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RESUMEN
Para evaluar la capacidad del cultivo iniciador Lactobacillus
acidophilus LA16 de inhibir el crecimiento de Escherichia
coli spp. y Staphylococcus aureus en un embutido fermen-
tado, se inocularon los patógenos en sistema cárnico mode-
lo y en embutido tipo chorizo. Se cuantificó cada patógeno y
se evaluaron cuatro modelos de inactivación para obtener el
de mejor ajuste. Para validarlo, se prepararon diferentes va-
riantes de chorizo con y sin cultivo iniciador. Los patógenos
se inocularon a concentración inicial de 103 UFC/g y el culti-
vo iniciador a 104 UFC/g. La reducción de 2,5 log UFC/g
observada en los patógenos ocurrió entre los tres y seis días
para las variantes con L. acidophilus adicionado y entre los
siete y ocho días para las variantes sin cultivo iniciador. Para
el chorizo, este comportamiento fue descrito por el modelo
bifásico que podría ser empleado para cuantificar E. coli y S.
aureus.
Palabras clave: cultivo iniciador, patógenos, chorizo, mode-
los de inactivación no térmica.

ABSTRACT
Pathogens quantification in sausage with starter
culture
To evaluate the ability of Lactobacillus acidophilus LA16
as starter to inhibit the growth of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus in a fermented sausage, the
pathogens were inoculated in the model meat system and in
chorizo. Each pathogen was quantified and four inactivation
models were evaluated to obtain the best fit. To validate the
model, different variants of chorizo were prepared with or
without starter. Pathogens were inoculated at concentration
of 103 UFC/g CFU/g and the starter culture at 104 UFC/g
CFU/g. The reduction of 2.5 log CFU/g observed in the
pathogens occurred between three and six days for the
variants with L. acidophilus and between seven and eight
days for the variants without starter. This behavior was
described by the biphasic model and it could be used to
quantify Escherichia coli and S. aureus in chorizo.
Keywords: starter, pathogens, fermented sausage chorizo
type, modeling non- thermal inactivation.
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INTRODUCCIÓN

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)
siguen siendo un grave problema de salud a pesar de
las medidas de control adoptadas durante la produc-
ción de alimentos (1, 2). La mayoría de los brotes de
ETA reportados en los últimos años fueron causados
por agentes bacterianos como Escherichia coli (2). Por
otro lado, los productos cárnicos ocupan un importante
papel (3, 4). Aunque los embutidos fermentados poseen
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bajo riesgo sanitario debido a sus características físico-
químicas (5), E. coli o Staphylococcus aureus pue-
den sobrevivir (6–9). Tanto los organismos internaciona-
les como la legislación cubana, exigen ausencia de Listeria
monocytogenes y Salmonella spp, Escherichia coli
0157:H7, así como recuentos de Staphyococcus aureus
y de coliformes menores a 102 UFC/g (8-10). Las
bacterias ácido-lácticas (BAL) constituyen uno de los
grupos predominantes de la microbiota de embutidos
fermentados (10, 13). Las BAL (como Lactobacillus
acidophilus) son reconocidos generalmente como se-
guros (GRAS) por la FDA (14) y han demostrado su
eficacia para inhibir el crecimiento de patógenos (13,
15–17) debido al antagonismo asociado con la produc-
ción de metabolitos antimicrobianos (18).

Se han desarrollado modelos matemáticos que estiman
el crecimiento o la inactivación de microorganismos en
función de factores ambientales (8, 9, 19). En el caso
de los embutidos fermentados, los modelos han permi-
tido cuantificar el efecto inhibitorio de la microbiota
fermentativa sobre microorganismos patógenos (20).
Sin embargo, estos modelos utilizan datos ya existentes
en la literatura, estimando los parámetros de interés.
En este sentido, se necesita más información cuantita-
tiva que permita estimar in situ el comportamiento de
la microbiota durante la fermentación. El objetivo del
trabajo fue evaluar la capacidad del cultivo iniciador
Lactobacillus acidophilus LA16 de inhibir el creci-
miento de patógenos Escherichia coli y
Staphylococcus aureus en un sistema modelo y en
chorizo crudo fermentado y cuantificarlo, en ambos sis-
temas, mediante modelos matemáticos.

MATERIALES Y MÉTODOS

L. acidophilus LA16 se recibió del banco de cepas
del IIIA mientras que E. coli ATCC 25922 y S. aureus
ATCC 25923 se recibieron del banco de cepas del Cen-
tro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB, La
Habana). Se prepararon en caldo triptona soya (TSB)
y se incubaron durante 48 h a 30 °C (21).

