caso de bacterias
acidol &cticas donde N, fue igual a 10° ufc/g.

C es un parametro para gjustar la ecuacion, y vale 1.25
T eslatemperatura considerada
Tmax €S latemperatura de crecimiento del microorganismo

Para bacterias acidolacticas, € valor de T, 316°K. Este ultimo valor
junto a valor de c, fueron tomados de los hallados por Ratkowsky para
Lactobacillus plantarum, debido a que en este estudio no se sometieron las
muestras a altas temperatura para conocer estos valores.

Se comprobd que e valor de A no varia de forma considerable con la
temperatura segun lo expresado por Zwietering et al. (1991) para Lactobacillus
plantarumy se mantuvo a 14.57 (In).

Sustituyendo los valores de tasa especifica de crecimiento y valor maximo
alcanzado (A o ymax) predictivos obtenidos en las respectivas formulas de guste
(DModdl), se obtuvieron curvas de evolucion predictivas para diferentes
temperatura que se describen en la Figura 13.

S se representan los valores de las pendientes de la evolucion del CO,
(rc), y de pH (rpH) frente a la temperatura, se obtienen las siguiente ecuaciones
de regresion:
rc =0.0228*T (°K)-6.2372 r’=0.92
rpH = -0.0017*T (°K)+0.4802 r*=0.78
Una vez obtenida la ecuacion que nos relaciona las pendientes de la
evolucion del CO, (rc) y de las pendientes de la evolucion del pH (rpH) con la

temperatura, se calcularon las pendientes predictivas a diferentes temperaturas.
L as rectas resultantes se pueden observar en las Figuras 14 y 15.

5.6 Efectoinhibitorio del CO,y del pH

Se representaron |os datos de recuentos de todos los microorganismos en
funcion del % de CO,, observandose que con excepcion de las pseudomonas
todos
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los microorganismos presentan una relacion de crecimiento ascendente a 4°C
(Figura 16).

En la Figura 17 las bacterias acidoléacticas y psicrotrofas ascienden de
forma curvilineay en la Figura 18 se observa que a 15°C asciende la curva de las
bacterias acidolacticas y Leuconostoc, y tienden a estabilizarse al final mientras
gue la bacterias psicrotrofas y Pseudomonas fluorescens descienden hasta no
detectarse

Se representaron |os datos de recuentos de todos los microorganismos en
funcion pH, observandose que con excepcion de las pseudomonas todos los
mi croorgani Smos presentan una relacion de crecimiento ascendente a4°C (Figura
19). En la Figura 20, en las muestras ailmacenadas a 10°C, se observa una
relacion lineal entre ambos parametros. En las muestras mantenidas a 15°C se ve
claramente como al ir disminuyendo el pH en la ensalada aumentan |os recuentos
de bacterias acidolacticas y Leuconostoc mesenteroides pero las bacterias
psicrotrofas y Pseudomonas fluorescens disminuyen (Figura 21). Los recuentos
de Aeromonas hydrophila en ensaladas amacenadas a 4°C simplemente se
mantienen. A 15°C este microorganismo se inhibe hasta dejar de detectarse a los
pH mas bgjos (Figura 22).

En la Figura 23 se puede observar la relacion entre las pendientes a
diferentes temperaturas del CO, (rc) con las tasa especifica de crecimiento (M)
y laecuaciones de regresion lineal.

En la Figura 24 se pude observar la relacion entre las pendientes de la
evolucion del pH (rpH) vy las tasa especifica de crecimiento (Mya)-

5.7 Determinacion del periodo de vida comercial. Relacion existente
entre las alteraciones organolépticas y fisicoquimicas con la presencia de
bacterias alterantes y patégenas

Se calcularon los tiempos en que la media de los atributos sensoriales
analizados en las ensaladas alcanzarian el valor 2 de la escala hedonica. Las
diferencias estadisticas entre las ensaladas inoculadas y controles no fueron
significativas por lo que se calcularon a partir de las muestras no inoculadas
(Anexo |, Tabla 24).

En las ensaladas almacenadas a 4°C no se hall6 deterioro a las 204 horas,
fin del periodo experimental, por 1o que se tomo este valor como el tiempo de fin
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de vida util a 4°C. En las ensaladas almacenadas a 15°C acanzé € valor 2 alas
84 horas.

Posteriormente se cacularon los niveles de recuentos de los
microorganismos en las ensaladas a 4°C y 15°C en los tiempos de fin de vida
media hallados (204 horas a 4°C y 84 horas a 15°C) a partir de las ecuaciones
predictivas del crecimiento microbiano ya descritas. Los resultados, expresados
en logaritmos decimales, fueron los siguientes:

4°C 15°C
Psicrotrofos 6.72 7.55
Bacterias acidolacticas 5.97 7.74
Leuconostoc mesenteroides no inoculado 4.93 6.77
Pseudomonas fluorescens no inoculado 6.04 3.87

Se represento gréficamente la evolucion durante el amacenamiento de los
microorganismos, € CO, y las medias de los atributos sensoriales a 4 y 15°C
(Figuras 25y 26). Se puede observar en las Figuras 8 y 9, una linea transversal a
la atura del nUmero 2 que indicaria el fin de la vida util del producto y la
ecuacion de gjuste de los atributos en |as ensaladas controles.

A partir de estos gustes de curva se calcularon los tiempos de vida media
para alcanzar el valor 2 y se obtuvo a 4°C un tiempo de 304 horasy a 15°C de
101 horas. Si se recalculan los niveles de recuentos previstos en estos nuevos
tiempos se obtienen |os siguientes val ores expresado en logaritmos decimales:

4°C 15°C
Psicrotrofos 6.72 7.55
Bacterias acidolacticas 7.48 7.75
Leuconostoc mesenter oides no inoculado 4.93 6.77

Pseudomonas fluorescens no inoculado 5.38 3.18
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En e momento en gque la ensalada almacenada a 15°C se considera inaceptable
(84 horas) € recuento de bacterias psicrotrofas y bacterias acidolacticas se
encuentran entre 3.55* 10" y 5.50* 10" ufc/g respectivamente, por |o tanto el nivel
de microorganismos limite a detectar como indicador de proxima alteracion del
alimento debe ser menor a este valor. Los recuentos de bacterias psicrotrofas y
bacterias acidoléacticas en las ensaladas almacenadas a 4°C que a las 204 horas
todavia se encontraban en condiciones aceptables, oscilaban entre 9.33*10°-
5.25*10° ufc/g. Por lo tanto el valor de 10° ufc/g sugerido por diversos autores
parece ser un valor de acuerdo con estos datos.

Se caculd e tiempo que tardaria en acanzar 10° ufclg cada
microorganismo, a partir de la ecuacion de guste de las curvas, considerando este
punto como €l fin de lavidamedia. En el caso de los microorganismos patogenos
se determind e tiempo en alcanzar 10° ufc/g. Los datos se pueden observar en la
Tabla 14. En el caso de Leuconostoc mesenteroides a 4°C no alcanzo dicho nivel
por |0 que se expresa el tiempo en acanzar su valor maximo que se corresponde
con 3.56*10° ufc/g en las inoculadas y 8.5* 10" ufc/g en las no inoculadas. Estos
tres datos no fueron incluidos en el grafico de vida media (Figura 27).

Tabla 14. Tiempo (horas) (ts) necesario para alcanzar € nivel de 10°
ufc/g por los microorganismos analizados en funcion de la temperatura

Microorganismo Temperatura Nivel aalcanzar  Tiempo
((®)) (ufc/g) (ts)(horas)
Bacterias psicrotrofas 4 10° 30.26
10 10° 19.62
15 10° 5.91
Bacterias acidol&cticas 4 10° 205.69
10 10° 87.69
15 10° 39.03
Leuconostoc mesenter oides 4 <10° 48.85
15 10° 23.21
Aeromonas hydrophila 4 increm. 10° 781.85

Listeria monocytogenes 4 increm. 10° 2157.00
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En laFigura 27 se pretende relacionar el tiempo de vida media con la temperatura
para poder predecir este parametro a temperatura diferentes a las analizadas.
Como ya se ha descrito en Métodos se partié de la base de que la representacion
del logaritmo neperiano del tiempo de vida media (ts) frente a la temperatura
describe en unarecta, tal que :

ts=to*x €% (10

donde t, es & tiempo de vida media de la temperatura de referencia, que se fijé a
4°C, T es la temperatura considerada en grados Kelvin y To la temperatura de
referenciay aesla pendiente

Adaptando los datos de las ecuaciones de regresion (Figura 27) se
obtienen las siguiente formulas :

Segun las caracteristica organol épticas (para 204 horas a4°C 'y 84 horas a 15°C):
ts=201.97* e—0.0807* (T-277)
Segun las bacterias psicrotrofas (ver Tabla 14):
ts=34.50* e—0.146* (T-277)
Segun bacterias acidolécticas (ver Tabla 14):

ts=208.60* e—0.1508* (T-277)

Los valores predictivos obtenidos se pueden ver en el Anexo | Tabla55y
56.
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Tabla 14. Tiempo (horas) (ts) necesario para alcanzar el nivel de 10° ufc/g por
|os microorganismos analizados en funcién de la temperatura

Microorganismo Temperatura Nivel aalcanzar  Tiempo
((®)) (ufc/g) (ts)(horas)
Bacterias psicrotrofas 4 10° 30.26
10 10° 19.62
15 10° 5.91
Bacterias acidol&cticas 4 10° 205.69
10 10° 87.69
15 10° 39.03
Leuconostoc mesenter oides 4 <10° 48.85
15 10° 23.21
Aeromonas hydrophila 4 incr.,10° 781.85

Listeria monocytogenes 4 incr. 10° 2157.00
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VI. DISCUSION

1. Evolucion de los microorganismos en las ensaladas durante su
almacenamiento en refrigeracion a4 °C

El contenido inicial de microorganismos en e aimento es un factor
importante a controlar, pues a mayor numero de microorganismos mas
rapidamente se degradara la ensalada y acortara su vida util. En las ensaladas
amacenadas a 4 °C € recuento inicial de bacterias psicrotrofas fue de 3.15*10°
ufc/g y 8*10% ufc/g de bacterias acidolécticas (Tablas 1y 3). No se detectaron
levaduras en los cultivos iniciales y solo a partir de las 156 horas se logro
detectar 10° ufc/g.

Es dificil la comparacion de los resultados obtenidos con |os descritos por
otros autores debido a la diversidad de ensaadas, utilizacion de atmosfera
modificada o controlada, diferentes concentraciones iniciales de gases, diferentes
peliculas plasticas con distintas permeabilidades ademés de otros factores.

Los recuentos de microorganismos obtenidos en este estudio son
relativamente bajos comparados con los niveles hallados por Marchetti et al.
(1992) quienes en ensalada mixta, encontraron 10° ufc/g de bacterias
psicrotrofas, 10%a 10° ufc/g de levaduras, 10° a 10’ ufc/lg de bacterias
acidolécticas, y 10™* a 10%*! ufc/g de coliformes totales.

En genera los niveles de bacterias psicrotrofas y bacterias acidolacticas
hallados fueron inferiores a los descritos por otros autores. Carlin et al. (1989)
encontraron en ensaladas de zanahoria niveles iniciales de 10* ufc/g de bacterias
acidolé&cticas, algo superiores a los hallados en este trabajo y en e caso de
levaduras muy superiores, pues apenas se pudo detectar su presencia en este
estudio. Garg et al. (1990) encontraron niveles iniciales de bacterias psicrotrofas
de 1.8*10° ufc/g en ensalada de col, 2.7* 10° ufc/g en lechugay 9.5¢10° ufc/g en
zanahoria. Estos mismos autores hallaron 1.4* 10° ufc/g de bacterias acidol 4cticas
en ensalada de zanahoria lo que si coincide con este estudio.

Las diferencias en e contenido inicial de recuentos de los diferentes
grupos microbianos pueden ser debidas fundamentalmente a que se trabg 0o con
ensaladas de diferente composicion, con diferentes cargas iniciales de materia
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prima, y con envases de diferentes peliculas plasticas, utilizacion de atmésfera
modificada o controlada y diferentes concentraciones iniciales de gases. Las
técnicas del procesado también tienen gran influencia ya que, entre otros
factores, el lavado contribuye a la eliminacion de una cantidad considerable de
microorganismos (Hobbs y Gilbert, 1978, Adams et al., 1989, Garg et al., 1990).

1.1 Bacterias acidolacticasy psicrotrofas

Las bacterias acidol&cticas que partieron de aproximadamente 7*10° ufc/g
ascendieron linealmente hasta el final del periodo de andisis donde alcanzaron
9.6*10° ufc/g en muestras mantenidas a 4 °C (Tabla 1). Estos microorganismos
parecen encontrar un medio muy propicio para su desarrollo, e incluso crecieron
en mayor medida que las bacterias psicrotrofas, pues se incrementaron en tres
logaritmos en lugar de dos que alcanzaron los psicrotrofos. Probablemente las
bacterias acidolacticas se vieron favorecidas por e aumento del contenido de
CO, dentro del envase. Marchetti et al. (1992) describieron la evolucion de
bacterias acidolacticas a 5 °C en ensaladas de zanahoria que partieron de 5.5
logaritmos decimales hasta alcanzar casi 8 alos 7 dias (168 horas). Estos mismos
autores hallaron menor desarrollo de dichos microorganismos en ensalada mixta
(zanahoria, achicoria rojay blanca, y oruga) que partieron de aproximadamente
7%10° ufc/g hasta alcanzar 5*10° ufc/g. Manvell y Ackland (1986) observaron
gue en ensaladas mixtas (lechuga, zanahoria, col, cebolla y pimientos)
almacenadas a 7 °C las bacterias acidolécticas ascendieron desde 3 logaritmos
decimal es hasta aproximadamente 8 logaritmos a los 8 dias (192 horas).

