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RESUMEN

La aplicacion de la microbiologia predictiva constituye una alternativa para establecer un
sistema de inocuidad alimentaria en conjunto con el Analisis de Peligros y Puntos Criticos
de Control (APPCC o HACCP, por sus siglas en inglés) y la evaluacion de riesgos, dado
que el uso de paquetes de prediccion del crecimiento microbiano permitirian la obtencidn
de resultados que pueden ser usados para el monitoreo de procesos con la variacion de
pardmetros como pH, temperatura, concentracion de sal y potencial crecimiento/muerte de
microorganismos especificos, ademas permite la reduccion de recursos, otorgando un
ahorro econémico acompafiado de las multiples aplicaciones obteniéndose resultados
comparables con los obtenidos segun la microbiologia clasica. Los resultados se
introdujeron en un paquete informatico prediccion de crecimiento microbiano (Combase
Predictor). Se encontraron ligeras diferencias entre los recuentos obtenidos segun las
técnicas de microbiologia cléasica y los valores dados por el programa Combase. Los
modelos predictivos permiten estimar el ndmero de microorganismos presentes en un
alimento durante el procesamiento o en el momento del consumo, a partir de una poblacién
conocida en un momento previo de la historia del producto. El objetivo del estudio fue
determinar la poblacion de Escherichia coli y parametros fisico - quimicos (pH, % NaCl y
temperatura) antes y después de las diferentes etapas del proceso de faenamiento de pollo.

ABSTRACT

Application of predictive microbiology is an alternative to establish a food safety system in
conjunction with Hazard analysis and critical control points (HACCP) and risk assessment,
since the use of software of predictive microbial growth will allow to obtain results, that
can be used for process monitoring varying process parameters such as pH, temperature,
salt concentration and potential growth/death of specific microorganisms. Moreover, its
allows the reduction of resources, providing a cost savings accompanied by multiple



applications obtaining results comparable to those obtained according to the classical
microbiology. Results were introduced into an software of microbial growth prediction
(Combase Predictor). Slight differences were found between the counts obtained by
classical microbiology techniques and the values given by Combase program. Predictive
models permit to estimate the number of microorganisms present in a food during
processing or at the time of consumption, from a known population at an earlier stage of the
product's history. The aim of the study was to determine the population of Escherichia coli
and physical and chemical parameters (pH, % NaCl and temperature) before and after
different stages during chicken slaughtering.

INTRODUCCION

Escherichia coli (E.coli) es una bacteria Gram negativa cilindrica, anaerobia facultativa
con un metabolismo fermentativo y respiratorio, puede moverse por accién de flagelos o
estar inmovil (Holt, 1994). Vive en el intestino tanto de seres humanos como de animales
de sangre caliente, existiendo cepas inofensivas, asi como cepas que pueden causar graves
enfermedades al contaminar alimentos, agua y el medioambiente (Organizacion Mundial de
la Salud, 2013). La fuente de contaminacion en los alimentos son las heces humanas y de
animales y su epidemiologia dependera de la variedad y del sistema de produccion agricola
y de alimentos que se maneje (FAO, s.f.). Son varios los alimentos implicados en
infecciones por este microorganismo como hortalizas, ensaladas, carne picada
insuficientemente cocida, leche fresca, carne de pollo, entre otros (Montville, et al, 2011);
la contaminacién puede producirse tanto en la preparacion del producto antes de ser
consumido o en la industria donde es procesado.