Con el fin de imitar la concentración de nutrientes y
aditivos de un embutido fermentado, se preparó el cal-
do SB, rico en nutrientes y su pH se ajustó a 5 (15). Se
prepararon 500 mL de SB que se esterilizaron por filtra-
ción (acetato de celulosa, 0,22 µm) y se dispensaron en
cinco frascos estériles con tapa plástica de rosca. Se
tomaron 10 mL de cada microorganismo (concentración

de 104 UFC/mL) previamente crecido en caldo TSB que
se inocularon en caldo SB para preparar cinco variantes
con E. coli, S. aureus, L. acidophilus, E. coli + L.
acidophilus y S. aureus + L. acidophilus. Se incu-
baron a 18 ± 2 °C durante 48 h. A diferentes tiempos
(0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 y 48 h) realizaron los conteos
microbianos. Los datos del crecimiento para los tres
microorganismos se ajustaron mediante la ecuación
modificada de Gompertz (22) (Tabla 1). A partir de la
estimación de los parámetros, realizadas por el modelo,
se estimó la tasa máxima de crecimiento (µmax) (h-1),
la duración de la fase de latencia (LPD) (h), el tiempo
de generación (tg) (h), la tasa de crecimiento
exponencial (TCE) y la Nmax (log UFC/mL) para cada
microorganismo, empleando las ecuaciones (2, 3, 4, 5
y 6) (e = 2,7182). Para evaluar la inhibición de los
patógenos en estudio por L. acidophilus se ajustaron
los datos experimentales mediante el modelo logarítmico
lineal, de Weibull, bifásico y el lineal con cola (Tabla 1).

Para evaluar el efecto inhibidor del cultivo iniciador
sobre el desarrollo de E. coli y St. aureus se elabora-
ron dos tipos de chorizo, uno con el cultivo iniciador L.
acidophilus y otro sin cultivo iniciador para promover
la fermentación espontánea de las BAL. Se utilizaron
formulaciones desarrolladas en trabajos anteriores (21)
y se prepararon los inóculos de St. aureus, de E. coli y
de L. acidophilus que se mezclaron, asépticamente
con la masa de chorizo. Se inocularon 103 UFC/g de
los patógenos y 104 UFC/g del cultivo iniciador. Se pre-
pararon seis variantes: chorizo con cultivo iniciador,
chorizo con cultivo iniciador + E. coli, chorizo con cul-
tivo iniciador + S. aureus, chorizo sin cultivo iniciador,
chorizo sin cultivo iniciador + E. coli y chorizo sin culti-
vo iniciador + S. aureus. Cada masa se dejó macerar
por 24 h, para volver a mezclar por 10 min. El proceso
de fermentación se hizo durante 30 días (T = 18 ± 2 °C;
HR = 80 ± 5 %), en condiciones artesanales. Se eva-
luó la calidad microbiológica de cada chorizo (12) y se
realizaron conteos de Lactobacillus sp (Agar MRS,
37 °C, 72 h) (9). Para estimar la inactivación de cada
patógeno en el chorizo se eligió el modelo de mejor
ajuste (Tabla 1).

Todos los datos experimentales se ajustaron para pre-
decir el comportamiento de cada patógeno mediante
regresión no lineal, utilizando el complemento GInaFiT
v1.7 de Microsoft Excel 2016 (23). Se tomó 95 % de
intervalo de confianza y los índices estadísticos usados
para comparar los modelos de inactivación fueron la
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suma del error al cuadrado (SSE), raíz del error
cuadrático medio (RMSE), R2, el factor de sesgo (FS)
y el factor de exactitud (FE).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los valores experimentales del recuento de cada mi-
croorganismo en SB medio a 30 °C, así como los re-
cuentos ajustados por la ecuación de Gompertz, mues-
tran que los tres microrganismos (L. acidophilus, S.
aureus y E. coli) se adaptaron rápidamente a las con-
diciones de pH = 5 y 18 °C (Fig 1). Tanto E. coli como
S. aureus comenzaron su fase exponencial después
de 9 h de incubación mientras que L. acidophilus lo
logró después de las 12 h. Además, las concentraciones
máximas obtenidas a las 48 h para los tres
microorganismos fueron de 107 UFC/mL. La ecuación
modificada de Gompertz ajustó el crecimiento para los
tres con R2 fue de 0,99 y error estándar entre 0,09 y 0,12
(Tabla 2). Los conteos iniciales de los microrganismos

(No) se estimaron en el orden de tres unidades log,
mientras que la tasa relativa de crecimiento (B) fueron
de 0,37 y 0,38 h-1 para E. coli y S. aureus, respectiva-
mente, y más baja para L. acidophilus (0,33 h-1), valor
que está íntimamente relacionado con la velocidad de
crecimiento. Por otra parte, la duración de la fase de
latencia (M) se estimó entre 15 y 16 h para E. coli y S
aureus mientras que L. acidophilus se demora mu-
cho más en adaptarse al medio (18 h).