Entre la bacterias acidolacticas se aislo en mayor proporcion Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus brevis (Tabla 2). Esto coincidiria con lo hallado
por Carlin et a. (1989) quienes ademés observaron que Leuconostoc
mesenter oides alteraba en mayor medida las ensaladas de zanahorias debido a las
fermentaciones | acticas.

El recuento de bacterias psicrotrofas observado parti6 de 1.07*10° ufc/g y
ascendio lentamente hasta alcanzar 1.48*10" ufc/g a fina del periodo de
observacion en las muestras mantenidas a4 °C (Tabla 3). En €l estudio realizado
por Abdul-Raouf et a. (1993) los niveles alcanzados por las bacterias
psicrotrofas en ensaladas en atmosfera modificada oscilaron arededor de 10°
ufc/g a los 14 dias partiendo de 10*%* ufc/lg. Manvell y Ackland (1986)
observaron que en ensaladas almacenadas a 7 °C las bacterias psicrotrofas
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ascendian desde 5 logaritmos decimales hasta aproximadamente 9 logaritmos a
los 8 dias (192 horas).

Los microorganismos aislados inicialmente en las ensaladas, descritos en
Resultados (Tabla 2), sefialan |a predominancia del género Pseudomonas entre
las bacterias psicrotrofas, lo que coincide con lo descrito por varios autores
(Marchetti et al., 1992, Willcox et al., 1993).

En € estudio de la evolucion de los microorganismos se hallaron
diferencias significativas en e recuento de bacterias acidolécticas y bacterias
psicrotrofas entre octubre y noviembre con las muestras elaboradas en abril-
mayo, encontrando en estas Ultimas de 0.5 a 2 logaritmos mas elevados. Estas
diferencias pueden deberse a la diferente carga microbiana inicial que contienen
los vegetadles en cada estacion del afio y a incremento de la temperatura
ambiente, esto coincidiria con los resultados hallados en verdura fresca por
Garcia-VillanovaRuiz et a. (1987) en el mercado granadino.

1.2 Levadurasy mohos

No se detecto la presencia de mohos en | as ensaladas, debido posiblemente
a la aimésfera modificada donde el CO, ascendio répidamente y & O, se
consumio a arededor de las 48 horas 0 antes, inhibiendo su desarrollo esta
ausencia de oxigeno. Otros autores como Manvell y Ackland (1986) si los
aislaron.

La presencia de las levaduras fue escasa comparado con otros estudios.
Marchetti, et al. (1992) hallaron nivelesiniciales de alrededor 10° y 7%10° ufc/g y
ascendieron hasta alrededor 5¥10° y 7*10° ufc/g segin el tipo de ensaada
Manvell y Ackland (1986) hallaron que &l 17 % de los aislamientos de ensaladas
fueron levaduras frente a 78 % de bacterias y € 5 % de mohos. Sin embargo
Garg et al. (1990) hallaron pocas levaduras y mohos, alrededor de 107 ufc/g.

Las levaduras, presentes en la microflora vegetal de la materia prima, son
eliminadas con mayor facilidad durante e lavado debido probablemente a la
accion del hipoclorito.

1.3 Escherichia coli y coliformes totales

Se encontraron oscilaciones muy grandes en los recuentos, desde apenas
detectar 10 céulas hasta alcanzar 5 logaritmos en algunos puntos de andlisis
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(Tabla 4). Probablemente se pueda deber a la técnica utilizada pues los
coeficientes de variacion hallados son amplios (5.42 % - 91 %). Manvell y
Ackland (1989) describieron recuentos de coliformes totales que partiendo de 4
logaritmos decimales alcanzaron 8 alos 8 dias.

En contra de los descrito por Brocklehurst et al. (1987) que aislaron
Escherichia coli de ensaladas, en € presente estudio todas las muestras fueron
negativas a E. coli. Abdul-Raouf et al. (1993) demostraron la posibilidad de que
este microorganismo se desarrolle en ensaladas envasadas en atmosfera
modificada. El no haberlo detectado aqui, podria interpretarse que fue debido a
un buen procesado del aimento. El lavado de los vegetales con hipoclorito
reduce las poblaciones bacterianas (Adams et al., 1989, Garg et a., 1990).
Hobbs y Gilbert (1978) recomendaron lavar los vegetales con 60-80 mg de
hipoclorito por litro pararetirar |os posibles patégenos entéricos.

1.4 Listeriamonocytogenes

Listeria monocytogenes fue aislado del 26 % de las muestras almacenadas
(Tabla 5). Este es un porcentaje elevado teniendo en cuenta que se trata de un
microorganismo patdgeno que deberia ser eliminado durante &l lavado e inhibido
por e hipoclorito. También es elevado en comparacion con los hallazgos de
Sizmur y Walker (1988), en e 7 % de las muestras vegetales contaminadas y
Steinbruegge et al. (1988) en & 9 % en cabezas de lechuga. Heisick et al. (1989)
encontraron e 1 % de coles crudas contaminadas con Listeria monocytogenes.
Otros autores no hallaron Listeria monocytogenes en vegetales crudos (Petran et
al., 1988, Farber et a., 1989)

Se debe resaltar que el método utilizado, por € que selogro aidar Listeria
monocytogenes incluyo preenriquecimiento y doble enriquecimiento selectivo,
pues por siembra directa no se logré aislar (<10? ufc/g). Ello indica que el nivel
de recuento es muy bajo, por lo que en este nivel no se puede asegurar que
constituyera un riesgo inminente para la salud, aunque no ha sido determinado
cua es la cantidad de células capaces de desarrollar la enfermedad en la
poblacion. Si bien e agua con que fueron lavados los vegetales contenia
hipoclorito sodico (100 ppm) no fue suficiente para eliminar este
mi croorganismo.

Podria pensarse que la fuente de contaminacion pudo proceder de los
vegetales que habrian sido obtenidos en tierras fertilizadas con abono animal o
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bien regadas con aguas contaminadas con residuos fecales. Sin embargo, Van
Renterghem et al. (1991) no aislaron Listeria monocytogenes de muestras de
abono animal y tierray sugirieron gque este microorganismo podria permanecer en
larizosfera de la planta. Ralovich (1984) sugirio que seria importante considerar
la transmision por manipuladores. Mller (1990) detectd 0.8 % de heces humanas
de individuos sanos contaminadas con Listeria monocytogenes.

Es de considerable importancia controlar la ausencia de este
microorganismo en productos que se van a consumir crudos y seran destinados en
gran parte a restauracion colectiva. Son varios los casos de brotes asociados a la
ingestion de vegetales, entre |os que cabe destacar 10s siguientes: el ocurrido en
1979 en Massachusetts, asociado a la ingestion de lechuga, tomate y apio, donde
la cepa aislada fue 4b (Ho et a. , 1986), en Canada en 1981, asociado al
“coleslaw” (ensalada vegetal con mayonesa) (Schlech et al., 1983), en Australia
(Souéf y Walters, 1981) y en Austria en 1986 (Allerberger, 1988), por consumo
de vegetales crudos.

La cepa aislada en nuestro estudio fue la 3a'y 3b. Sizmur y Walker (1988)
aislaron entre otras la cepa 4b de ensaladas listas para su consumo y Ho et al.
(1986) de “coleslaw” causante del brote registrado en Boston (Massachusetts).
Steinbruegge et al. (1988) aidaron el serotipo 1 de las ensaladas de lechuga y
Heisick et al. (1989) aislaron € serotipo 1a de coles.

1.5 Salmonella, Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila, Yersinia
enterocolitica, clostridios sulfitoreductores y enterococos

De las muestras admacenadas no se detectd ninguno de estos
microorganismos a excepcion de Aeromonas hydrophila en una muestra. La falta
de aislamiento de este microorganismo es un indicio de que e control de
produccion y la calidad higiénica de la materia prima eran adecuados.

Marchetti et al. (1992) describieron niveles de 10>™ ufc/g de Aeromonas
hydrophila en ensalada mixtay 10° ufc/g en ensalada de zanahoria. Berrang et al.
(1989c) han descrito e crecimiento de Aeromonas hydrophila en vegetales
crudos almacenados a4 °C.

Yersinia enterocolitica fue aislada de ensaladas por Brocklehurst et al.
(1987) aungue en baja proporcion, pero estos investigadores no aislaron ni
enterococos ni Staphylococcus aureus.
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2. Comportamiento y monitorizacion de bacterias acidolacticas y
psicrotrofas en ensaladas durante su almacenamientoa 10y 15 °C

Las muestras fueron almacenadas a 4 °C (descrito en & punto anterior),
10°Cy 15 °C donde se vio claramente el efecto que tiene la temperatura sobre €l
crecimiento de los microorganismos (Tablas 1y 3).

Se observd que e recuento de bacterias acidolacticas fue mayor al
aumentar la temperatura, mientras que el aumento de la concentracion de CO, no
parecio limitar e crecimiento e incluso parecio estimularlo. Esto concuerda con
las observaciones realizadas por otros autores (Jones, 1989, Carlin et al. 1990a)
donde la atmosfera modificada podria favorecer €l desarrollo de las bacterias
acidolé&cticas. En este caso la temperatura parece ser el factor limitante y no €
CO,. Carlin et al. (1989) hallan recuentos finales (14 dias) que oscilaron entre 10°
y 10° ufc/g ensadladas mantenidas a 10 °C. Esta gran variabilidad no fue
observada en el presente trabajo donde los coeficientes de variacion oscilaron
entre 0.5 %y 21 % alo largo del almacenamiento.

La diferencia significativa entre los lotes analizados en mayo y abril con
los de octubre y enero, puede ser debida al aumento de la temperatura en
primavera gque favorece e mayor desarrollo microbiano, 1o que coincide con lo
observado por Marchetti et al. (1992).

En este estudio no se observo el efecto inhibitorio de la col sobre bacterias
acidol&cticas descrito por Kyung y Fleming (1994) posiblemente debido a que en
las coles troceadas no se libera dicho factor o bien la concentracion del mismo es
insuficiente parainhibir e crecimiento bacteriano.

Si comparamos el crecimiento de las bacterias psicrotrofasa4 °Cy a 15°C
observamos que partiendo de la misma concentracion (aprox. 10° ufc/g), se llego,
en las ensaladas almacenadas a 4 °C, a niveles superiores a 10’ ufc/g mientras
que a 15 °C disminuyeron hasta 10*** ufc/g. Aqui influyen varios factores, entre
ellos la concentracion de CO,, € pH y latemperatura. La concentracion del CO,
alcanzada parece ser la causante de este descenso sumado a efecto causado por
la bajada del pH que también se produce. Este descenso del pH en alimentos con
aimoésfera modificada también fue descrito por Daniels et al. (1985), Farber
(1991) y Abdul- Raouf et al. (1993).
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3. Evolucion de microor ganismos alter antes inoculados en la ensalada

3.1 Pseudomonas fluorescens

Las ensaladas inoculadas con Pseudomonas fluorescens almacenadas a
4°C y a 15 °C, partieron con un recuento inicial de aproximadamente 9
logaritmos decimales, debido a la suma del indculo mas la flora natural de la
ensalada. En ambas temperaturas los recuentos descendieron, y de forma mas
pronunciadaa 15 °C (Tabla 6).

El recuento de Pseudomonas fluorescens en las ensaladas no inoculadas
amacenadas a 4 °C es semegjante a recuento de microorganismos psicrotrofos
hasta las 48 horas. A partir de este momento continda en ligero descenso y
transcurre en forma parecida a recuento de Pseudomonas fluorescens inoculado
(Anexo |1, Figuras 1, 6 y 7). El contenido gaseoso en € interior de la ensalada a
las 48 horas de amacenamiento a 4 °C era del 19 % de CO, y ausencia de O,
(Anexo I, Tabla 18) En las ensadladas almacenadas a 15 °C el recuento de
Pseudomonas fluorescens inoculado descendio rapidamente y a partir de las 36
horas de almacenamiento e descenso de Pseudomonas fluorescens inoculado fue
précticamente paralelo a de Pseudomonas fluorescens control. A las 36 horas €l
contenido de CO, erade 30 %y 0 % de O, El microorganismo dejo de detectarse
a partir de las 132 horas en las ensaladas inoculadas mientras que en las no
inoculadas fue a las 180 horas (Anexo Il, Figuras 1, 6 y 7). Eyles et a. (1993)
describieron un descenso ligero del crecimiento de Pseudomonas fluorescens a
5°C, pH 5.5y con 40 % CO, similar a observado en el presente trabgjo en las
ensaladas no inoculadas, sin embargo a 15 °C observaron crecimiento en las
mismas condiciones.

