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RESUMEN

Para evaluar la capacidad del cultivo iniciador Lactobacillus
acidophilus LA 16 de inhibir el crecimiento de Escherichia
coli spp. y Staphylococcus aureus en un embutido fermen-
tado, se inocularon los patdgenos en sistema carnico mode-
lo y en embutido tipo chorizo. Se cuantificé cada patogeno y
se evaluaron cuatro modelos de inactivacion para obtener el
de mejor ajuste. Para validarlo, se prepararon diferentes va-
riantes de chorizo con y sin cultivo iniciador. Los patéogenos
se inocularon a concentracion inicial de 10° UFC/g y el culti-
vo iniciador a 10* UFC/g. La reduccion de 2,5 log UFC/g
observada en los patdgenos ocurri6 entre los tres y seis dias
para las variantes con L. acidophilus adicionado y entre los
siete y ocho dias para las variantes sin cultivo iniciador. Para
el chorizo, este comportamiento fue descrito por el modelo
bifasico que podria ser empleado para cuantificar E. coliy S
aureus.

Palabras clave: cultivo iniciador, patogenos, chorizo, mode-
los de inactivacion no térmica.
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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 10° UFC/g CFU/g and the starter culture at 10* 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.

INTRODUCCION

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-
cion de alimentos (1, 2). La mayoria de los brotes de
ETA reportados en los ultimos afios fueron causados
por agentes bacterianos como Escherichia coli (2). Por
otro lado, los productos carnicos ocupan un importante
papel (3, 4). Aunque los embutidos fermentados poseen
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bajo riesgo sanitario debido a sus caracteristicas fisico-
quimicas (5), E. coli o Saphylococcus aureus pue-
den sobrevivir (6-9). Tanto los organismos internaciona-
les como la legislacion cubana, exigen ausencia de Listeria
monocytogenes y Salmonella spp, Escherichia coli
0157:H7, asi como recuentos de Saphyococcus aureus
y de coliformes menores a 10> UFC/g (8-10). Las
bacterias acido-lacticas (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 patdogenos (13,
15-17) debido al antagonismo asociado con la produc-
cion de metabolitos antimicrobianos (18).

Se han desarrollado modelos matematicos que estiman
el crecimiento o la inactivacion de microorganismos en
funcion 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 patogenos (20).
Sin embargo, estos modelos utilizan datos ya existentes
en la literatura, estimando los parametros de interés.
En este sentido, se necesita mas informacion cuantita-
tiva que permita estimar in situ el comportamiento de
la microbiota durante la fermentacion. El objetivo del
trabajo fue evaluar la capacidad del cultivo iniciador
Lactobacillus acidophilus LA16 de inhibir el creci-
miento de patéogenos Escherichia coli y
Saphylococcus aureus en un sistema modelo y en
chorizo crudo fermentado y cuantificarlo, en ambos sis-
temas, mediante modelos matematicos.

MATERIALES Y METODOS

L. acidophilus LA16 se recibio del banco de cepas
del IITA mientras que E. coli ATCC 25922 y S aureus
ATCC 25923 se recibieron del banco de cepas del Cen-
tro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (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 concentracion de nutrientes y
aditivos de un embutido fermentado, se preparo el cal-
do SB, rico en nutrientes y su pH se ajust6 a 5 (15). Se
prepararon 500 mL de SB que se esterilizaron por filtra-
cion (acetato de celulosa, 0,22 pm) y se dispensaron en
cinco frascos estériles con tapa plastica de rosca. Se
tomaron 10 mL de cada microorganismo (concentracion

de 10* 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 ecuacion
modificada de Gompertz (22) (Tabla 1). A partir de la
estimacion de los parametros, realizadas por el modelo,
se estimo la tasa maxima de crecimiento (umax) (h),
la duracion de la fase de latencia (LPD) (h), el tiempo
de generacion (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 inhibicion de los
patogenos en estudio por L. acidophilus se ajustaron
los datos experimentales mediante el modelo logaritmico
lineal, de Weibull, bifasico y el lineal con cola (Tabla 1).