La velocidad máxima de crecimiento en el sistema
cárnico modelo muestra que, independientemente de
la cepa, los tres alcanzaron 107 UFC/g a las 48 h, lo
cual fue estimado correctamente por el modelo. L.
acidophilus es una cepa termófila y homofermentativa,
usa la vía Emden–Meyerhoff para la obtención de ener-
gía y solo tiene como balance dos moléculas de ATP (24),
por lo cual su crecimiento es lento en comparación con
E. coli y S. aureus. Con relación al resto de los
parámetros, se observa que tanto E. coli como S.

Modelos para estimar los 
parámetros de crecimiento Ecuación Modelos de inactivación Ecuación N(t)  =  No +  C ∗e −𝑒(𝐵∗(𝑡−𝑀 )     (1) 

Logarítmico 
lineal 

𝑁𝑡 = 𝑁𝑜 𝑥 𝑒−𝑘𝑚𝑎𝑥  𝑥 𝑡  
(7) µ𝑚𝑎𝑥 (ℎ−1) = (𝐵 𝑥 𝐶)𝑒  (2) Weibull 𝑁𝑡 = 𝑁𝑜 𝑥 10− 𝑡𝛿 𝑝

 (8) 𝐿𝑃𝐷 (ℎ) = 𝑀 − 1𝐵    
     
  

(3) 

Bifásico 𝑁𝑡= 𝑁𝑜+ 𝑙𝑜𝑔10 𝑓 𝑥 𝑒𝑘𝑚𝑎𝑥 1 𝑥 𝑡+ (1 − 𝑓) 𝑥 𝑒−𝑘𝑚𝑎𝑥 2 𝑥 𝑡  

(9) 

𝑡𝑔 (ℎ) = log 𝑒𝑁𝑜 𝑥 𝐵 (4) 
Lineal con 

cola 
𝑁𝑡 = (𝑁𝑜 −𝑁𝑟𝑒𝑠) 𝑥 𝑒−𝑘𝑚𝑎𝑥  𝑥 𝑡 +Nre

s 
(10) 

𝑇𝐶𝐸 (ℎ−1) = 𝑁𝑜 𝑥 𝐵𝑒  (5)    𝑁𝑚𝑎𝑥=No + C  
    (6)    N(t) (log UFC/mL): log de los recuentos microbianos obtenidos para cualquier tiempo (t); No: recuento inicial (log 

UFC/mL); B: tasa relativa de crecimiento máximo (h-1); M: tiempo al cual el rango de crecimiento es máximo (h), 
µmax: tasa máxima de crecimiento (h-1), LPD: duración de la fase de latencia (h), tg: tiempo de generación (h), TCE: 
tasa de crecimiento exponencial, Nmax: concentración máxima de crecimiento (log UFC/mL), e = 2,7182, kmax 
constante cinética (h -1), δ es el tiempo en que disminuye una unidad logarítmica el crecimiento, p es un factor de 
forma, f es la fracción de la población inicial en la mayoría de la población, 1-f es la fracción de la población en la 
subpoblación, kmax1 y kmax2 (h) son las tasas de inactivación de la mayoría de la población y de la subpoblación, 
Nres es la población resistente (cola) (log UFC/g). 

Tabla 1. Ecuación modificada de Gompertz y modelos empleados para estimar los datos de creci-
miento e inactivación de microorganismos
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aureus poseen una alta µmax (0,58 y 0,50 h-1, respec-
tivamente, lo que podría estar dado porque el medio es
rico en nutrientes (15), así como a que han desarrolla-
do estrategias para su crecimiento en ambientes ad-
versos. Se ha observado que ambos microorganismos
utilizan el mecanismo de quorum sensing en respues-
ta a las fluctuaciones ambientales. Ellas producen y
liberan moléculas-señal llamadas autoinductores que
conducen a una alteración en la expresión génica y,
por supuesto, a su adaptación a diferentes condiciones
como los bajos pH (25). Tanto la duración de la fase
Lag (LDP) como el tiempo de duplicación (tg) son más
bajas para E. coli y S. aureus (13 h y 0,34 h) que para
L. acidophilus (15 h, 0,39 h). Esto podría deberse a
que las especies de Lactobacillus usan la energía adi-
cional obtenida de la fermentación directa de la gluco-
sa para distintas funciones de crecimiento (15), de ahí
su menor velocidad de duplicación. La tasa de creci-
miento exponencial (TCE) es más alta para E. coli y
S. aureus (0,47 y 0,46 h-1, respectivamente) que para L.
acidophilus (0,48 h-1). Independientemente del tiempo,

todos los microorganismos estudiados alcanzan una po-
blación máxima (Nf) de 107 UFC/g. A partir de este valor
el crecimiento se ve limitado, posiblemente por el agota-
miento de los nutrientes presentes en el sistema modelo.