Posiblemente los porcentajes observados de CO, constituyan un factor
inhibitorio del crecimiento de este microorganismo. Diversos autores afirman que
el efecto inhibitorio del CO, aumenta a disminuir la temperatura (Gill y Tan,
1979, Enforsy Molin, 1981). Si esto fuese asi, a4 °C deberia inhibirse antes que
a 15 °C, sin embargo, lo observado, fue que muere antes a 15 °C porque la
concentracion era mucho mayor, posiblemente debido a que s bien a menor
temperatura la solubilidad del CO, es mayor, la concentracion final acumulada a
15 °C sigue superandola. Willocx et a. (1993) observaron un efecto sinérgico del
CO, y de la temperatura sobre la tasa de crecimiento de Pseudomonas
fluorescens. Otro factor que puede haber contribuido es el descenso répido del
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pH que se produce a 15 °C. Eyles et al. (1993) encontraron un efecto sinérgico
entre el CO, y e descenso del pH, ademas de |la temperatura, no encontrando
apenas diferencias entre el crecimiento de Pseudomonas fluorescens en medios
aerobios con pH de 5.5y 6.8y si en cambio observaron un efecto inhibitorio mas
pronunciado cuando se almacenaron con 40 % de CO..

En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas de los
atributos organolépticos entre aquellas muestras inoculadas con Pseudomonas
fluorescens y las no inoculadas, tanto en las amacenadas a 4°C como a 15 °C.
Esto esta de acuerdo con lo descrito por Carlin et a. (1989) quienes no
encontraron relacion entre la presencia de Pseudomonas fluorescens y €
deterioro de las ensaladas de zanahoria. Esto contrasta con las afirmaciones de
gue pseudomonas serian las principales alterantes de estas ensaladas (Denis y
Picoche, 1986, Brocklehurst, et. al., 1987). Incluso Willocx et al. (1993)
sugirieron que el contenido de Pseudomonas fluorescens podria ser indicador de
alteracion de ensaladas de IV Gama.

En la evolucion de Pseudomonas fluorescens control e inoculadas y el
grupo de bacterias psicrotrofas (Anexo Il, Figuras 1, 6 y 7), se observo que a4°C
descendi6 el numero de Pseudomonas fluorescens mientras que aumentaron las
bacterias piscrotrofas. A 15 °C ambas curvas son descendentes pero
Pseudomonas fluorescens comienza a inhibirse mucho antes que e grupo de los
microorganismos psicrotrofos. Esto hace pensar que este microorganismo es
sustituido por otro a final del almacenamiento, hecho que se hace més acusado a
15 °C. Los microorganismos aislados a final del amacenamiento fueron
Plesicomonas shigelloides, Pseudomonas putrida y Enterobacter intermedium.
Segun Eyles et a. (1993), Ps. putrida es menos sensible a la concentracion de
CO, que Ps. fluorescens. Carlin et al. (1989) aislaron Pseudomonas fluorescens a
los 14 dias de almacenar ensalada de zanahoria pero en mayor proporcion
Erwinia herbicola, Enterobacter intermediumy otras Enterobacteriaceas.

L as pseudomonas necesitan oxigeno para crecer, pueden multiplicarse con
1 % de oxigeno y segun Parry (1993), altas concentraciones de CO, las inhiben.
Sin embargo, Wells (1974) sefiala que Pseudomonas es una bacteria anaerobia
facultativa y en determinadas condiciones puede crecer en ausencia de oxigeno.
La disminucion e inhibicion que sufre Pseudomonas fluorescens en nuestro
estudio fue observada también por Carlin et al. (1989). Asi también, Clark y
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Burki (1972), observaron gue las pseudomonas disminuian con ausencia de O,
desde 10* ufc/g hasta dejar de detectarse alas 80 horasa 22 °C.

El 55 % de CO, parece decisivo en la reduccion brusca de la bacterias
psicrotrofas a 15 °C (Figura 7). El nimero de Pseudomonas fluorescens
inoculada desciende desde el primer momento y parece adaptarse cuando llega a
35 % de CO, a4 °Cy en este caso € interior del envase no supera € 40 % de
CO, (Anexo |, Tabla 18). A 15 °C degja de detectarse Pseudomonas fluorescens a
las 108 horas |o que coincide con una concentracion de CO, de aproximadamente
50 %. Eyles et al. (1993) observaron que niveles de 20 % de CO, a5 °C o a 15
°C inhibia el desarrollo de Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putrida .

En nuestro estudio se observa que la concentracion de CO, afecta el
crecimiento de Pseudomonas fluorescens inoculada, provocando la inhibicién
desde e inicio del almacenamiento. Esta inhibicion desde e principio del
experimento podria ser debida a problemas de adaptacion de la cepa inoculada a
nuevo medio con un pH por debajo del optimo, (segln Zwietering et al., 1992a)
el pH Optimo seria 7.8 y minimo de 4.7) y un incremento constante del CO,. Por
otro lado, Enfors y Molin (1981) consideran que la inhibicion del CO, no esta
influida por el rango de pH de 5.7 a 6.7, rango que comprende el pH de las
ensdadas a 4 °C. Paleroni (1986) describe que Pseudomonas inhibe su
crecimiento apH 4.5. Este pH es alcanzado en |as ensaladas almacenadas a 15 °C
a las 108 horas coincide con €l ultimo tiempo de deteccion de Pseudomonas
fluorescens inoculaday podria ser la causa determinante de esta inhibicion.

3.2 Leuconostoc mesenteroides

En las ensaladas amacenadas a 4 °C € recuento de Leuconostoc
mesenteroides inoculado describio un ascenso hasta alcanzar 1os 5.5 logaritmos,
coincidiendo con un 18 % de CO, y la ausencia de oxigeno, para luego
estabilizarse (Anexo I, Figura 4).

La evolucién de Leuconostoc mesenteroides a 15 °C se ve favorecida por
la temperatura y se incrementa répidamente hasta estabilizarse alrededor del
logaritmo 7, que coincide con el momento en que e CO, alcanza & 30 %. El
CO, aesatemperatura siguio aumentando hasta alcanzar €l 60 %. Esto concuerda
con lo observado por Carlin et a. (1990a) donde Leuconostoc mesenteroides
alcanzo mayor desarrollo cuando las ensaladas fueron envasadas en atmosfera
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modificada que cuando se envasaron en aire, lo que demuestra que e CO,
favorece su desarrollo.

Leuconostoc mesenteroides produce acido lactico y acético, etanol y CO,
por lo que se le ha considerado como microorganismo alterante de las ensaladas
(Carlin et a., 1989). Sin embargo en este estudio, no se observaron diferencias
significativas entre la apariencia de | as ensaladas inoculadas y |as control.

Garvie (1986) describe que a pH 4.8 Leuconostoc mesenteroides no crece,
sin embargo |la ensalada alcanza ese pH a las 60 horas de almacenada a 15°C y
los recuentos de este microorganismo se mantienen en torno a 7 unidades
logaritmicas. Podria ser que el hecho de encontrarse en una atmosfera modificada
lo protegiese del efecto inhibitorio del pH de la misma forma que la presencia de
CO, favorece su crecimiento (Carlin et al., 1990a).

4. Evolucién de microor ganismos patégenos inoculados en ensalada

4.1 Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila se estabilizo durante el amacenamiento de la
ensaladaa4 °C en torno al logaritmo 3.5. El efecto de la temperatura junto con €
aumento de la concentracion de CO, parecen inhibir su desarrollo s bien
permiten que sobreviva.

Marchetti et al. (1992) observaron evoluciones similares de Aeromonas
hydrophila en ensaladas no inoculadas a partir de 10*? ufc/g que luego de un
pequeio ascenso a las 48 horas se estabilizo alrededor 4 unidades logaritmicas.
Berrang et al. (1989c) describen niveles de 10" ufc/g en ensaladas no inoculadas
y en las inoculadas subieron 4 logaritmos a lo largo del almacenamiento.

A 15 °C describi6 un ascenso brusco, rozando los 10° ufc/g a las 24 horas
del andlisis para luego descender hasta dejar de detectarse a las 156 horas. El
descenso se hizo aparente a partir de las 36 horas cuando el contenido de CO, era
del 28 %. El contenido de CO, pudo ser determinante en el descenso, y €
porcentgje final de CO, a 4 °C coincidio con & descenso de pH que, a 15 °C
alcanzo abgar hasta 3.91.

El 100 % de CO, no inhibe el crecimiento de Aeromonas hydrophila
segun Jones (1989), por lo que la atmosfera modificada no seria la causante del
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descenso, sino €l pH en la ensalada que si podria ser € causante de esta
inhibicion celular. Se ha descrito que Aeromonas hydrophila es sensible a partir
de pH 6 (Palumbo, 1988) y en nuestro estudio presentaba valores de 5.63 alas 36
horas del almacenamiento a 15 °C.

4.2 Listeria monocytogenes

Se utilizaron dos técnicas de recuento directo, como se ha descrito en
Métodos, con € fin de conocer s la técnica del NMP utilizando medio Fraser
podria ser un método adecuado en este alimento para detectar la presencia de
Listeria monocytogenes y asi facilitar la posibilidad de su uso como control en la
industria. Se observo que su sensibilidad es mucho menor que la siembra directa
en Oxford, detectandose en todo momento un logaritmo por debajo del Oxford.

El hecho de que durante el tiempo de amacenamiento apenas remontara
un logaritmo a final de las 300 horas de analisis demuestra que Listeria
monocytogenes sobrevive perfectamente en las condiciones de atmoésfera
modificada de la ensalada pero que no crece en gran medida. Esto concuerda con
los estudios realizados por otros autores donde la atmésfera modificada parece
tener poco o ningun efecto sobre el desarrollo de Listeria monocytogenes
(Beuchat et al., 1986, Berrang et a., 1989b, Beuchat y Brackett, 1990, Kallander
et al., 1991). Beuchat et al. (1986) y Conner et al. (1986) describieron la
inhibicion del crecimiento de Listeria monocytogenes a 5 °C en jugo de coles en
medio aerobio, por o que debe existir un factor inhibitorio en este vegetal.
También se han descrito otros efectos inhibitorios que gjerce la zanahoria frente a
este microorganismo (Nguyen-the y Lund, 1991, Beuchat et a., 1994) y algunas
bacteriocinas producidas por bacterias acidolécticas (Lewus et al., 1991).

NoO se observo deterioro de la ensalada antes del periodo de la fecha de
caducidad (144 horas) indicada por el fabricante. Esto hace que €l riesgo de que
se desarrolle este microorganismo aumente ya que este sSistema de
almacenamiento en atmosfera modificada permite almacenar e aimento mas
tiempo sin deteriorarse y daria tiempo a que crezca Listeria monocytogenes
(Ryser y Marth, 1991).
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5. Determinacion de los par ametros fisicoquimicos y organolépticos de
la ensalada durante el almacenamiento en refrigeracion

5.1 Concentracion de gases en € interior del envase durante el
almacenamiento a diferentes temperaturas

Las muestras amacenadas a 4 °C son las que alcanzan menor
concentracion de CO, al final del periodo de experimentacion, un 28 % de CO..
A 10 °C, s bien la concentracion inicial erala misma, los gases describieron una
linea ligeramente curva ascendente hasta llegar a 43 % de CO, y a 15 °C se
alcanzaron las mayores concentraciones de CO,, cerca del 61 %.

El aumento de la concentracion de CO, en €l interior del envase se debe
fundamentalmente a dos factores, la respiracion vegetal y el metabolismo
microbiano, que aumentan al aumentar la temperatura. Incluso algunos autores
han demostrado que es aun mayor en vegetales troceados que enteros (Bolin et
al., 1977). Pero también influye de forma importante la permeabilidad de la
pelicula pléstica que permite mayor o menor intercambio gaseoso.

Estudios realizados por Brocklehurst et a. (1987) en ensaladas con
diferentes ingredientes (Ilechuga, col, zanahoria, cebollay pimiento) almacenadas
a7 °C describen concentraciones detectadas al final de lavida util comercial de 4
a6%deCO,y 10 al7 % O, y en otro tipo de ensalada (col, zanahoria, maiz
dulce, apio, pimientos y berros) la concentracion fuede8a 16 % deCO,y 0 a3
% de O,, que contrasta con los datos obtenidos en nuestro estudio (Anexo |,
Tablas 14 y 15). Probablemente estas diferencias se deban por un lado a la
diferente composicion y por otro a la diferente permeabilidad de la pelicula
plastica. En ensaladas de zanahoria almacenadas a 10 °C se ha descrito que & O,
disminuy0 desde 21 % a 1.5 % de O, alos 14 dias, fecha de caducidad. El CO,
aumento desde un 0.03 % a 10 %y 35 % (Carlin et al., 1989)

Se compararon las bolsas inoculadas con las no inoculadas y se detectaron
diferencias significativas (p < 0.001) en el contenido gaseoso. Sin embargo, entre
todas las ensaladas inoculadas con agin microorganismo no se detectaron
diferencias significativas. Ninguno de los microorganisSmos parece gercer un
efecto significativo sobre la produccion del gas. La fermentacion léctica de
Leuconostoc, donde se libera CO, no parece tener un efecto importante en el
aumento del gas. Tampoco se observo que Aeromonas hydrophila tuviera efecto
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sobre la produccion de gas como se esperaba. El hecho de que existan diferencias
simplemente entre las muestras no inoculadas e inoculadas puede ser debido a
hecho de contener mayor nimero de microorganismos en su interior.