Para evaluar el efecto inhibidor del cultivo iniciador
sobre el desarrollo de E. coli y S. aureus se elabora-
ron dos tipos de chorizo, uno con el cultivo iniciador L.
acidophilusy otro sin cultivo iniciador para promover
la fermentacion espontanea de las BAL. Se utilizaron
formulaciones desarrolladas en trabajos anteriores (21)
y se prepararon los indculos de . aureus, de E. coli y
de L. acidophilus que se mezclaron, asépticamente
con la masa de chorizo. Se inocularon 10° UFC/g de
los patgenos y 10 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 dejé macerar
por 24 h, para volver a mezclar por 10 min. El proceso
de fermentacion se hizo durante 30 dias (T =18 £2 °C;
HR =80 £ 5 %), en condiciones artesanales. Se eva-
luo la calidad microbiologica de cada chorizo (12) y se
realizaron conteos de Lactobacillus sp (Agar MRS,
37 °C, 72 h) (9). Para estimar la inactivacion de cada
patdgeno en el chorizo se eligio el modelo de mejor
ajuste (Tabla 1).

Todos los datos experimentales se ajustaron para pre-
decir el comportamiento de cada patdogeno mediante
regresion no lineal, utilizando el complemento GInaFiT
v1.7 de Microsoft Excel 2016 (23). Se tomd 95 % de
intervalo de confianza y los indices estadisticos usados
para comparar los modelos de inactivacion fueron la
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Tabla 1. Ecuacion modificada de Gompertz y modelos empleados para estimar los datos de creci-
miento e inactivacion de microorganismos

Modelos para estimar los

, .. Ecuacion Modelos de inactivacion Ecuacion
parametros de crecimiento
N(t) = No + C=x Logaritmico Nt = No x e ~kmax xt
(e (—e(B*(t—M))) (1) lineal (7)
BxC Weibull (5P
umax (h1) = B9 @) eou Nt = Nox 10~%) (8)
Bifasi Nt
LPD (h) = M _% ifasico N
(3) + loglo{(fxekmaxlxt)} (9)
+ [(1 _ f) x e—kmaxe t]
v (h) = loge Lineal con Nt = [(No —
9= Nox B 4) cola Nres) x e ~kmax X t]4Nre (10)
S
Nox B
TCE (™) = . (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 méaximo (h'); M: tiempo al cual el rango de crecimiento es maximo (h),
pumax: tasa maxima de crecimiento (h™'), LPD: duracion de la fase de latencia (h), tg: tiempo de generacién (h), TCE:
tasa de crecimiento exponencial, Nmax: concentraciéon maxima de crecimiento (log UFC/mL), e = 2,7182, kmax
constante cinética (h 1), 8 es el tiempo en que disminuye una unidad logaritmica el crecimiento, p es un factor de
forma, f es la fraccion de la poblacion inicial en la mayoria de la poblacion, 1-f es la fraccion de la poblacion en la
subpoblacion, kmax; y kmax; (h) son las tasas de inactivacion de la mayoria de la poblacion y de la subpoblacion,

Nres es la poblacion resistente (cola) (log UFC/g).

suma del error al cuadrado (SSE), raiz del error
cuadratico medio (RMSE), R?, el factor de sesgo (FS)
y el factor de exactitud (FE).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores experimentales del recuento de cada mi-
croorganismo en SB medio a 30 °C, asi como los re-
cuentos ajustados por la ecuacion de Gompertz, mues-
tran que los tres microrganismos (L. acidophilus, S
aureusy E. coli) se adaptaron rapidamente a las con-
diciones de pH= 5y 18 °C (Fig 1). Tanto E. coli como
S aureus comenzaron su fase exponencial después
de 9 h de incubacion mientras que L. acidophilus lo
logro después de las 12 h. Ademas, las concentraciones
maximas obtenidas a las 48 h para los tres
microorganismos fueron de 10" UFC/mL. La ecuacion
modificada de Gompertz ajusto el crecimiento para los
tres con R? fue de 0,99 y error estandar 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'! para E. coli y S aureus, respectiva-
mente, y mas baja para L. acidophilus (0,33 h'"), valor
que esta intimamente relacionado con la velocidad de
crecimiento. Por otra parte, la duracion de la fase de
latencia (M) se estimé entre 15y 16 hpara E. coliy S
aureus mientras que L. acidophilus se demora mu-
cho mas en adaptarse al medio (18 h).