Los datos experimentales de la cinética de inactivación
de E. coli y S. aureus, promovidos por la acción de L.
acidophilus en el sistema cárnico modelo muestran
que ambos microorganismos inhibieron su crecimiento
entre las 36 y las 48 h (Fig. 2). Se ha observado que las
bacterias ácido lácticas pueden ejercer una acción
inhibitoria frente a otros microorganismos como resul-
tado de la competencia por los nutrientes y/o de la pro-
ducción de compuestos antagonistas tales como áci-
dos orgánicos, peróxido de hidrógeno y enzimas (26).
El efecto antimicrobiano de los ácidos orgánicos se
encuentra en la reducción del pH y en la acción de las
moléculas de ácido no disociadas. El ácido láctico es el
ácido orgánico más importante de fermentación BAL
y el grado de la disociación depende del pH. La natu-
raleza lipofílica del ácido no disociado permite que se

  

No B C M µmax LDP tg TCE Nmax 

R2 SE (log 

UFC/mL) 
(h-1) 

(log 

UFC/mL) 
(h) (h-1) (h) (h) (h-1) 

(log 

UFC/mL) 

E. coli 3,47 0,37 4,26 16,41 0,58 13,71 0,34 0,47 7,73 0,99 0,10 

S. aureus 3,32 0,38 3,61 15,23 0,50 12,60 0,34 0,46 6,93 0,99 0,12 

L. acidophilus 3,34 0,33 3,98 18,61 0,48 15,58 0,39 0,41 7,32 0,99 0,09 

Tabla 2. Parámetros del ajuste realizada por el modelo de Gompertz para la curva de crecimiento
de cada microorganismo

Fig. 1. Curva de crecimiento de E. coli, S. aureus y L.acidophilus en sistema cárnico modelo
(30 °C, 48 h).
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Fig. 2. Curva de inactivación de E. coli (A y C) y S. aureus (B y D) por L. acidophilus en sistema
cárnico modelo y ajustes realizados por modelo bifásico y modelo lineal con cola (T = 18 ±   2 °C).

Patógeno 
Tipo de 

modelos 
SSE RMSE R2 FS FE 

No (Log 

UFC/mL) 
kmax δ p 

kmax1/ 

kmax2 

Nres (log 

UFC/mL) 

E. coli Log. lineal 0,20 0,45 0,75 0,96 1,21 3,73 0,11     

Weibull 0,17 0,41 0,81 0,98 1,16 4,12  11,25 0,70   

Bifásico 0,006 0,07 0,99 1 1 3,79    0,32/0,01  

Lineal con cola 0,04 0,21 0,95 1 1,04 4,13 0,19    0,93 

St. aureus Log. lineal 0,31 0,55 0,84 0,94 1,30 3,33 0,10     

Weibull 0,25 0,50 0,88 1 1,21 3,91  10,83 0,63   

Bifásico 0,007 0,08 0,99 1 1 3,55    0,43/0,03  

Lineal con cola 0,06 0,24 0,96 1 1,06 3,95 0,23    0,98 

Tabla 3. Medidas estadísticas y valores de parámetros obtenidos al ajustar 4 modelos usando
GInaFiT para inactivación de E. coli y S. aureus en sistema cárnico modelo
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difunda a través de la membrana celular y colapsar el
gradiente de protones electroquímico. Esto afecta la
permeabilidad de la membrana celular, lo que altera los
sistemas de transporte de sustrato (27).