El faenamiento de pollos sigue un determinado proceso desde la recepcion hasta la
comercializacion, que incluye etapas como: colgado y aturdido, desangrado, escaldado
(50°C), desplumado, lavado, eviscerado, enfriamiento (prechiller 15°C, 20 ppm Cl y chiller
4°C, 20 ppm ClI, ) y por ultimo el empacado (Feldman, 2000). El proceso inicia con una

carga considerable de microorganismos, entre los cuales se encuentra presente la E. coli,



debido a las condiciones en las que llegan los pollos a la planta procesadora y el control de
la proliferacion y disminucion de la bacteria en el producto dependera del manejo que se le
dé en el proceso. Normalmente se encuentra como parte de la microflora nativa del
intestino delgado del pollo especies dominantes como E. coli, Streptococcus, Lactobacillus,
asi como anaerobios obligados como Clostridium, Propionibacterium, entre otros. El
predominio de una especie sobre otra, esta dado por los mecanismos de accién de la
denominada “exclusion competitiva” que responde a factores como competencia por
lugares de unién de la bacteria al epitelio, crecimiento en habitats con baja tension de
oxigeno (condicion excluyente para Salmonella), produccion de acidos orgdnicos o
bacteriocinas que inhiben bacterias patégenas como Salmonella (La Ragione, Martin &
Woodward 2004; Laurencio, Rondon, Milian, Pérez, Arteaga & Bocourt, 2012).

Una de las etapas mas contaminantes es el momento de la evisceracion, por esta razén
las etapas de enfriamiento son criticas para poder disminuir y controlar todas aquellas
bacterias que se encuentran presentes en la canal, debido a la temperatura final que debe
alcanzar el producto (Valera, Ferrer, Huerta & Esparza, 1997).

La garantia de la inocuidad y calidad de la carne es responsabilidad de la industria
procesadora que tradicionalmente se ha basado en gran parte en la inspeccion regulatoria y
sistemas de muestreo, sin embargo no se puede garantizar la proteccion total de los
consumidores a no ser que se realice la inspeccion y toma de muestras la totalidad de la
produccion. En la industria carnica este nivel de inspeccion es poco practico por razones

econdmicas y logisticas (Armitage, 1997; McDonald y Sun, 1999).

Por otro lado, la determinacion de E. coli en alimentos supone la aplicacion de técnicas

tradicionales con un elevado costo (medios de cultivo, materiales de laboratorio, mano de



obra y tiempo de obtencion de datos) para la industria, anualmente se realizan 1500
millones de ensayos microbioldgicos correspondiendo un 58% a la industria alimentaria
(Medina, 2008), es por ello que en los ultimos afios se han venido desarrollando métodos
rapidos y automatizados, y en ocasiones es necesario que los resultados positivos obtenidos
con método rapidos no validados sean confirmados con métodos de referencia establecidos
(Martin De Santos, s.f.). Con el fin de desarrollar y aplicar modelos matematicos para
predecir la respuesta de microorganismos frente a variables ambientales especificos (Ross y
MacMeekin, 1994; McDonald y Sun, 1999; Mertens et al, 2012) se ha desarrollado un area
multidisciplinar emergente de la microbiologia de alimentos que abarca disciplinas como
matematicas, microbiologia, quimica e ingenieria denominada microbiologia predictiva.
Haciendo uso de esta herramienta se han realizado numerosas investigaciones para modelar
el crecimiento microbiano como parte de una evaluacion cuantitativa de riesgos (Signorini,
2008; Nauta, 2002) y ademas de servir como soporte para el analisis de peligros y puntos
criticos de control en industrias alimentarias (McDonald y Sun, 1999). En este sentido se
han realizado numerosos estudios sobre la prediccion del crecimiento de E. coli (Buchanan
y Klaeitter, 1992; Buchanan et al, 1993; Buchanan y Bagi, 1994) en carne (Signorini, 2008;
Tampling et al 2005), col (Ding et al, 2012), leche (Céspedes, 2012), entre otros.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue aplicar la microbiologia predictiva en
el estudio del crecimiento, supervivencia e inactivacién de la bacteria Escherichia coli,

durante los procesos de faenamiento de pollo en una empresa procesadora de alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra.- En la empresa POFASA (Quito-Ecuador) se tomaron muestras antes y

después de cinco fases del faenamiento de pollos: desplumado, lavado, prechiller, chiller y



empaque. De igual forma se tomd una muestra posterior a la caida al piso de un pollo y
luego de haberle sumergido en una solucion al 1 ppm de cloro previo a la etapa del
empacado. Se realiz6 un lavado de las canales en bolsas estériles con agua peptonada
(0,1%). Inmediatamente se trasladaron las muestras en una caba con hielo al laboratorio
para su analisis microbiologico.