La velocidad maxima de crecimiento en el sistema
carnico modelo muestra que, independientemente de
la cepa, los tres alcanzaron 10" UFC/g a las 48 h, lo
cual fue estimado correctamente por el modelo. L.
acidophilus es una cepa termofila y homofermentativa,
usa la via Emden—Meyerhoff para la obtencion de ener-
giay solo tiene como balance dos moléculas de ATP (24),
por lo cual su crecimiento es lento en comparacion con
E. coli y S. aureus. Con relacion al resto de los
parametros, se observa que tanto E. coli como S.
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Fig. 1. Curva de crecimiento de E. coli, S. aureus y L.acidophilus en sistema carnico modelo

(30 °C,

48 h).

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

No B C M pmax LDP tg TCE Nmax
2
UF((IC(;riL) & UFilj(;riL) ® & ®) ® & UF((IC(;rgnL) c
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 0,39 041 7,32 0,99 0,09

aureus poseen una alta ymax (0,58 y 0,50 h'!, respec-
tivamente, lo que podria estar dado porque el medio es
rico en nutrientes (15), asi como a que han desarrolla-
do estrategias para su crecimiento en ambientes ad-
versos. Se ha observado que ambos microorganismos
utilizan el mecanismo de quUOrum sensing en respues-
ta a las fluctuaciones ambientales. Ellas producen y
liberan moléculas-sefial llamadas autoinductores que
conducen a una alteracion en la expresion génica vy,
por supuesto, a su adaptacion a diferentes condiciones
como los bajos pH (25). Tanto la duracion de la fase
Lag (LDP) como el tiempo de duplicacion (tg) son mas
bajas para E. coli y S aureus (13 h y 0,34 h) que para
L. acidophilus (15 h, 0,39 h). Esto podria deberse a
que las especies de Lactobacillus usan la energia adi-
cional obtenida de la fermentacion directa de la gluco-
sa para distintas funciones de crecimiento (15), de ahi
su menor velocidad de duplicacion. La tasa de creci-
miento exponencial (TCE) es mas alta para E. coli y
S aureus (0,47 y 0,46 h'', respectivamente) que para L.
acidophilus (0,48 h'). Independientemente del tiempo,

todos los microorganismos estudiados alcanzan una po-
blacion maxima (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 inactivacion
de E. coli y S aureus, promovidos por la accion de L.
acidophilus en el sistema carnico modelo muestran
que ambos microorganismos inhibieron su crecimiento
entre las 36 y las 48 h (Fig. 2). Se ha observado que las
bacterias acido lacticas pueden ejercer una accion
inhibitoria frente a otros microorganismos como resul-
tado de la competencia por los nutrientes y/o de la pro-
ducciéon de compuestos antagonistas tales como aci-
dos organicos, peroxido de hidrégeno y enzimas (26).
El efecto antimicrobiano de los acidos organicos se
encuentra en la reduccion del pH y en la accion de las
moléculas de acido no disociadas. El acido lactico es el
acido organico mas importante de fermentacion BAL
y el grado de la disociacion depende del pH. La natu-
raleza lipofilica del acido no disociado permite que se
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Fig. 2. Curva de inactivacion de E. coli (A y C) y S. aureus (B y D) por L. acidophilus en sistema
carnico modelo y ajustes realizados por modelo bifasico y modelo lineal con cola (T =18 £ 2 °C).

Tabla 3. Medidas estadisticas y valores de parametros obtenidos al ajustar 4 modelos usando
GInaFiT para inactivacion de E. coli y S. aureus en sistema carnico modelo

Patogeno Tipo de SSE RMSE R*> FS No (Log kmax ) p fmax./ e (log
modelos UFC/mL) kmax, UFC/mL)
E. coli Log. lineal 0,20 045 0,75 096 1.1 3,73 0,11
Weibull 0,17 0,41 0,81 098 1,16 4,12 11,25 0,70
Bifasico 0,006 0,07 099 1 1 3,79 0,32/0,01
Lineal con cola 0,04 0,21 095 1 1,04 4,13 0,19 0,93
. aureus Log. lineal 0,31 0,55 0,84 094 1,30 3,33 0,10
Weibull 0,25 0,50 0,88 1 121 391 10,83 0,63
Bifasico 0,007 0,08 099 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
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Fig. 3. Cinética de inactivacion 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 %)).

difunda a través de la membrana celular y colapsar el
gradiente de protones electroquimico. Esto afecta la
permeabilidad de la membrana celular, lo que altera los
sistemas de transporte de sustrato (27).