Los parámetros cinéticos de cada modelo (No, kmax,
δ, p, kmax1, kmax2 y Nres) y los valores estadísticos
se obtuvieron mediante el programa GInaFit (Tabla 4).
Los cuatro modelos ajustaron los datos experimentales
de inactivación de los patógenos E. coli y S. aureus
con factor de sesgo y de exactitud cercanos a uno. La
suma del error al cuadrado (SSE) y RMSE fue fueron
altos para los modelos log-lineal y de Weibull y mucho
menor para los modelos bifásico y lineal con cola que
mostraron mayores coeficientes de determinación por
lo que ajustan los datos y se podrían utilizar para pre-
decir el comportamiento de E. coli y S aureus en un
sistema cárnico. Basado en una comparación esta-
dística de los modelos, el modelo bifásico fue el de
mejor ajuste (R2 = 0,99; RSME < 0,1; FE y FS = 1),
para ambos microorganismos y por esa razón fue ele-
gido para estimar los parámetros cinéticos de la
inactivación de los patógenos en el chorizo.

Basado en las estimaciones del modelo bifásico la ve-
locidad con que L. acidophilus inhibe a E. coli y S.
aureus es de 0,09 h-1 y 0,12 h-1, respectivamente. Una
de las características más importantes que debe tener
un cultivo iniciador es que al agregarlo directamente a
la masa cárnica debe implantarse en el alimento, con-
vertirse en la microbiota dominante de la matriz

alimentaria y dirigir la fermentación para que mejore la
vida útil del producto, la salubridad y aumente su
aceptabilidad (5, 18, 28).  En relación a la viabilidad
del cultivo en la matriz cárnica (Fig. 3) se observan
altos conteos, por encima de seis unidades a los tres
días, de hecho desde su inoculación aumentó en dos
unidades log, lo que significa que L. acidophilus es
capaz de colonizar el sistema compuesto por carne
de cerdo, sales y especias ya que al ser inoculado se
alcanzaron concentraciones finales de entre 6 y 7 log UFC/g.
Incrementos similares obtuvieron otros autores para pro-
ductos como embutidos Cacciatore, Felino y Milano (2,5;
2,0  y 1,5 log UFC/g, respectivamente) (9).

El ajuste realizado por el modelo bifásico para predecir
el comportamiento de cada patógeno en el chorizo tan-
to con cultivo como sin cultivo iniciador fue excelente
(Tabla 3). La cinética de inactivación de E. coli y S.
aureus durante la etapa de maduración secado de la
masa de chorizo (Fig. 3) mostró que cada microorga-
nismo respondió diferente a los cambios ocurridos du-
rante la maduración del producto y en todas las varian-
tes la disminución fue de 2,5 log UFC/g. Esto podría
explicarse porque las bacterias grampositivas son más
resistentes a los procesos dinámicos que ocurren du-
rante la fermentación debido a la composición de su
pared celular (8). La disminución de ambos
microorganismos patógenos ocurrió tanto al emplear L.
acidophilus como cultivo iniciador como cuando du-
rante la maduración espontánea del embutido. Lo distin-
tivo es que cuando no hay cultivo iniciador adicionado la

Fig. 3. Cinética de inactivación de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en chorizo con cultivo
iniciador L. acidophilus (A) y sin cultivo iniciador (B) (T = 18 ± 2 °C, HR = 80 ± 5 %).
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Fig. 4. Ajuste realizado por el modelo bifásico para la cinética de inactivación de E. coli (A y B) y S.
aureus (C y D) en chorizo con cultivo iniciador L. acidophilus (A y C) y sin cultivo iniciador (B y D)

(T = 18 ± 2 °C, HR = 80 ± 5 %).

CONCLUSIONES

El cultivo iniciador Lactobacillus acidophilus LA16
inhibió Escherichia coli y Staphylococcus aureus en sis-
tema modelo y en el chorizo. La ecuación modificada
de Gompertz se ajusta para predecir el comportamien-
to de ambos patógenos en el sistema cárnico modelo y
respondieron de forma diferente a los cambios ocurri-
dos durante la maduración del embutido. El modelo
bifásico fue el que mejor ajustó los datos experimenta-
les obtenidos tanto en el sistema cárnico modelo como
en el chorizo y puede ser empleado para cuantificar E.
coli y S. aureus en un chorizo.

inactivación de ambos microorganismos es más lenta.
Este comportamiento se ha informado por otros auto-
res, observando disminución de los conteos de E. coli
O157:H7 de 102 UFC/g durante el proceso de fermen-
tación-secado de embutidos fermentados sin la adición
de cultivos iniciadores mientras que al inocular cultivos
iniciadores como L. rhamnosus la disminución es de
105 UFC/g (15). Por otro lado, el ajuste realizado por
el modelo bifásico fue excelente tanto para describir el
comportamiento de ambos microorganismos en chori-
zo con cultivo iniciador como sin cultivo iniciador (Fig.
4), por lo cual puede ser empleado para cuantificar la
concentración E. coli y S. aureus en chorizo.
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