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RESUMEN

El control microbioldgico en la produccion de
alimentos tiene como finalidad suministrar
productos inocuos para el consumidor. El factor
primordial para evitar el desarrollo de microor-
ganismos patégenos es un adecuado calen-
tamiento, enfriamiento o recalentamiento del
alimento. EI objetivo general de este trabajo fue
evaluar mediante la distribucion de Weibull la su-
pervivencia de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Bacillus cereus en una sopa industriali-
zada sometida a diferentes temperaturas. Diver-

sas muestras de la sopa se inocularon con cada
uno de estos microorganismos y fueron incuba-
das a tres diferentes temperaturas ubicadas en
la zona de peligro (40, 50y 60 °C). Se analizaron
y se incubaron muestras a diferentes intervalos
de tiempo. Con los datos obtenidos se realizaron
curvas de crecimiento o muerte que se ajusta-
ron a la distribucion de Weibull. Las cinéticas
mostraron que las tres bacterias se desarrollan
y reproducen satisfactoriamente a 40 °C, sin
embargo, al incubarse a 50 °C, la carga bacteria-
na se mantuvo por un periodo de tiempo corto y
posteriormente comenz6 a disminuir sin llegar

a la muerte. Finalmente, a 60 °C la carga mi-
crobiana disminuyd considerablemente hasta
alcanzar la muerte. El andlisis con la distribucion
de Weibull determind que al final de cada experi-
mento permanecieron bacterias sobrevivientes,
corroborando que poseen mecanismos de de-
fensa que son activados cuando se someten a
condiciones de estrés. La temperatura ideal para
mantener un alimento cocinado en condiciones
de inocuidad es por arriba de los 60 °C, ya que
temperaturas por debajo de estas permiten la
supervivencia de algunos microorganismos re-
sistentes.
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ABSTRACT

Microbiological control in food production
aims to provide consumer safe products by
preventing the development of foodborne
pathogens with a suitable process of
heating, cooling, or reheating food. The aim
if this work was to evaluate the survival of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Bacillus cereus in soup using the Weibull's
distribution at different temperatures.
Samples of Soup were inoculated with each
of these microorganisms, incubated at three
different temperatures (40,50, and 60 °C) and
analyzed at different time intervals. With the
data obtained, growth curves were obtained
and adjusted to the Weibull's distribution.
Growth kinetic studies showed that all
microorganisms can develop and reproduce
satisfactorily at 40 °C, however, at 50 °C the
bacterial load was maintained for a short
time and then began to drop without reaching
death. Finally,at 60 °C bacteria decreased
sharply until reaching death. The Weibull's
distribution analysis indicates that, at the
end of each experiment, surviving bacteria
remain, thus corroborating that they possess
adaptive mechanisms that are activated
when they undergo stressful conditions.
The ideal temperature to keep cooked
food in microbiological safe conditions is
above 60 °C. Below this temperature some
microorganisms remain viable.

KEYWORDS: Modeling, microbial sur-
vival, Weibull's distribution.

INTRODUCCION

El control microbioldgico en la produccion de
alimentos tiene como finalidad Ultima sumi-
nistrar productos inocuos, nutritivos y ape-
titosos, con una vida de anaquel adecuada y
a un costo razonable para el consumidor. Por
lo tanto, se define la inocuidad alimentaria
como el conjunto de condiciones y medidas
necesarias durante la adquisicién de las ma-
terias primas, produccién, almacenamiento,
distribucidn, produccion y elaboracion de los
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alimentos para asegurar que una vez ingeri-
dos no representen un riesgo para la salud
(Cerna y col., 2012; Olaimat and Holley, 2012).

Generalmente, la mayor parte de los ries-
gos a la salud por la ingesta de alimentos es
provocada por diversos microorganismos
que pueden ser causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA), las cuales
en su mayoria se adquieren en estableci-
mientos donde se preparan y se venden ali-
mentos (cafeterfas, cocinas, y restaurantes),
siendo un factor importante para el desarro-
llo de las ETA el calentamiento, enfriamiento
o recalentamiento inadecuado del alimento
(Soon y col., 2011; Xue y Zhang, 2013). Por esta
razon, se debe de llevar un estricto control
de la temperatura de los alimentos para
evitar el desarrollo de microorganismos. Se
recomienda verificar que los alimentos se
mantengan calientes a 60 °C o mas, y los ali-
mentos frios a 4 °C o menos. Al recalentar
un alimento, se sugiere hacerlo a una tempe-
ratura de 74 °C o mas por 15 s como minimo
(Pires y col., 2012; Balzaretti y Marzano, 2013).
Se define como zona de peligro de la tempe-
ratura (ZPT) al rango entre los 4 °C y los 60
°C en que la mayorfa de los microorganismos
crecen y se multiplican rédpidamente (NMX-F-
605-NORMEX-2004).

Por otro lado, una de las 4reas de la mi-
crobiologia de alimentos que mas interés
ha desarrollado en las Gltimas décadas ha
sido la microbiologia predictiva (MP), ya que
permite anticipar el efecto del cambio en
determinados factores medioambientales
sobre el crecimiento o inactivacién de los
microorganismos o cuando se someten bajo
condiciones controladas como lo son pH,
actividad de agua y temperatura (Coroller y
col., 2006). En la ciencia de los alimentos, |a
MP es de gran ayuda, ya que es dtil para el
estudio de la inocuidad microbioldgica de los
alimentos, tiempo de vida (til y en la optimi-
zacion o desarrollo de los procesos de pro-
duccidén y comercializacién, para obtener de
esta manera alimentos inocuos, previniendo
o disminuyendo el riesgo del crecimiento y/o
produccidn de microorganismos patégenos
y sus toxinas (Castro y col., 2008, Sant'Ana y
col., 2012).