Se podria deducir que la respiracion vegetal es el mayor contribuyente en
la produccion de gases.

5.2 Evolucion del pH en los envases durante el almacenamiento a
diferentes temperaturas

El pH se mantuvo constante, alrededor de 6, en las muestras almacenadas
a 4°C y 10 °C, en cambio se observd un pronunciado descenso en aguellas
almacenadas a 15 °C, que a las 12 horas llego a valores de pH de 4 (Anexo |
Tabla22). A pH igual o menor a 6 € &cido carbonico se disocia en bicarbonato e
ion hidrégeno produciendo un ligero descenso del pH (Jones, 1989, Kader et al.,
1989). Por otro lado las fermentaciones lacticas de las bacterias acidolécticas
también contribuyen a este descenso del pH.

El descenso del pH observado, en las ensaladas almacenadas a 15 °C,
aunque mas moderado, coincide con lo descrito por Abdul-Raouf et al. (1993) en
ensaladas zanahoria donde alos 7 dias alcanza el pH 4 a12 °Cy en lalechuga se
mantiene alrededor de 7.

Este descenso del pH en alimentos con atmosfera modificada también fue
descrito por Daniels et al., (1985) y Farber (1991).

5.3 Caracteristicas organol épticas

Durante e almacenamiento de las ensaladas a diferentes temperaturas se
observo las caracteristicas del aspecto en general, e color, s presentaban
pardeamiento en la superficie de corte, textura e hinchazén de la bolsa como se
describe en Métodos.

En general, se aprecio gran diferencia de apariencia entre las ensaladas
amacenadas a 4 °C y a 15 °C deteriorandose mas rapidamente al aumentar la
temperatura de almacenamiento como era de esperar y como han observado
Abdul-Raouf et al. (1993). Estos autores no observaron deterioro en la ensalada
de zanahoria amacenada a 4 °C hasta los 14 dias, y apenas un poco deterioradas
las amacenadas a 12 °C, y a los 3 dias las amacenadas a 21 °C ya estaban
claramente alteradas (Anexo |, Tabla 24).
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No se encontraron diferencias significativas entre las ensaladas inoculadas
y control. Este hecho hace que se replantee e papel dterativo de los
microorganismos (Pseudomonas fluorescens y Leuconostoc mesenteroides ) alos
gue otros autores atribuyen dicho papel (Denis'y Pinoche, 1986, Brocklehurst et
a., 1987, Carlin et a., 1990a, Willocx et al., 1993).

6. Aplicacion de modelos predictivos de crecimiento

6.1 Determinacion del periodo de vida comercial. Relacion existente
entre las alteraciones organolépticas y fisicoquimicas con la presencia de
bacterias alterantes y patégenas.

Lavida comercia de laensalada de IV Gama varia de 6 a 14 dias segun €
fabricante y dependiendo de los ingredientes. Las muestras analizadas en este
estudio tienen asignada una vida comercial de 7 dias. Segun Huxsoll et al. (1989)
la vida media en vegetales desde el punto de vista organoléptico deberia
determinarse como el tiempo en & que uno de los atributos sensoriales se vuelve
inaceptable. Basandonos en esto, a4 °Cy alas 156 horas de amacenamiento, las
caracteristicas de color dejan de ser aceptables. Sin embargo ya alas 48 horas las
bolsas almacenadas a 15 °C presentaban abombamiento excesivo por |o que estos
tiempos tendrian que ser considerados como fin de la vida util del producto a
estas temperaturas.

En este estudio se tomd como referencia de aceptacion por parte del
consumidor del producto cuando las medias de los atributos sensoriales
analizados alcanzaran el valor 2. Asi resultd que en las ensaladas no inoculadas
amacenadas a 4 °C a las 204 horas ain era aceptable (fin del periodo de
experimentacion) y a las 84 horas de almacenamiento a 15 °C dejaron de ser
atractivas. Bolin et a. (1977) describieron que a los 17 dias las ensaladas de
lechugas troceadas ailmacenadas a 5 °C y a los 11 dias las mantenidas a 10 °C
perdian las caracteristicas sensoriales Optimas para su venta.

Las medias de los valores sensoriales a lo largo del amacenamiento de las
ensaladas no inoculadas fueron gjustados a ecuaciones de regresion. A partir de
estas ecuaciones se calculé e tiempo en que los valores de los atributos
organol épticos alcanzara el valor 2. Por |o tanto, la vida media de las ensaladas
almacenadas a 4 °C seria de 304 horas (aprox. 13 dias) (Figuras 8y 9). A 15 °C
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seria de menos de 101 horas (aprox. 4 dias). Otros autores han establecido €
valor medio de 6 en una escalahedonicadel 1 a 9 (King et a., 1986) o €l valor 5
(Bolin et a., 1977). Si comparamos |os tiempos obtenidos a partir de la ecuacion
de regresion y los obtenidos a partir del andlisis sensorial, se aprecia una gran
diferencia, por 1o que no parece recomendable en este estudio utilizar los
primeros (a partir de laregresion) para posteriores consideraciones.

En e momento en que la ensalada amacenada a 15 °C se considera
inaceptable (84 horas), los recuentos de bacterias psicrotrofas y bacterias
acidol &cticas se encontrarian entre 3.55*10” y 5.5 10" ufc/g respectivamente, por
lo tanto e nivel maximo de microorganismos a detectar como indicador de
proxima alteracion del alimento debe ser inferior a este valor. En las ensaladas
amacenadas a 4 °C, a las 204 horas, todavia en condiciones aceptables, los
recuentos oscilaron entre 9.33*10° y 5.25* 10° ufc/g. Por lo tanto, € valor de 10°
ufc/g sugerido como valor microbiol6gico para determinar € fin de vida dtil del
producto, por diversos autores, concuerda con |os datos obtenidos.

Comparando los resultados sensoriales con e crecimiento microbiano
(Figura 25) se observa que alas 144 horas (caducidad del producto seguin la casa
comercial) el nivel de bacterias psicrotrofas alcanza cerca de 10" ufc/g, bacterias
acidolécticas y Leuconostoc mesenteroides se encuentran arededor de 10° ufc/g,
Pseudomonas fluorescens alrededor de 10° ufc/g, Aeromonas hydrophila se
incremento respecto a su nivel inicial, en un logaritmo y Listeria monocytogenes
alrededor de medio logaritmo. A las 204 horas, tiempo final de este estudio, €
nivel de bacterias psicrotrofas y Leuconostoc mesenteroides es e mismo que €
descrito a las 144 horas, las bacterias acidolécticas llegan a 10° ufc/g, y
Pseudomonas fluorescens esta por debajo de 10° ufc/g Aeromonas hydrophila se
habria incrementado en dos unidades logaritmicas y Listeria monocytogenes en
cerca de una.

Para determinar cual seria el nivel microbiano y su técnica de deteccion
gue sirvan para establecer e fina de la vida atil comercial seria necesario
primero identificar los principales microorganismos aterantes. En e presente
trabajo no se pudo verificar que fuesen Pseudomonas fluorescensy Leuconostoc
mesenteroides los principales causantes del deterioro de las ensaladas, como han
citado otros autores (Carlin et a., 1989, Membré y Burlot, 1994). Christiansen y
King (1971) hallaron en el 36 % de las muestras de ensaladas envasadas en
atmdsfera modificada niveles de mesofilos superiores a 10° ufc/g. Anderson et al.
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(1989) reconocen que este nivel de 10° ufc/g es arbitrario y que se deben tener en
cuenta muchos factores del alimento en cuestion. En su estudio observan que
para aceptar €l 80 % del muestreo de diferentes alimentos, € nivel limite debia
ser 10’ ufc/g y establecer entre 10° y 10" ufc/g como margen. Notermans et al.
(1993) mencionan como norma general el rechazo del producto con un recuento
igual o superior a 10° ufc/g.

Las ensaladas almacenadas a 15 °C, presentaban alteraciones a las 84
horas con niveles de bacterias psicrotrofas y bacterias acidol&cticas superiores a
las 7.5 unidades logaritmicas (Figura 26).

En la Figura 27 se representa el logaritmo natural de los tiempos de vida
media (ts) frente a la temperatura. Los valores alcanzados por bacterias
acidolé&cticas coinciden, o son los mas préximos, con e momento de alteracion
del alimento. Se obtienen predicciones de vida media tales que a 4 °C seria de
202 horas, €l cual sobrepasaria con € establecido por e fabricante de 144 horas
(7 dias desde su fabricacion) (Anexo |, Tabla55).

Por todos estos resultados se podria establecer como nivel indicador de
principio de alteracion € llegar a nivel 10° ufc/g de bacterias acidolécticas que
en las muestra almacenadas a 4 °C no se alcanzo durante el periodo de estudio y
a 15°C se alcanzo rapidamente.

6.2 Evolucion de bacterias psicrotrofasy acidolacticas

Los datos gjustados por la ecuacion del Programa DModel dieron menor
error residual cuadrado que € de Gompertz, por ello € guste elegido fue €
primero.

Los modelos de crecimiento que mejor se gustan a la temperatura de
refrigeracion son los descritos por Arrhenius (McMeekin et a., 1993) y
Ratkowsky et al. (1982), que son los que se han aplicado en este trabgjo. Al no
tener suficientes puntos, solo tres correspondientes a las tres temperaturas, no se
puede valorar cual de ellos es mejor, pero la segunda ecuacion se ha descrito
como la més adecuada para crecimiento de microorganismos a temperatura de
refrigeracion (Stannard et al., 1985) ya que mantiene una relacion lineal entre la
temperatura optima de crecimiento y la minima (Ratkowsky et al., 1982). El
rango de temperatura de este trabgo, 4 °C a 15 °C esta por debgo de la
temperatura Optima de ambos grupos microbianos. Asi aplicando la ecuacion de
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Ratkowsky obtenemos que la temperatura minima (T.,) calculada fue de
266.11°K (7°C) para bacterias acidolacticas y 250.85 °K (-22 °C) para bacterias
psicrotrofas. Ratkowsky et al. (1982) clasifica los microorganismos en cuatro
grupos segun la temperatura minima de crecimiento calculada (T, por su
ecuacion. Asi los microorganismos psicrofilos tendrian T, menores que 261° K
(-12 °C), en los psicrotrofos oscilaria este valor entre 261 °K y 269 °K (-12 a -
4°C), en los mesdfilos entre 270°K y 280°K (-3 °Cy 7 °C) y en los terméfilos
entre 290 °Cy 296 °C (17 °Cy 23°C). Los valores de T, calculados suelen ser
de 2 a 3 °C menores que la temperatura a la cual € crecimiento es reamente
observado, por ello se denomina temperatura conceptual (McMeekin et a.,
1993). Las bacterias acidolécticas se encuentran dentro del rango de los
psicrotrofos pero el valor hallado para las bacterias psicrotrofas en las ensaladas
se encuentran por debajo por |o que pertenecerian al rango de los psicrdfilos. El
valor de T, halado para las bacterias psicrotrofas puede ser debido a la
exactitud del modelo realizado y debido a que seria necesario tener mas puntos
para definir mejor larecta.

Los modelos predictivos hallados en |a literatura cientifica estan basados
en & crecimiento de microorganismos en medios de cultivo, pero pocos son los
gue han utilizado mezcla de ellos y menos en los que se haya intentado obtener
modelos a partir de un grupo heterogéneo de bacterias psicrotrofas o
acidolacticas como el contenido en la ensalada.

6.3 Evolucion de Pseudomonas fluorescens

Los datos obtenidos en e experimento fueron gustados adecuadamente
por el Programa DModel. Buchanan et a (1993b) sugieren &l uso de un modelo
lineal de inactivacion o supervivencia, realizando un regresion lineal, que
aplicado da los resultados expuestas en las Tablas 50 a 54 del Anexo | y en las
Figuras 6y 7 del Anexo Il. Las predicciones son semejantes por ambos model os.
Los parametros generados por e DModel no tuvieron sentido al tratarse de una
curva de inhibicion en vez de crecimiento, a excepcion de la tasa especifica de
crecimiento, la cual adquiere un valor negativo, por ello se escogieron los valores
predictivos hallados por e modelo de inactivacion lineal. El propio autor del
Program DModel no recomienda el uso de este programa en curvas de inhibicion
debido a que la base tedrica de su ecuacion se basa en €l crecimiento microbiano.
Ladiferenciadel valor D, tiempo que tarda la poblacion bacteriana en disminuir
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una unidad logaritmica, en Pseudomonas fluorescens inoculado, 5 veces mas que
los no inoculados en las muestras amacenadas a 4°C es importante.
Pseudomonas fluorescens no inoculado tarda més en ser inhibido 1o que puede
deberse a su mejor adaptacion al medio vegetal. En las muestras almacenadas a
15°C el valor de D essimilar, 10 a 16 horas.