Analisis_fisico-quimico.- En el agua de lavado se determind el pH utilizando un

potenciémetro ThermoOrion (segin la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 0783:85). La
concentracion de cloruro se realizé segin la NTE INEN 780:85, 10 mL de agua de lavado
se homogenizaron con 90 mL de agua destilada, se agregé 1 ml de solucion de dicromato
de potasio (K,CrQO,) al 10% (p/v). Se titulé con una solucion de nitrato de plata (AgNO3)
0,05 N hasta la aparicion de un precipitado color rojo ladrillo persistente. Con una cantidad
de agua destilada igual a la de la alicuota de muestra (10 ml) mas 1 ml de dicromato de
potasio al 10% se obtuvo un blanco que permitié constatar la reaccion final. Se calcul6 la

concentracion de cloruros expresado en porcentaje de NaCl, segun la ecuacién 1.
NaCl = AgNO (ml) * 0,00293 (£) + 100% [1]

Donde:
AgNO3: ml consumidos de solucion 0,05 N de Nitrato de plata.
0,00293: Equivalente de NaCl en 1 ml AgNO;

Analisis Microbioldgico.- A partir del agua peptonada se realizaron diluciones sucesivas

(10%, 102 y 10%; 1 ml de cada dilucion se inoculd en
Placas 3M™ Petrifilm™ para recuento de E. coli y Coliformes, las placas se incubaron a

37 °C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se realizo el recuento de colonias de E.



coli. Los resultados se expresaron como Log #UFC/g. El ensayo completo se realizé por
triplicado.

Aplicacion _de microbiologia predictiva.- se utilizd el paquete informatico ComBase

Predictor (resultado de la colaboracion del Instituto de Investigacion en Alimentos del
Reino Unido y del Departamento de Agricultura de Estados Unidos y Australia) que
permite la prediccion del crecimiento de bacterias. Se realizo la prediccion del crecimiento
de E. coli en cada etapa de muestreo; se ingresaron valores de: poblacion de la bacteria
(resultado del recuento en cada fase de muestreo), temperatura, pH del alimento,
concentracion cloruros y el estado fisiologico. Este ultimo permite conocer las condiciones
a las cuales se sometio a la muestra inoculada, con una escala de 0 a 1 determinando que 0
seria el medio mas hostil bacteriano y 1 el medio éptimo de crecimiento tomando en cuenta
las condiciones extrinsecas e intrinsecas a las cuales esta expuesta la muestra.
El paquete Combase presenta un parametro denominado “estado fisioldgico (Phys. state)",
éste es un nimero adimensional entre 0 y 1 que expresa la idoneidad fisica de las células en
su ambiente. Dado que el usuario no es capaz de establecer el valor de Phys. state se utiliza
un valor tipico por defecto. Si el cuadro de entrada se queda vacio el programa define un
nimero dado por los experimentos utilizados como base del modelo de prediccion
(Combase, 2013).

Los resultados encontrados en el paquete Combase fueron comparados con los obtenidos
mediante las técnicas de microbiologia clasica. El tiempo de observacion en el que se
realizo la prediccion de crecimiento fue de 15 minutos, que es el tiempo promedio mayor al

que tarda cada proceso en el faenamiento del pollo.