Los parametros cinéticos de cada modelo (No, kmax,
9, p, kmax,, kmax, y Nres) y los valores estadisticos
se obtuvieron mediante el programa GInaFit (Tabla 4).
Los cuatro modelos ajustaron los datos experimentales
de inactivacion de los patdgenos 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 bifasico y lineal con cola que
mostraron mayores coeficientes de determinacion por
lo que ajustan los datos y se podrian utilizar para pre-
decir el comportamiento de E. coli y Saureus en un
sistema carnico. Basado en una comparacion esta-
distica de los modelos, el modelo bifasico fue el de
mejor ajuste (R?= 0,99; RSME < 0,1; FE y FS = 1),
para ambos microorganismos y por esa razon fue ele-
gido para estimar los parametros cinéticos de la
inactivacion de los patogenos en el chorizo.

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

alimentaria y dirigir la fermentacidn para que mejore la
vida ttil del producto, la salubridad y aumente su
aceptabilidad (5, 18, 28). En relacion a la viabilidad
del cultivo en la matriz céarnica (Fig. 3) se observan
altos conteos, por encima de seis unidades a los tres
dias, de hecho desde su inoculacion aumento 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 bifasico para predecir
el comportamiento de cada patdgeno en el chorizo tan-
to con cultivo como sin cultivo iniciador fue excelente
(Tabla 3). La cinética de inactivacion de E. coli y S.
aureus durante la etapa de maduracién secado de la
masa de chorizo (Fig. 3) mostr6é que cada microorga-
nismo respondié diferente a los cambios ocurridos du-
rante la maduracién del producto y en todas las varian-
tes la disminucion fue de 2,5 log UFC/g. Esto podria
explicarse porque las bacterias grampositivas son mas
resistentes a los procesos dinamicos que ocurren du-
rante la fermentacion debido a la composicion de su
pared celular (8). La disminucion de ambos
microorganismos patdgenos ocurrid tanto al emplear L.
acidophilus como cultivo iniciador como cuando du-
rante la maduracion espontanea del embutido. Lo distin-
tivo es que cuando no hay cultivo iniciador adicionado la
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inactivacion de ambos microorganismos es mas lenta.
Este comportamiento se ha informado por otros auto-
res, observando disminucion de los conteos de E. coli
0157:H7 de 10> UFC/g durante el proceso de fermen-
tacion-secado de embutidos fermentados sin la adicion
de cultivos iniciadores mientras que al inocular cultivos
iniciadores como L. rhamnosus la disminucion es de
10° UFC/g (15). Por otro lado, el ajuste realizado por
el modelo bifésico 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
concentracion E. coli y S aureus en chorizo.

CONCLUSIONES

El cultivo iniciador Lactobacillus acidophilus LA16
inhibio Escherichia coli y Saphylococcus aureus en sis-
tema modelo y en el chorizo. La ecuacion modificada
de Gompertz se ajusta para predecir el comportamien-
to de ambos patogenos en el sistema carnico modelo y
respondieron de forma diferente a los cambios ocurri-
dos durante la maduracién del embutido. El modelo
bifasico fue el que mejor ajusto los datos experimenta-
les obtenidos tanto en el sistema carnico modelo como
en el chorizo y puede ser empleado para cuantificar E.
coli y S aureus en un chorizo.
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Fig. 4. Ajuste realizado por el modelo bifasico para

la cinética de inactivacion de E. coli (Ay 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 %).
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Tabla 4. Medidas estadisticas y valores de parametros obtenidos al ajustar el modelo bifasico
usando GlnaFiT para inactivaciéon de E. coli y S. aureus en chorizo con y sin cultivo iniciador

Cultivo
Patégeno ] ) SSE  RSME R? FS FE kmax;
L. acidophilus (log UFC/g)
) X 0,009 0,09 099 1 1 3,30 2,40
E. coli
- 0,008 0,08 099 1 1 3,63 2,03
X 0,001 0,04 099 1 1 3,18 2,02
S. aureus
- 0,015 0,12 095 1 1 3,61 2,03
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