A muy baas temperaturas €l sistema se encuentra en un estado de
transicion entre el crecimiento y la inhibicion, y desde e punto de vista
matematico se puede describir como una zona de caos, que aparece de forma
aleatoria y donde los resultados obtenidos son irregulares (Peterson, 1988). Las
tasas especificas calculadas para Pseudomonas fluorescens no inoculado son
mayores, a ambas temperaturas que las halladas en las ensaladas inoculadas.
Esto probablemente sea debido a la adaptacion al medio vegetal que ya poseen
las bacterias presentes naturalmente en las ensaladas (Tabla 13).

Se estan redlizando estudios sobre el efecto que puede tener la fase (de
adaptacion, exponencial o0 estacionaria) en que se encuentre la poblacion
bacteriana al ser inoculada, sobre e crecimiento posterior en e medio. Este
podria ser otro factor que influyera en e desarrollo del microorganismo en la
ensalada .

Marchetti et al. (1992) realizaron estudios en jugos de zanahoriay lechuga
inoculados con este microorganismo, pero en medio aerobio, por lo que
obtuvieron tasas especificas de crecimiento de 0.56 h* en zanahoriay 0.72 h' en
lechuga. Estos mismos autores hallaron crecimiento negativo de Pseudomonas
fluorescens en jugos de achicoriaroja, o que indica el efecto de los ingredientes
sobre la tasa especifica de crecimiento y la densidad maxima alcanzada en la
ensaladas.

Las diferencias observadas entre las tasas especificas de crecimiento
obtenidas por otros autores en medios de cultivo, con atmésfera modificaday las
halladas en este estudio pueden ser debidas en primer lugar a diferente medio en
donde crecen los microorganismos, alimento y medio de cultivo. En segundo
lugar por la atmésfera modificada que varia durante el amacenamiento de la
ensalada y no es controlada como en & caso de los otros estudios, todo lo cua
hace que los datos obtenidos sean de dificil comparacion (Gill y Tan, 1979).

Eyles et a. (1993) observaron que la atmosfera modificada hacia
disminuir la tasa especifica de crecimiento y la poblacion maxima a alcanzar,
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pero no afectaba a tiempo de adaptacion. En cambio, Willocx et al. (1993),
observaron que el efecto del CO, sobre Pseudomonas fluorescens era sobre €
tiempo de adaptacion y la mejor forma de aargarlo y disminuir la poblacién
maxima era a través de la temperatura.

Enfors y Molin (1981) describen un efecto inhibitorio del CO, (RI) sobre
la tasa especifica de crecimiento casi del 90 % a5 °C y de 68 % a 15 °C para
Pseudomonas fragi, observando que € efecto aumenta a disminuir la
temperatura. El efecto del CO, parece més eficaz a disminuir la temperatura
debido a que & gas se disuelve mejor en & aimento o medio. Enfors y Molin
(1981) describieron la solubilidad del CO, (Cs) tal que, RI/Cs, e efecto
inhibitorio del CO, era independiente de la temperatura. Estos autores obtuvieron
valores cercanos a 60 % para Pseudomonas fragi. Hao y Brackett (1993) si
observaron crecimiento de Pseudomonas fluorescens en atmosfera controlada con
10 % de CO, y 5 % de O, en medio de cultivo, mientras que Eyles et al. (1993)
observaron que con 20 % Yy 40 % de CO, Pseudomonas fluorescens era inhibido.
A pesar de que pseudomonas son microorganismos aerobios, pueden crecer en
alimentos o medios complejos donde las concentraciones de O, son de 0.1 %
(Clark y Burki, 1972). Eyles et al. (1993) sugieren que la atmésfera modificada
gjerce un doble efecto donde el CO, reduce la tasa especifica de crecimiento y la
poca cantidad de O, reduce la poblacion final. El pH puede tener su efecto
sinérgico con €l gas sobre pseudomonas, que a 15 °C descendio bruscamente, |o
gue coincidiria con lo expresado por Eyles et al. (1993).

Willocx et al. (1993) relacionaron mediante una regresion exponencial o
lineal |a tasa especifica de crecimiento con e % de CO, controlado en & medio.
En nuestro trabajo se trata de una atmosfera que se modifica en € tiempo por lo
gue se relaciono la tasa especifica de crecimiento con las pendientes de la
evolucion del gas.

6.4 Evolucioén de Leuconostoc mesenteroides

Los datos gjustados por la ecuacion del Programa DModel dieron menor
error residual cuadrado que € de Gompertz, por elo € guste elegido fue €
primero.

Calin et a. (1990a) estimaron € crecimiento de Leuconostoc
mesenteroides en medio de jugo de zanahoriay atmosfera controlada. Calculando
mmax a partir de sus gréficas obtenemos que a 10 °C esigual a  0.12 h. Este
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valor esincluso menor que el obtenido en el presente estudio a4 °C (0.18h™") y a
15 °C (0.27 h"). Esto concuerda con lo afirmado por Carlin et al. (1990a) donde
el CO, estimularia e crecimiento de Leuconostoc mesenteroides en vez de
inhibirlo, si bien el nimero fina de microorganismos si se ve afectado por la
temperatura, alcanzando menor nimero a menor temperatura.

A partir de las ecuaciones de Arrhenius y Ratkowsky (ver Resultados) se
puede obtener la prediccion en la ensalada analizada a 10 °C, con €l vaor de
0.21h, menor que los 0.12 h™ obtenido por Carlin et a. (1990a) donde la
atmosfera contenia menor concentracion de CO,

6.5 Evolucion de Aeromonas hydrophila

Lo mismo gue para Leuconostoc mesenteroides €l error residua cuadrado
del guste de los datos por la ecuacion del programa DModel fue inferior a
obtenido en el modelo de Gompertz.

Si comparamos los valores predictivos obtenidos por DModel a4y 15 °C,
0.01 hy -0.087h™ respectivamente, con los valores predichos por e programa
MFSmodel, 0.037 h'y 0.177 h™, respectivamente (Tabla 12), se observa un
comportamiento completamente diferente. Lo Unico semeante es e rapido
ascenso que sufre a 15 °C aunque no llega a niveles tan altos como |os predichos.

Marchetti et al. (1992) realizaron estudios en jugos de zanahoriay lechuga
inoculado con este microorganismo pero en medio aerobio por |o que obtuvieron
tasa especifica de crecimiento a 5 °C de 2.51h™ en zanahoria y 1.77h" en
lechuga, a igual que Palumbo et al. (1992) que obtuvieron una tasa especifica de
crecimiento de 0.322 b,

6.6 Evolucion de Listeria monocytogenes

Se €eligio la ecuacion del Programa DModel por su menor error residual en
comparacion con la funciéon de Gompertz.

A través del programa MSFmodel se obtuvo una prediccion de tasa
especifica de crecimiento muy superior a la hallada experimentalmente, 0.033 h*
frente al 0.003 h* hallado, debido entre otras cosas a diferente medio, medio de
cultivo, en gque esta basado el model y la presencia de factores inhibidores en los
ingredientes de la ensalada y descritos por otros autores (Nguyen y Lund, 1991,
Beuchat et al., 1994).
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Las tasas especificas de crecimiento halladas contrastan con las
observadas o calculadas por otros autores en medio aerobio, 0.02 h* (Buchanan
et al., 1989), 0.0207 h'(Petran y Zottola, 1989), 0.0213 h™*(Wijtzes et al., 1993)
y anaerobio 0.07 h'(Buchanan et a., 1989). El comportamiento de este
microorganismo en medio de cultivo no parece ser facilmente extrapolable a un
medio como la ensalada en atmésfera modificada. El conjunto de factores que
interviene parece ser mas complejo que los factores analizados hasta ahora en la
literatura cientifica.

Este alimento puede considerarse como de ato riesgo dentro de la
clasificacion de alimentos realizada por la ICMSF, por su consumo directo en
fresco y donde Listeria monocytogenes y Aeromonas hydrophila pueden
desarrollarse y multiplicarse. Otro factor a tener en cuenta es que estos alimentos
en gran parte van destinados a comedores y restauracion colectiva por 1o que
llegarian a hospitales, colegios, asilos, etc. Si bien es cierto que Listeria
monocytogenes es un microorganismos ubicuo frecuente en e medio ambiente y
por lo tanto no se puede garantizar su ausencia en este tipo de productos, seria
recomendable la determinacion sistematica de Listeria monocytogenes y
constatar su ausencia en 25g de muestra, teniendo en cuenta el tipo de alimento
de que setrata, de consumo directo y ala poblacion ala que suele llegar.
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VII. CONCLUSIONES

PRIMERA. Las ensaladas de IV Gama pueden considerarse como de alto riesgo
dentro de la clasificacion de alimentos de ICMSF, por su consumo
directo en fresco y donde Listeria monocytogenes y Aeromonas
hydrophila pueden desarrollarse y multiplicarse. Otro factor a tener
en cuenta es que estos alimentos en gran parte van destinados a
restauracion colectiva (hospitales, colegios, asilos) que constituyen
una poblacion de riesgo importante. Si bien es cierto que Listeria
monocytogenes es un microorganismo ubicuo, frecuente en & medio
ambiente y que por lo tanto no se puede garantizar su ausencia en
este tipo de productos, seria recomendable la determinacion
sistematica de Listeria monocytogenes y constatar su ausencia en 259

de muestra.

SEGUNDA. El hecho de haber aislado Listeria monocytogenes de las ensaladas,
sugiere gque se debe exigir mas atencion en el control de lahigiene en
general durante todo el proceso de elaboracion de las ensaladas de |V
Gama. La materia prima debe ser controlada ademas de por su
calidad, también por su procedencia, constatando que €l suelo no
haya sido fertilizado con abono contaminado y que en €l riego no se
han usado aguas residuales contaminadas, 10 que deberia convertirse

en una exigencia por parte de laindustriaa productor.

TERCERA. Consideramos esencia el control del lavado de los vegetales con
cloro activo (100 mg/l fue e utilizado por € fabricante), como unico
paso importante destinado a la disminucion de la poblacion
bacteriana inicial, aunque no es suficiente garantia de la ausencia de

gérmenes patdgenos como se ha podido comprobar en este estudio.
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CUARTA. Se corrobor6 el efecto de la temperatura en la vida atil comercial de
las ensaladas, resaltando la importancia que tiene e mantenimiento
de la cadena de frio durante el procesado, distribuciéon y venta. La
refrigeracion de los productos terminados deben mantenerse a 4 °C
o inferior. A 4°C las muestras presentaron caracteristicas
organolépticas aceptables hasta las 204 horas, y a 15°C a las 84

horas ya dejan de ser aceptables.

QUINTA. Los microorganismos aislados con mayor frecuencia en las muestras
de ensaladas de IV Gama fueron, entre las bacterias acidolacticas, el
Leuconostoc mesenteroides y entre las bacterias psicrotrofas
Pseudomonas fluorescens, no habiéndose podido comprobar el papel

alterativo atribuido a estos dos microorganismos.

SEXTA. La concentracion en gases en muestras inoculadas no presentan
diferencias significativas, entre ellas que nos permitan deducir el
papel de cada uno de los diferentes microorganismos inoculados en
la produccion del gas. La fermentacion léactica producida por
Leuconostoc mesenteroides, con liberacion de CO, no parece tener
un efecto importante en e aumento de la concentracion del gas. Se
podria deducir entonces que la respiracion vegeta es e mayor

contribuyente en la produccién de gases.

SEPTIMA. La concentracion de CO,, ausencia de oxigeno y descenso del pH en
el interior de los envases gercen un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de los microorganismos presentes, a excepcion de
bacterias acidolacticas y Leuconostoc mesenteroides que parece
favorecer su crecimiento. Pseudomonas fluorescens dea de
detectarse y las bacterias psicrotrofas disminuyen su nivel en las
ensaladas almacenadas a 15°C, tras alcanzar en su interior un 50 %
de CO,, ausencia de O,, y un vaor de pH arededor de 4.2.
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Aeromonas hydrophila a esa misma temperatura es inhibido a partir
del 23 % de la concentracion de CO, y laausenciade O, , momento
en que el pH se sitda en torno a 5.8. Los mohos no se desarrollan en
este alimento debido probablemente al consumo rapido del oxigeno
en el interior del envase durante el almacenamiento. La levaduras
apenas fueron detectadas a las 156 horas de almacenamiento por lo

gue no parecen formar parte importante de la microflora alterante.

OCTAVA. En generad las tasas especificas de crecimiento halladas no coinciden

NOVENA.

con las descritas en la literatura cientifica. Esto podria ser debido a
gue el conjunto de factores que intervienen afectando al crecimiento
microbiano en este aimento varia con e tiempo, por lo que el
comportamiento de los microorganismos es diferente al que tendrian
S cada variable estuviese fija Esto pone de manifiesto la gran
necesidad que existe de crear un modelo predictivo dinamico que se

adecue a estas variaciones durante e almacenamiento.