El tiempo promedio en el que se evidencia un cambio en el modelo de prediccion es sobre
los 20 minutos dependiendo de las distintas etapas donde se realizd el estudio. Se
determind ademas la velocidad de crecimiento y tiempo de generacion de la bacteria.
RESULTADOS

Analisis fisico-quimico.- En la tabla No. 1 se presentan los valores del porcentaje de

cloruros, pH, temperatura interna en cada fase de muestreo.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos y poblacién inicial de E. coli (Log #UFC/g) en
cada etapa de muestreo

r:j::tfeeo NaCl (%) pH T (°C) Log#UFC
Pelado 3,20 755 41,40 2,80
Ducha 3,10 743 40,50 3,90
Prechiller 3,00 7,61 35,00 4,20
Chiller 2,80 749 28,80 3,10
Después Caida 3,30 7,40 3,10 3,50
Empaque 3,60 7,40 3,60 2,60

Aplicacién de microbiologia predictiva.- Los parametros fisico-quimicos de las canales

de pollo, se ingresaron en el software de prediccién Combase (figura 1), tomados como
factores extrinsecos que influyen sobre el crecimiento de E. coli en el producto, se ingreso
adicionalmente la poblacion inicial de E. coli, determinada segun técnicas de analisis
microbioldgico tradicionales en cada etapa de procesamiento (tabla 1), esta poblacion se
vera directamente influenciada por los factores extrinsecos e intrinsecos siendo la base del

modelo predictivo.
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Figura 1. Formato de ingreso de datos para prediccion de crecimiento de E. coli en el
paquete Combase Predictor

Se determind que una vez aplicados los procesos de lavado (ducha), prechiller, chiller y
desinfeccion posterior a la caida, la poblacién de E. coli disminuy6 en 0,4; 1,1; 0,8 y 0,1
unidades logaritimicas, respectivamente; alcanzando al final del procesamiento una
poblacion de 2,6 Logl0 UFC/g de E. coli, como se puede observar en la Tabla 2,
obteniéndose un producto que cumple con los requisitos microbioldgicos para su
comercializacion segin los limites permitidos por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 2 346:2010; pero, para el caso de la desinfeccion posterior a la caida del pollo y
previo al empaque, la poblacion obtenida fue de 2,6 Logl0 UFC/g de E. coli, obteniéndose
un producto que no cumple con los requisitos microbiolégicos para su comercializacion
segun los limites permitidos por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 346:2010; se
determind ademas que la poblacion de E. coli no varia entre los valores iniciales (antes de
cada etapa de procesamiento) obtenidos por la microbiologia clasica y aquellos obtenidos a

través de la microbiologia predictiva (tabla 2), en contraste con los resultados obtenidos



"despues” de cada etapa (segun la microbiologia clasica) que si muestran diferencia con los

valores predichos por el paquete informatico.

Tabla 2. Comparacion de la poblacion de E. coli determinada mediante Microbiologia
clasica y predictiva, en cada etapa de faenamiento de pollo.

Microbiologia clasica  Microbiologia

r:l?;:t?:o Antes después predictiva
(Logl0 UFC/g)
Pelado 2,8 2,8 2,85
Ducha 39 3,5 3,96
Prechiller 4,2 3,1 4,27
Chiller 3,1 2,3 3,10
Empaque 2,6 2,6 2,60
Antes de
Posteriora  empaque
la caida (posterior
desinfeccion)
Caida 3,5 34 3,50

A través del paquete Combase Predictor se determind la velocidad de crecimiento y el

tiempo de duplicacién de la bacteria E. coli en cada etapa de procesamiento (tabla 3).

Tabla 3. Velocidad de crecimiento (log.conc/h) y Tiempo de duplicacion (horas) de E. coli
luego de cada etapa de faenamiento de pollo obtenidos mediante el paquete Combase

Predictor
Velocidad Tiempo
Fase de de . p_,
duplicacion

muestreo crecimiento
(log.conc/h) (horas)

Pelado 0,215 1.40
Ducha 0,255 1.18
Prechiller 0,310 0,97
Chiller 0,016 18,54
Caida 0,015 19,87