El tiempo de vida atil comercial de las ensaladas podria ser
determinado utilizando como indicador de proximidad de ateracion
del dimento, e nivel de 10° ufc/g de bacterias acidolécticas. La
prediccion obtenida del tiempo de vida dtil comercial fue de 202
horas en ensaladas amacenadas a 4°C, por lo que se deduce que
tedricamente se podria alargar la vida Util del producto arededor de
dos dias mas que los establecidos por e fabricante, |o que concuerda

con lo observado en €l andlisis sensoridl.

DECIMA. El Programa DModel permite un fécil y répido gjuste de los datos, |a

presentacion de gréficos con las curvas predictivas y la
determinacion s se desea 0 no que se incluyaen el calculo, €l tiempo
de adaptacion o la asintota superior, 10 que repercute en un mejor

gjuste de los datos a la curva predictiva, por o que se obtuvieron
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valores residuales menores, que los obtenidos por la funcion de
Gompertz. Las curvas donde se produce muerte celular, S bien se
gustan megor que e modelo de inactivacion lineal, no es
recomendado su uso en curvas que no sean de crecimiento, debido a
gue todos los valores de |os parametros calculados, a excepcion de la
tasa especifica de crecimiento negativa dieron valores erroneos, ya
gue la base mecanistica con la que fue confeccionado € modelo

partio del concepto de crecimiento y no de inhibicion.

DECIMOPRIMERA. Los valores de las temperaturas minimas calculadas (T )

halladas por el modelo de Ratkowsky indican que se necesitan mayor
nimero de puntos (més de tres temperaturas) para asegurarse de
obtener resultados correctos a partir de la ecuacion desarrollada por
éste.

DECIMOSEGUNDA. El modelo de Baranyi y Roberts (DModel) se gusta con

mayor precision a la evolucion de Pseudomonas fluorescens. Sin
embargo, no es recomendado su uso en curvas que no sean de

crecimiento.

DECIMOTERCERA. La base de datos del Programa MFSmodel esta

confeccionada a partir del crecimiento de los microorganismos en
medios de cultivo donde las variables son fijas durante la incubacion.
No se ha podido validar los datos hallados en este estudio con los
resultados obtenidos por el programa debido probablemente a que en
la ensalada las variables a considerar (gases y pH) no pueden ser

fijados durante el tiempo de a macenamiento.
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VIII. RESUMEN

En e presente trabgjo se estudio la evolucion de los diferentes grupos
microbianos presentes naturamente en ensaladas envasadas con atmosferas
modificadas almacenadas en temperatura de refrigeracion (4°C), como asi
también, el efecto de la temperatura (10 °C y 15 °C) en €l crecimiento de los dos
grupos microbianos predominantes, bacterias acidolécticas y psicrotrofas, con lo
gue se comprobd la importancia de mantener la cadena de frio en este tipo de
alimento durante su distribucion y venta. Al mismo tiempo se monitorizo la
evolucion de las caracteristicas organol épticas, de la concentracion de los gases 'y
del pH.

Las ensdladas fueron inoculadas con Pseudomonas fluorescens y
Leuconostoc mesenteroides para estudiar con mayor facilidad el comportamiento
de las bacterias psicrotrofas y acidoléacticas respectivamente, a dos temperaturas,
4y 15°C y asi poder utilizar estos datos para la modelizacion. No se pudo
comprobar el efecto aterativo de Pseudomonas fluorescens y Leuconostoc
mesenteroides atribuido por otros autores. Listeria monocytogenes fue aislada de
la ensalada de IV Gama natural mente mediante doble preenriquecimiento, lo que
indica que se debe prestar mas atencion a este microorganismo en este tipo de
producto destinado en parte a la restauracion colectiva, para conocer cual erala
posibilidad de que este microorganismos se dearrolle en este alimento. Varios
lotes de muestras fueron inoculadas con Listeria monocytogenes y almacenadas
a 4°C, observando que sobreviven pero no crecen rapidamente. Otros lotes de
muestras fueron inoculadas con otro microorganismo patdégeno, Aeromonas
hydrophila. Este microorganismo sobrevivio en las ensalada mantenidas a 4°C
pero fue inhibido a 15°C. La concentracion de CO,, la ausencia de oxigeno y el
descenso del pH en € interior del envase de las ensaladas ejercieron un efecto
inhibitorio sobre todos los microorganismos en general excepto en el caso de las
bacterias acidolacticas y Leuconostoc mesenter oides que se vieron favorecidas.

A partir de los datos de crecimiento microbiano obtenidos de las muestras
inoculadas 0 no inoculandas se calcularon las curvas predictivas mediante el
Programa DModel para posteriormente aplicar é modelo de Ratkowsky. Se
obtuvieron predicciones de vida media en funcion de la temperatura de
almacenamiento, siendo de 202 horas en ensaladas mantenidas a 4 °C y de 84
horas en las mantenidas a 15 °C.
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ANEXO |



Tabla 1. Andlissde varianza de la evolucion de bacterias acidolacticas en

ensaladas almacenadas a difer entes temper aturas

Fuente de variacién Sumade Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios
FACTOR PRINCIPAL:
temperatura 137,93 2 68,97 149,629 < 0.0001
tiempo 889,77 12 74,15 160,87 < 0.0001
ERROR 218,47 474 0,46
TOTAL 1252,58 488

Todos los célcul os fueron realizados con los logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 2. Analisisde varianza de la evolucion de bacterias acidolacticas en
ensaladas almacenadas a diferentes temper aturas en distintas estaciones del afio

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 756,66 1 756,66 1109,53 < 0.0001
temperatura 146,56 1 146,56 215,00 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
mes 37,44 3 12,48 18,31 < 0.0001
ERROR 329,26 483 0,68
TOTAL 1252,58 488

Todos los calcul os fueron realizados con los logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 3. Andlissde varianza de los recuentos de bacterias
acidolacticas en ensaladas almacenadas a 10°C en diferentes meses

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 634,87 1 634,87 888,41 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
mes 36,95 2 18,47 25,85 < 0.0001
ERROR 275,12 385 0,71
TOTAL 932,31 388

Todos los céalcul os fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 4. Andlisis de varianza de los recuentos de bacterias psicrotr ofas
en ensaladas almacenadas a diferentes temper aturas

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

FACTOR PRINCIPAL:

temperatura 6,67 2 3,33 5,52 0,0043
tiempo 199,65 12 16,64 27,56 < 0.0001
ERROR 286,19 474 0,60

TOTAL 491,40 488

Todos los célcul os fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 5. Analisis de varianza de los recuentos de bacterias psicrotrofas
en ensaladas almacenadas en difer entes temperaturasy meses del afo

Fuente de variacién Sumade Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
temperatura 1,60 1 1,60 2,59 0,108
tiempo 141,38 1 141,38 229,73 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
mes 61,48 3 20,49 33,30 < 0.0001
ERROR 297,25 483 0,62
TOTAL 491,40 488

Todos los calcul os fueron realizados con los |ogaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 6. Andlisis de varianza de los recuentos de bacterias psicrotrofas
en ensaladas almacenadasa 4 °C en diferentes meses del afo

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 186,20 1 186,20 419,918 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
mes 60,32 2 30,16 68,011 < 0.0001
ERROR 170,72 385 0,44
TOTAL 404,14 388

Todos los calculos fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 7. Analisis de varianza de los recuentos de Pseudomonas fluorescens, inoculadosy contral,
durantee almacenamiento de ensaladas a diferentestemperaturas

Fuente de variacién Sumade Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 503,03 1 503,03 293,92 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
tipo 20,53 1 20,53 12,00 0,0006
temperatura 244,94 1 244,94 143,12 < 0.0001
ERROR 444,98 260 1,71
TOTAL 1213,47 263

Todos los calcul os fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 8. Andlisis de varianza de los recuentos de Pseudomonas fluorescens, inoculadosy controles,
y bacterias psicrotrofas durante el almacenamiento de ensaladas a difer entes temper aturas

Fuente de variacion Sumade Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios
COVARIANTE:
tiempo 4,443 1 4,443 2,851 0,0969
temperatura 4,730 1 4,730 3,035 0,087

FACTOR PRINCIPAL:

tipo 23,538 1 23,538 15,102 0,0003
ERROR 87,282 56 1,559
TOTAL 120,776 59

Todos los calculos fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 9. Andlisis de varianza de los recuentos de Leuconostoc mesenteroides
duranted almacenamiento de ensalada a diferentes temperaturas

Fuente de variacién Sumade Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 35,48 1 35,48 90,05 < 0.0001
tipo 14,46 1 14,46 36,71 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
temperatura 111,52 1 111,52 283,04 < 0.0001
ERROR 88,26 224 0,39
TOTAL 267,50 227

Todos los calcul os fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 10. Andlisis de varianza de los recuentos de L euconostoc mesenteroides
inoculadosy controles durante el almacenamiento de ensaladas

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 35,48 1 35,48 90,05 < 0.0001
temperatura 111,52 1 111,52 283,04 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
tipo 14,46 1 14,46 36,71 < 0.0001
ERROR 88,26 224 0,39
TOTAL 267,50 227

Todos los célculos fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 11. Analisis de varianza de los recuentos de Leuconostoc mesenteroides inoculados y controles,
y bacterias acidolacticas durante @ almacenamiento de ensaladas

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios
COVARIANTE:
tiempo 57,98 1 57,98 80,40 < 0.0001
temperatura 42,90 1 42,90 59,49 < 0.0001

FACTOR PRINCIPAL:

tipo 0,78 1 0,78 1,08 0,3027
ERROR 41,83 58 0,72
TOTAL 143,39 61

Todos los calcul os fueron realizados con |os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 12. Andlisisde varianza de losrecuentos de Listeria monocytogenes
en ensalada realizados en diferentes medios de cultivo

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

FACTOR PRINCIPAL:

tiempo 5,83 11 0,53 2,70 0,0039
medio 34,71 1 34,71 177,00 < 0.0001
ERROR 22,75 116 0,20

TOTAL 63,20 128

Todos los calcul os fueron realizados con | os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 13. Andlisis de varianza de losrecuentosde Aeromonas hydrophila
en ensaladas almacenadas a difer entes temper aturas

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 35,55 1 35,55 11,74 0,0008
FACTOR PRINCIPAL:
temperatura 64,60 1 64,60 21,34 < 0.0001
ERROR 438,97 145 3,03
TOTAL 545,99 147

Todos los céalcul os fueron realizados con |os logaritmos decimal es de | os recuentos



Tabla 14. Contenido gaseoso de ensaladas no inoculadas almacenadas a 4°C

Tiempo (h) CO.%) D.T. C.V.(%) 0,(%) DT. C.V.(%)
0 9,14 1,82 19,95 9,12 253 27,72
12 12,31 1,19 9,69 2,23 1,64 73,63
24 14,13 0,25 1,77 0,00 0,00 0,00
36 13,75 0,71 5,14 0,25 0,46 185,16
48 15,17 2,16 14,24 0,86 1,43 166,89
60 16,30 2,81 17,25 0,00 0,00 0,00
84 19,33 1,17 6,05 0,00 0,00 0,00

108 23,00 1,04 4,50 0,00 0,00 0,00
132 23,13 0,64 2,77 0,00 0,00 0,00
156 24,94 2,48 9,96 0,00 0,00 0,00
180 26,63 0,58 2,19 0,00 0,00 0,00
204 27,94 0,62 2,23 0,00 0,00 0,00




Tabla 15. Contenido gaseoso de ensaladas no inoculadas almacenadas a 10°C

Tiempo CO,%) DT. C.V.(%) 0, (%) DT. C.V.(%)
0 9,14 1,82 19,9548 9,12 2,53 27,71
12 13,05 2,67 20,45 3,49 2,68 76,81
24 15,79 3,30 20,90 2,02 2,27 112,33
36 19,57 5,81 29,71 0,62 0,76 121,34
48 22,14 5,82 26,30 0,00 0,00 0,00
60 24,14 5,03 20,85 0,00 0,00 0,00
72 27,61 1,17 4,23 0,00 0,00 0,00
84 26,50 0,50 1,89 0,00 0,00 0,00
96 33,11 2,25 6,79 0,00 0,00 0,00

108 36,13 1,51 433,50 0,00 0,00 0,00
132 33,90 4,89 14,42 0,00 0,00 0,00
156 38,74 4,67 12,05 0,00 0,00 0,00
180 38,17 6,55 17,17 0,00 0,00 0,00
204 42,90 6,56 15,29 0,00 0,00 0,00




Tabla 16. Contenido gaseoso de ensaladas no inoculadas almacenadas a 15°C

Tiempo CO, %) DT. C.V.(%) 0,(%) DT. C.V.(%)
0 9,14 1,82 19,92 9,12 2,53 27,72
12 18,88 1,83 9,68 0,00 0,00 0,00
24 21,88 2,68 12,26 0,00 0,00 0,00
36 29,42 3,32 11,30 0,00 0,00 0,00
48 38,63 1,71 4,42 0,00 0,00 0,00
60 49,69 248 4,99 0,00 0,00 0,00
84 52,67 2,42 4,60 0,00 0,00 0,00

108 52,63 4,31 8,19 0,00 0,00 0,00
132 58,50 0,71 1,21 0,00 0,00 0,00
156 57,00 1,41 2,48 0,00 0,00 0,00
180 60,58 6,08 10,03 0,00 0,00 0,00
204 60,81 10,56 17,36 0,00 0,00 0,00




Tabla 17. Evolucion de las concentraciones de CO,y O, en ensaladas
inoculadas con Leuconostoc mesenteroides

Tiempo 4°C 15°C

(horas) CO,(%) D.T. 0,(%) D.T. CO,(%) D.T. 0, (%) D.T.
0 9,14 1,82 912 2,53 9,14 1,82 912 2,53
12 11,25 1,19 38 1,79 17,13 0,25 0,00 0,00
24 1450 041 0,00 0,00 19,63 048 0,00 0,00
36 1750 091 0,00 0,00 2538 1,03 0,00 0,00
48 17,75 2,90 020 0,23 28,00 2,61 1,18 1,36
60 1525 0,29 0,00 0,00 40,25 0,29 0,00 0,00
84 21,00 4,34 1,03 1,18 46,88 2,46 0,00 0,00
108 26,00 3,76 0,00 0,00 5350 041 0,00 0,00
132 27,38 0,25 0,00 0,00 57,75 5,20 0,00 0,00
156 26,25 0,29 0,00 0,00 61,75 5,20 0,00 0,00
180 34,13 5,65 0,00 0,00 62,75 0,29 0,00 0,00
204 32,38 0,48 0,00 0,00 60,00 1,47 0,00 0,00




Tabla 18. Evolucion de las concentraciones de CO, y O, en ensaladas

inoculadas con Pseudomonas fluorescens

Tiempo 4°C 15°C

(horas) CO,(%) D.T. 0, (%) D.T. CO,(%) D.T. O,(%) D.T.
0 9,14 1,82 912 2,53 9,14 1,82 912 253
12 10,88 048 6,23 1,32 22,13 1,03 0,00 0,00
24 13,38 1,03 275 121 25,88 0,48 0,00 0,00
36 16,75 0,87 0,00 0,00 32,13 0,75 0,00 0,00
48 18,50 0,58 0,00 0,00 3250 1,47 0,00 0,00
60 19,38 048 0,00 0,00 4250 3,34 0,00 0,00
84 2338 0,25 0,00 0,00 50,00 1,73 0,00 0,00
108 26,25 0,29 0,00 0,00 51,13 0,25 0,00 0,00
132 3050 4,04 0,00 0,00 56,00 041 0,00 0,00
156 2850 1,73 0,00 0,00 59,00 2,61 0,00 0,00
180 31,38 0,75 0,00 0,00 5450 1,47 0,00 0,00
204 3225 0,65 0,00 0,00 58,63 0,75 0,00 0,00




Tabla 19. Evolucion de las concentraciones de CO, y O, en ensaladas

inoculadas con Aeromonas hydrophila

Tiempo 4°C 15°C

(horas) CO,(%) D.T. 0,(%) D.T. CO,(%) D.T. 0, (%) D.T.
0 9,14 1,82 912 2,53 9,14 1,82 912 2,53
12 9,85 1,78 6,87 3,75 18,63 048 0,00 0,00
24 11,38 0,48 393 034 2313 0,75 0,18 0,21
36 14,15 1,13 0,88 0,98 28,13 3,33 0,10 0,12
48 16,25 0,65 0,00 0,00 32,50 1,47 0,00 0,00
60 1590 2,40 0,00 0,00 40,63 0,75 0,00 0,00
84 19,35 0,67 0,00 0,00 4925 1,44 0,00 0,00
108 2345 101 0,01 0,03 58,13 2,17 0,00 0,00
132 27,45 1,94 0,00 0,00 58,25 2,63 0,00 0,00
156 26,80 1,42 0,00 0,00 61,88 1,89 0,00 0,00
180 2825 2,97 0,00 0,00 - - - -
204 32,70 2,46 0,00 0,00 70,50 6,07 0,00 0,00




Tabla 20. Andlissde varianza de dioxido de carbono duranted almacenamiento
de ensaladas a diferentes temperaturas

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 73041,53 1 73041,53 2044,13 < 0.0001
tipo 47,50 1 47,50 1,33 0,249
FACTOR PRINCIPAL.:
temperatura 64736,43 2 32368,21 905,85 < 0.0001
ERROR 25512,94 714 35,73

TOTAL 161822,27 718




Tabla 21. Andlisis de varianza de dioxido de carbono de ensaladas no inoculadas e inoculadas

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios

COVARIANTE:
tiempo 74592,13 1 74592,13 1891,94 < 0.0001
temperatura 62060,90 1 62060,90 1574,10 < 0.0001
FACTOR PRINCIPAL:
tipo 2537,21 3 845,74 21,45 < 0.0001
ERROR 28110,87 713 39,43
TOTAL 161822,27 718




Tabla 22. Evolucion del pH durante el almacenamiento de ensaladas a diferentes temper aturas

Tiempo 4°C 10°C 15°C
(horas) pH D.T. pH D.T. pH D.T.
0 5,80 0,25 5,80 0,25 5,80 0,25
12 5,88 0,03 5,98 0,11 5,98 0,03
24 5,92 0,03 6,13 0,11 6,11 0,01
36 6,10 0,04 6,13 0,08 5,63 0,28
48 5,86 0,02 5,99 0,09 5,67 0,14
60 5,86 0,03 6,03 0,09 4,89 0,34
84 - - 6,28 0,08 - -
108 6,29 0,09 6,21 0,03 4,28 0,11
132 6,37 0,03 6,21 0,03 4,20 0,01
156 6,12 0,02 6,14 0,13 4,00 0,05
180 6,27 0,01 6,03 0,29 4,39 0,55
204 6,28 0,07 5,93 0,24 3,91 0,02




Tabla 23. Analisis de varianza de la evolucion del pH en ensaladas almacenadas a difer entes temper aturas

Fuente de variacion Suma de Gradosde Cuadrados F p
Cuadrados Libertad Medios
COVARIANTE:
tiempo 2,38 1 2,38 13,08 0,0004
FACTOR PRINCIPAL:
temperatura 43,19 2 21,60 118,54 < 0.0001
ERROR 27,33 150 0,18

TOTAL 73,86 153




Tabla 24. Valores delos atributos sensoriales analizados en la ensaladas
durante su almacenamiento a diferentes temperaturas

Tiempo 4°C Media 15°C Media

(horas) C P T H C P T H
12 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
24 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
36 4 4 4 4 4 4 4 4 3 4
48 4 4 4 3 4 4 4 4 2 4
60 3 4 4 3 4 2 4 4 2 3
84 3 4 4 3 4 2 2 2 1 2
108 2 4 4 3 3 2 2 2 1 2
132 2 4 4 3 3 2 4 2 2 2
156 1 2 4 3 2 1 4 1 1 2
180 1 4 4 2 3 1 4 2 1 2
204 2 4 4 2 3 1 4 2 1 2

C=color; P= pardeamiento; T= texturay H=hinchazén del envase



Tabla 25. Corrédaciones por rangos de Spear man de las car acter isticas or ganolépticas

tiempo tipo temp C P T H 6(0) (0]
tiempo 18 0,0147 -0,0104 -0,863 -0,2198 -0,4487  -0,6851 0,6973 -0,3314
[378]° [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
1° 0,7747 0,8393 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
tipo 0,0147 1 -0,0111 0,0588 0,0057 -0,0122  -0,0389 0,0291 -0,0403
[378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
0,7747 1 0,8297 0,2533 0,9116 0,8129 0,4499 0,5716 0,4334
temp -0,0104 -0,0111 1 -0,1478 -0,1679  -0,6169  -0,4549 0,6478 -0,2706
[378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
0,8393 0,8297 1 0,0041 0,0011 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
C -0,863 0,0588 -0,1478 1 0,2544 0,597 0,6946 -0,7172 0,3094
[378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
<0.0001 0,2533 0,0041 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
P -0,2198 0,0057 -0,1679 0,2544 1 0,4076 0,3864 -0,301 0,0878
[378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [379] [378]
<0.0001 09116 0,0011 <0.0001 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,0884
T -0,4487  -0,0122 -0,6169 0,597 0,4076 1 0,7093 -0,7759 0,2269
[378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
<0.0001 08129 <0.0001 <0.0001 <0.0001 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001
H -0,6851  -0,0389  -0,4549 0,6946 0,3864 0,7093 1 -0,8278 0,3003
[378] [379] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
<0.0001 04499 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 1 <0.0001 <0.0001
CcO 0,6973 0,0291 0,6478 -0,7172 -0,301 -0,7759  -0,8278 1 -0,4327
[378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
<0.0001 05716 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 1 <0.0001
@) -0,3314  -0,0403 -0,2706 0,304 0,0878 0,2269 0,3003 -0,4327 1
[378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378] [378]
<0.0001 04334 <0.0001 <0.0001 0,0884 <0.0001 <0.0001 <0.0001 1

2 Coeficiente® (nimero de muestras) © nivel de significacion
C=color; P= pardeamiento; T= texturay H=hinchazon del envase



Tabla 26. Valores observadosy predictivos de bacterias psicrotrofasa 4°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) logl0 In In log10
0 5,03 11,58 12,13 5,27
12 5,66 13,04 12,83 557
24 6,15 14,17 13,49 5,86
36 6,15 14,17 14,09 6,12
48 6,19 14,25 14,58 6,33
60 6,48 14,92 14,95 6,49
84 6,42 14,78 15,32 6,65
108 6,51 14,98 15,43 6,70
132 6,64 15,29 15,46 6,71
156 6,40 14,74 15,46 6,71
180 7,06 16,26 15,46 6,71
204 7,17 16,5 15,47 6,72

Tabla 27. Parametros estimados de bacterias psicrotrofas a 4°C

Par &metros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95% ) superior (95%)

nmax (h ™) 0,061 0,020 0,017 0,106

ymax (In N) 15,465 0,279 14,834 16,097

t. duplicacion (h) 11,287 3,623 3,092 19,482

RMSE (del LN de ufc)= 0.64



Tabla 30. Valores observadosy predictivos de bacterias psicrotrofasa 15°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos

(horas) log10 In In log10
0 5,61 12,92 13,1 5,69
12 6,48 14,93 14,54 6,31
24 6,74 15,52 15,84 6,88
36 7,39 17,02 16,78 7,29
48 7,34 16,90 17,22 7,48
60 7,56 17,42 17,35 7,54
72 7,58 17,45 17,38 7,55
84 7,58 17,44 17,39 7,55

Tabla 31. Pardmetros estimados de bacterias psicrotrofasa 15°C

Par&metros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)

nmax (h™) 0,124 0,017 0,080 0,167

ymax (In N) 17,392 0,170 16,955 17,830

t. duplicacion (h) 5,610 0,762 3,651 7,568

RMSE (del LN de ufc)=0.30



Tabla 34. Valores observadosy predictivos de bacterias acidolacticas a 10°C

Tiempo Valor es observados Valores predictivos
(horas) logl0 In In log10
0 2,62 6,03 6,02 2,61
12 3,11 7,16 7,14 3,10
24 3,71 8,54 9,02 3,92
36 5,08 11,69 11,07 4,81
48 5,69 13,11 13,01 5,65
60 5,96 13,72 14,30 6,21
72 6,15 14,16 14,68 6,38
84 6,51 14,98 14,74 6,40
108 6,32 14,54 14,75 6,41
132 6,75 15,53 14,75 6,41

Tabla 35. Parametros estimados de bacterias acidolacticas a 10°C

Par ametros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)

nmax (h™) 0,176 0,027 0,110 0,241

ymax (In N) 1,247 1,212 -1,735 4,228

ho 14,747 0,285 14,045 15,449

t. duplicacion (h) 3,947 0,602 2,467 5,428

RMSE (del LN de ufc)= 0.57



Tabla 38. Valoresobservadosy predictivos de Aeromonas hydrophila a 4°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) log10 In In log10
0 2,85 6,57 5,65 2,45
12 2,62 6,03 5,76 2,50
24 2,50 5,76 5,86 2,54
36 2,23 5,13 5,97 2,59
48 2,54 5,84 6,07 2,64
60 2,45 5,65 6,18 2,68
84 2,43 5,59 6,39 2,78
108 2,95 6,80 6,60 2,87
132 3,52 8,10 6,82 2,96
156 3,12 7,20 7,03 3,05
180 3,31 7,62 7,24 3,14
204 2,93 6,74 7,45 3,24

Tabla 39. Parametros estimados de Aeromonas hydrophila a 4°C

Parametros L imites de confianza
estimados Estimacién Error estandar inferior (95%) superior (95%)
nmax (h ™) 0,009 0,003 0,002 0,016

t. duplicacion (h) 78,452 27,624 17,016 139,889

RMSE (del LN de ufc)=0.71



Tabla 42. Valores observadosy predictivos de Leuconostoc mesenteroides
inoculados a 15°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) log10 In In log10
0 3,27 7,54 7,91 3,44
12 521 11,99 11,10 4,82
24 5,82 13,41 14,15 6,15
36 7,20 16,59 15,96 6,93
48 7,05 16,24 16,19 7,03
60 6,52 15,00 16,21 7,04
84 7,06 16,25 16,21 7,04
108 7,18 16,52 16,21 7,04
132 7,05 16,24 16,21 7,04
156 7,21 16,60 16,21 7,04
180 7,17 16,50 16,21 7,04
204 6,9 15,88 16,21 7,04