Empaque 0,015 20.62




DISCUSION

La determinacion de los parametros fisico-quimicos permiten evaluar la influencia de los
mismos sobre el crecimiento bacteriano en los alimentos, siendo éstos ecosistemas
complejos, donde los factores intrinsecos (inherentes al propio alimento como el pH,
presencia de solutos, actividad de agua y nutrientes) y los factores extrinsecos (presencia de
otras bacterias, atmdésfera de almacenamiento y temperatura) influyen directamente sobre el
crecimiento bacteriano (Montville, 2011; Willey et al, 2011). Varios autores (Krist et al.,
1998 y McMeekin et al, 1993) han demostrado la reproducibilidad de respuestas de las
bacterias frente estos factores de crecimiento a traveés de modelos matematicos.

En este sentido, estimar el nimero de microorganismos presentes en un alimento durante
el procesamiento o en el momento del consumo, a partir de un poblacién conocida en un
momento previo de la historia del producto (dos Santos Eduardo, 2007), es posible gracias
a la aplicacion de modelos predictivos (figura 1).

La diferencia encontrada entre los resultados obtenidos por las técnicas de microbiologia
clasica y los valores dados por el paquete Combase probablemente se deberia a la
incertidumbre del método que representa la falta de conocimiento de valores de parametros
tanto extrinsecos como intrinsecos propios de este producto y sus condiciones de
faenamiento, esta incertidumbre se reduciria al realizar posteriores medidas (Signorini,
2008). Se debe considerar ademas que bajo las condiciones ambientales en las que se
encuentra el producto durante el procesamiento (chiller, caida y empaque) y el tiempo corto
que transcurre entre cada etapa, los resultados obtenidos sugieren que la poblacion de E.
coli se mantendria en fase lag o fase de latencia, ya que como explican varios autores, a

temperaturas menores a 10°C la fase lag es muy prolongada (Signorini, 2008; Tamplin et



at, 2005) a pesar de que se han encontrado reportes de crecimiento de E. coli en rangos de
6-8°C (Tamagnini, et al, 2011; Jones, et al, 2003).

También, el haber encontrado experimentalmente menor poblacion de E. coli luego de

las etapas de lavado, prechiller, chiller y desinfeccion que los valores dados por el pagquete
Combase podria deberse a que factores como el tiempo transcurrido entre la toma de
muestra y el momento del andlisis asi como la temperatura de transporte de la muestra ya
que puede afectar y producir una disminucion de la poblacion de la bacteria en el producto;
ademas, como se mencioné anteriormente, siendo los alimentos sistemas complejos, es
importante destacar el efecto de los factores ambientales sobre el crecimiento de los
microorganismaos.
Como se muestra en la tabla 3, existe un ligero incremento en la velocidad de crecimiento
de la bacteria desde el proceso de pelado, lavado (ducha) y prechiller, mientras que luego
del chiller y en el producto ya empacado la velocidad de crecimiento se mantiene
practicamente constante. También se determind tiempo de duplicacion, que es el tiempo
necesario para que una célula se divida (y su poblacion se duplique), este tiempo puede
variar considerablemente entre los microorganismos y con las condiciones ambientales
como la temperatura (Tortora et al, 2007). La velocidad de crecimiento se obtiene a partir
de la pendiente de una grafica del logaritmo natural del nimero de UFC versus el tiempo
que esta dada por la ecuaciéon de Monod que indica la afinidad del microorganismo por el
sustrato. A medida que baja la temperatura se disminuye la velocidad de crecimiento y se
incrementa el tiempo de duplicacion (Willey et al, 2011; Tortora et al, 2007).