Tabla 43. Par ametros estimados de Leuconostoc mesenteroides
inoculados a 15°C

Par&metros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)

nmax (h™) 0,266 0,039 0,177 0,354

ymax (In N) 16,206 0,223 15,700 16,711

t. duplicacion (h) 2,608 0,384 1,740 3,476

RMSE (del LN de ufc)= 0.65



Tabla 46. Valores observadosy predictivos de Leuconostoc mesenteroides
no inoculado a 15°C

Tiempo Valor es observados Valores predictivos
(horas) log10 In In log10
0 2,98 6,86 7,49 3,25
12 5,27 12,13 10,85 471
24 5,73 13,19 14 6,08
36 6,74 15,52 15,45 6,71
48 6,47 14,9 15,58 6,77
72 6,72 15,47 15,58 6,77
96 6,82 15,71 15,58 6,77
120 6,77 15,58 15,58 6,77
144 7,07 16,28 15,58 6,77
168 6,87 15,83 15,58 6,77
192 6,68 15,38 15,58 6,77

Tabla 47. Parametros estimados de Leuconostoc mesenteroides no inoculado

al5°C
Parametros L imites de confianza
estimados Estimacién Error estandar inferior (95% ) superior (95%)
nmax (h™) 0,281 0,045 0,177 0,384
ymax (In N) 15,581 0,247 15,009 16,152
t. duplicacion (h) 2,471 0,395 1,558 3,383

RMSE (del LN de ufc)= 0.68



Tabla 28. Valores observados y predictivos de bacterias psicrotrofasa 10°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) log10 In In log10
0 4,82 11,1 12,07 5,24
12 5,93 13,66 13,14 571
24 6,47 14,9 14,2 6,17
36 6,71 15,45 15,23 6,61
48 7,05 16,24 16,16 7,02
60 7,08 16,3 16,9 7,34
72 7,43 17,12 17,37 7,54
84 7,45 17,15 17,6 7,64
108 7,44 17,14 17,72 7,70
132 7,83 18,03 17,74 7,70
156 8,03 18,48 17,74 7,70
180 8,11 18,68 17,74 7,70
204 7,42 17,09 17,74 7,70

Tabla 29. Parametros estimados de bacterias psicrotrofasa 10°C

Parametros L imites de confianza
estimados Estimacién Error estandar inferior (95%) superior (95%)

nmax (h ™) 0,090 0,016 0,054 0,126

ymax (InN) 17,740 0,286 17,104 18,375

t. duplicacion (h) 7,702 1,403 4,583 10,822

RMSE (del LN de ufc)= 0.68



Tabla 32. Valores observadosy predictivos de bacterias acidolacticas a 4°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) log10 In In log10
0 2,85 6,56 6,69 2,91
12 3,06 7,03 7,11 3,09
24 3,21 7,40 7,52 3,27
36 3,61 8,31 7,94 3,45
48 3,61 8,30 8,35 3,63
60 3,79 8,73 8,77 3,81
84 4,25 9,79 9,60 4,17
108 4,61 10,60 10,43 4,53
132 4,85 11,18 11,26 4,89
156 5,05 11,62 12,09 5,25
180 572 13,18 12,93 5,62
204 5,98 13,76 13,76 5,98

Tabla 33. Parametros estimados de bacterias acidolacticas a 4°C

Par&metros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)
nmax (h™) 0,035 0,001 0,032 0,037

t duplicagion () 20024 0,587 18,708 21,320

RMSE (del LN de ufc)= 0.23



Tabla 36. Valoresobservadosy predictivos de bacterias acidolacticas a 15°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) logl0 In In log10
0 3,05 7,03 7,31 3,17
12 4,02 9,27 9,31 4,04
24 5,02 11,56 11,32 4,92
36 6,03 13,90 13,32 5,78
48 6,46 14,87 15,26 6,63
60 7,25 16,69 16,87 7,33
84 7,50 17,27 17,81 7,73
72 7,64 17,59 17,64 7,66
108 7,86 18,09 17,84 7,75
132 7,83 18,02 17,84 7,75
156 7,82 18,00 17,84 7,75
180 7,82 18,00 17,84 7,75
204 7,71 17,76 17,84 7,75

Tabla 37. Parametros estimados de bacterias acidolacticas a 15°C

Par ametros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)

nmax (h™) 0,167 0,008 0,150 0,184

ymax (InN) 17,843 0,130 17,553 18,132

t. duplicacion (h) 4,144 0,190 3,721 4,568

RMSE (del LN de ufc)=0.33



Tabla 40. Valores observadosy predictivos de Leuconostoc mesenteroides
inoculados a 4°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) logl0 In In log10
0 3,27 7,54 7,76 3,37
12 4,48 10,32 9,9 4,30
24 5,00 11,51 11,72 5,09
36 5,37 12,37 12,59 5,47
48 5,54 12,76 12,76 5,54
60 5,45 12,55 12,78 5,55
84 5,50 12,66 12,78 5,55
108 5,41 12,45 12,78 5,55
132 5,83 13,43 12,78 5,55
156 5,45 12,54 12,78 5,55
180 5,48 12,62 12,78 5,55
204 5,84 13,45 12,78 5,55

Tabla 41. Par ametr os estimados de Leuconostoc mesenteroides inoculado

a4°C
Par&metros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)
nmax (h™) 0,183 0,028 0,118 0,247
ymax (In N) 12,783 0,138 12,470 13,096
t. duplicacion (h) 3,797 0,589 2,464 5,129

RMSE (del LN de ufc)= 0.40



Tabla 44. Valores observadosy predictivos de Leuconostoc mesenteroides
no inoculado a 4°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) log10 In In log10
0 3,81 8,76 8,75 3,80
12 4,59 10,57 10,64 4,62
24 4,96 11,42 11,27 4,89
36 5,07 11,68 11,34 4,92
48 4,92 11,34 11,35 4,93
72 4,7 10,82 11,35 4,93
96 4,84 11,13 11,35 4,93
120 4,84 11,13 11,35 4,93
144 4,97 11,44 11,35 4,93
168 5,01 11,55 11,35 4,93
192 5,04 11,6 11,35 4,93

Tabla 45. Par ametr os estimados de L euconostoc mesenteroides no inoculado

a4°C
Parametros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)
nmax (h ™) 0,207 0,051 0,089 0,325
ymax (In N) 11,350 0,096 11,128 11,573
t. duplicacion (h) 3,348 0,826 1,440 5,255

RMSE (del LN de ufc)= 0.28



Tabla 48. Valores observadosy predictivos de Listeria monocytogenes a 4°C

Tiempo Valores observados Valores predictivos
(horas) logl0 In In log10
0 3,22 7,42 8,4 3,65
12 3,7 8,53 8,44 3,67
24 4,02 9,25 8,48 3,68
36 3,5 8,06 8,52 3,70
48 3.8 8,74 8,56 3,72
60 3,79 8,72 8,6 3,73
108 3,65 841 8,75 3,80
132 4,03 9,27 8,83 3,83
156 3,99 9,19 8,9 3,87
180 4,15 9,56 8,98 3,90
204 3,88 8,93 9,06 3,93
300 3,83 8,82 9,37 4,07

Tabla 49. Parametros estimados de Listeria monocytogenes a 4°C

Par&metros L imites de confianza
estimados Estimacion Error estandar inferior (95%) superior (95%)
mmax (h™) 0,003 0,002 -0,001 0,007

t. duplicacion (h) 216,436 118,904 -48,006 480,879

RMSE (del LN de ufc)=0.54



Tabla 50. Valores observados y predictivos de Aeromonas hydrophila
en ensaladas almacenadas a 15°C

Tiempo Valores Valores Valores
(horas) observados predictivos predictivos por

(logip N) Dmodel (loglO N) Inactivacion lineal

0 6,64 7,29 7,29

6 - 7,28 7,29
12 7,89 7,27 7,73
18 - 7,24 7,50
24 7,39 7,18 7,27
30 - 7,06 7,04
36 7 6,88 6,81
42 - 6,63 6,58
48 5,97 6,33 6,35
54 - 6,01 6,13
60 - 5,67 5,90
66 - 5,34 5,67
72 5,07 5,02 5,44
78 - 4,73 5,21
84 ; 4,49 4,98
90 - 4,32 4,75
%6 4,54 4,22 4,53
102 - 4,17 4,30
108 - 4,14 4,07
114 4,13 3,84

120 3,88 4,13 3,61




Tabla 51. Valores observados y predictivos de Pseudomonas fluorescens
inoculado en ensaladas almacenadas a 4°C

Tiempo  Valores Tiempo de Valores Valores
(horas) observados prediccion predictivos predictivos por
(logyo N) (horas) Dmodel (log;oN) Inactivacion lineal
0 8,82 0 8,82 8,41

12 7,76 9,6 7,88 8,05

24 7,25 19,2 7,46 7,69

36 6,94 28,8 7,13 7,34

48 6,62 38,4 6,84 6,98

72 5,91 48 6,57 6,62

96 5,93 57,6 6,33 6,26

120 5,36 67,2 6,12 5,90

144 5,36 96 571 -

168 5,64 144 5,58 -

192 5,84 192 5,58 -




Tabla 53. Valores observados y predictivos de Pseudomonas fluorescens
no inoculado en ensaladas almacenadas a 4°C

Tiempo  Valores Tiempo de Valores Valores
(horas) observados prediccion predictivos predictivos por
(logyo N) (horas) Dmodel (log;oN) Inactivacion lineal
0 6,00 0 6,24 6,23
12 6,55 9,6 6,24 6,21
24 6,63 19,2 6,24 6,18
36 5,79 28,8 6,22 6,16
48 5,98 48 6,05 6,10
72 5,87 76,8 5,85 6,03
96 571 96 5,85 5,97
120 5,65 124,8 5,85 5,90
144 5,90 144 5,85 5,85
168 571 163,2 5,85 5,79

192 5,95 192 5,85 5,72




Tabla 52. Valores observados y predictivos de Pseudomonas fluorescens
inoculado en ensaladas almacenadas a 15°C

Tiempo Valores Tiempo de Valores Valores
(horas)  observados prediccion predictivos predictivos por
(logio N) (horas) Dmoded (log;oN) Inactivacion lineal

0 9,55 0 9,55 -

12 7,66 14,4 7,37 10,94

24 6,77 24 6,95 10,61

36 6,43 38,4 6,43 10,13

48 6,20 48 6,12 9,80

72 5,54 72 5,50 8,99

96 5,19 96 5,22 8,18




Tabla 54. Valores observadosy predictivos de Pseudomonas fluorescens
no inoculado en ensaladas almacenadas a 15°C

Tiempo Valores Tiempo de Valores Valores
(horas)  observados prediccion predictivos predictivos por
(log;o N) (horas) Dmodel (log;pN) Inactivacion lineal
0 6,17 0 6,34 6,53

12 6,57 14,4 6,32 6,53

24 6,49 28,8 6,2 6,53

36 5,61 36 6,05 5,81

48 5,52 50,4 5,53 521

72 4,85 72 4,47 4,30

96 3,31 93,6 3,36 3,39

120 1,82 122,4 2,02 2,19

144 1,67 144 1,58 1,28

168 ND

192 ND

ND, no se detectaron



Tabla 55. Valores de prediccion del tiempo de vida media (hor as)
en funcion de la temper atura de almacenamiento como tiempo necesario

para alcanzar € nivel 10° ufc/g de bacterias psicrotrofasy acidolacticas
y la pérdida de las car acter isticas dptimas sensoriales

T°K Sensorial Psicrotrofos BAL
277 202 35 209
278 186 30 179
279 172 26 154
280 159 22 133
281 146 19 114
282 135 17 98
283 124 14 84
284 115 12 73
285 106 11 62
286 98 9 54
287 90 8 46
288 83 7 40




Tabla 56. Valores predictivos de mmax de bacterias acidolacticas (BAL ), psicrotrofas, Leuconostoc,
Pseudomonas y Aeromonas, a diferentestemperaturas

T°K T°C BAL Psicrotrofas  Leuconostoc  Pseudomonas Aeromonas
277 4 0,052 0,060 0,226 -0,068 0,000
278 5 0,062 0,065 0,234 -0,068 -0,013
279 6 0,073 0,070 0,242 -0,069 -0,027
280 7 0,084 0,075 0,250 -0,070 -0,040
281 8 0,097 0,080 0,258 -0,071 -0,053
282 9 0,110 0,086 0,266 -0,072 -0,066
283 10 0,125 0,091 0,274 -0,073 -0,079
284 11 0,140 0,097 0,283 -0,074 -0,093
285 12 0,156 0,103 0,291 -0,075 -0,106
286 13 0,173 0,109 0,300 -0,076 -0,119
287 14 0,191 0,115 0,309 -0,077 -0,132

288 15 0,209 0,122 0,318 -0,077 -0,145
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