La determinacion de estos parametros permite conocer el comportamiento de una
poblacion bacteriana bajo condiciones especificas de pH, temperatura, composicion

atmosférica de almacenamiento, entre otras, en este sentido la modelizacion predictiva, que



integra el comportamiento microbiano con otras variables del procesado, ha ganado terreno
en el campo de la industria carnica para la prediccion de la vida media (Rodriguez, 2003;
Tirado et al., 2005) debido a las ventajas que tiene un modelo predictivo frente a la
obtencion de datos usando técnicas clasicas, entre estos se tiene el desarrollo de nuevos
productos, ya que los resultados microbiolédgicos derivados de cambios en la composicion o
procesamiento de alimentos pueden ser evaluados rapidamente. Los modelos predictivos
ayudan a tomar decisiones inmediatas en el reproceso de alimentos (Santiesteban & Lopez,
2008); tal como se indica en la etapa de desinfeccion (1 ppm de cloro) posterior a la caida,
se demuestra que esta no es efectiva para reducir a niveles aceptables la poblacion de E.
coli, debiendo optimizar esta; la alteracién en la composicion de un producto o en el
régimen de procesado, puede tener un efecto significativo en la poblacion microbiana y en
el crecimiento microbiano de microorganismos oportunistas. La Microbiologia Predictiva
puede proporcionar una herramienta Gtil para evaluar rapidamente las consecuencias de

cualquier cambio en la formulacion o procesado (Rodriguez, 2003).
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Figura 2. Prediccion del crecimiento de E. coli luego de 7 dias de conservacion de
canales de pollo a 10°C segun el paquete Combase Predictor



Como otra de las aplicaciones de la microbiologia predictiva se podria plantear el
calculo de la poblacién de E. coli que se alcanzaria luego de 4.3 dias (163,65 h) de
conservacién del pollo a 10°C (figura No. 2) es de una poblacion de log;o 2,99 UFC/g,
teniendo un producto que cumple con las especificaciones de la norma y constituyendo un
alimento apto para el consumidor. Numerosos autores proponen a la microbiologia
predictiva como una alternativa que permite estimar la vida util de alimentos, valorar la
eficacia de la higiene, identificar puntos criticos en el proceso de produccién y distribucion,
ser un indicador sobre como las variables del medio influyen sobre el comportamiento de
microorganismos tanto alterantes como patdgenos y en consecuencia determinar la
inocuidad del producto (dos Santos Eduardo, 2007; McMeekin et al, 1993; Grijspeerdt y
Vanrolleghem, 1999). Los resultados obtenidos a través de la microbiologia predictiva
permiten realizar una valoracion cuantitativa del riesgo microbiano al proporcionar
informacidn sobre la valoracion de la exposicién (dos Santos Eduardo, 2007) siendo una
ayuda importante para la formulacion de planes HACCP en base a la identificacion de
peligros y puntos criticos de control, especificando los limites y acciones correctivas seguin
ha sido planteado desde hace ya varios afios en diferentes trabajos de investigacion (Mc

Meekin y Ross, 2002; Miles y Ross, 1999).

CONCLUSIONES

La microbiologia predictiva a traves de los paquetes informaticos de prediccion que
pueden localizarse a través de la red, permite el ahorro de energia, materiales, equipos, es
decir la reduccion de recursos, otorgando un ahorro econdémico acompafiado de las

maltiples aplicaciones obteniéndose resultados comparables con los obtenidos segun la



microbiologia clasica. Por otro lado, se puede destacar la utilidad de la microbiologia
predictiva como una herramienta para complementar las practicas y conceptos de la
inocuidad de alimentos, estos concepto contemplan los objetivos de inocuidad (FSO) y
objetivos de rendimiento (PO) con el fin de asistir a los gobiernos y a la industria de
alimentos en la comunicacién y cumplimiento de las metas de salud publica. En cuanto a la
aplicacion de la microbiologia predictiva en la industria de faenamiento de pollo constituye
una alternativa para establecer un sistema de inocuidad alimentaria en conjunto con el
HACCP vy la evaluacion de riesgos, dado que el uso de paquetes de prediccion del
crecimiento microbiano permitirian la obtencion de resultados que pueden ser usados para
el mejoramiento y monitoreo de procesos con la variacién de parametros como pH,
temperatura, concentracion de sal y potencial crecimiento/muerte de microorganismos

especificos.
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