La MP estd basada en el argumento de

que las respuestas de poblaciones de mi-
croorganismos a factores medioambientales
son reproducibles, y que por lo tanto es po-
sible, interpolando entre puntos, predecir el
comportamiento de esos microorganismos
para condiciones que no han sido ensayadas
(McMeekin y col., 1997; Coroller y col., 2012).
Los modelos matematicos que se utilizan
permiten tener una prediccion de veloci-
dad de crecimiento y/o inactivacion de los
microorganismos, algunos de los factores
principales que afectan el crecimiento micro-
biano en los alimentos son la temperatura y
el pH, por lo cual deben tenerse en cuenta
para lograr una determinada prediccion. En
la investigacién microbioldgica, los datos ob-
tenidos del modelado de datos proporciona
gréficos donde se observa el crecimiento o la
inactivacion microbiana para varios niveles
de uno o quizés dos factores (Chen y Cam-
panella, 2012).

Finalmente, el modelo de Weibull ha sido
utilizado en la mayorfa de las ocasiones en
estudios que involucran tratamientos tér-
micos y no térmicos. La hipétesis en la que
se basa, se encuentra en la resistencia al
estrés de una poblacién y que las curvas
de supervivencia microbianas y de esporas
bacterianas siguen una distribucion de tipo
Weibull o primer orden. Este tipo de modelos
pueden describir curvas lineales, concavas 0
convexas (Coroller y col., 2006; Huang y col.,
2012). Es utilizado cominmente para calcular
la eficiencia de inactivacién térmica de los
tratamientos en las industrias de alimentos,
consiste en una distribucién de frecuencias
que toma en cuenta a cada microorganismo
como una poblacién en general, donde cada
uno posee una resistencia al tratamiento. Por
lo tanto, las curvas de inactivacion repre-
sentan la distribucién de la resistencia del
conjunto de la poblacién al tratamiento. Por
esta razon, se puede decir que no existe una
relacion lineal entre el tiempo de tratamien-
to al que se someten los microorganismos y
la muerte de cada uno de ellos. Aparte, este
modelo posee una gran sencillez, ya que se
puede interpretar con curvas, hombros y co-
las, y Iineas rectas (Gougouli y Koutsoumanis,
2012; Huang y col., 2012). En la actualidad, la
distribucion de Weibull ha servido para la



descripcién de varias formas de las curvas
de inactivacidn (Coroller y col., 2012). Por lo
que el objetivo general de este trabajo fue
evaluar mediante la distribucion de Weibull la
supervivencia de Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus 'y Bacillus cereus en una sopa
industrializada sometida a diferentes tempe-
raturas.

MATERIAL Y METODOS

Material Bioldgico

Las cepas control fueron proporcionadas por
el Hospital Universitario (£. coli ATCC 35218)
y el laboratorio de Bromatologia de la Facul-
tad de Ciencias Quimicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (S. aureus
ATCC 29213 y B. cereus ATCC 11778); las cepas
fueron inoculadas en tubos con caldo nutriti-
vo (Merk, México, D.F.) para mantener viables
a las bacterias, y para el caso de B. cereus
se utilizaron tubos con agar nutritivo (Merk,
México, D.F.).

Preparacion del indculo

E. coli, S. aureus y B. cereus fueron inoculados
en caldos nutritivos (Merk, México, D.F) e incu-
bados a 37 °C por 24 h, después de ese lapso,
se ajusto a la escala de Mcfarland a 0.5, que es
el equivalente aproximadamente a 109 UFC mL".
Posteriormente, se hicieron diluciones seriadas
hasta tener un indculo para los diferentes expe-
rimentos de aproximadamente 104 UFC mL".

Incubacién a diferentes temperaturas, toma de
muestra y conteo de microorganismos

Para la inoculacion en el alimento, se esterili-
zaron 300 mL de agua destilada, una probeta
graduada de 100 mL y un vaso de precipitado
de 1000 mL. Se vertid el contenido de una sopa
enlatada (crema de champifiones, Campbell s,
México D.F)) de 300 g en un vaso de precipitado
previamente estéril, y se homogenizé sin salir
del drea de esterilidad; con ayuda de la probe-
ta se llenaron 3 matraces erlenmeyer con 100
mL cada uno. La sopa inoculada se mantuvo en
bafio marfa (Thermo-Scientific 2874, Rochester,
NY, USA.) a temperaturas constantes de 40, 50 y
60 °C. Se tomaron muestras a los 0, 5, 10, 20,
60, 120 y 240 minutos, después de inocular los
microorganismos. El muestreo se hizo por tripli-
cadoy se tomé 1mL de cada uno de los matraces
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para hacer un vertido en placa (Agar Soya Trip-
ticaseina, Merk, México), las cuales se incubaron
a 37 °C por 24 hrs; a la par se llevaron dos con-
troles, uno con sopa sin inocular y otro con agua
destilada estéril. Finalmente, se hizo una tincién
de Gram a cada prueba realizada (Santiesteban-
Lépez y col., 2007).

Andlisis y modelizacion de resultados

Con los resultados obtenidos durante el desa-
rrollo experimental se realizé la tabla tiempo vs
temperatura; de donde se obtuvo el promedio
del nimero de UFC mL contabilizadas para cada
temperatura y posterior, a eso de los promedios
obtenidos, se obtuvo N/NO (donde NO es el nd-
mero de bacterias iniciales de UFC mL'y N es
el nimero de bacterias de UFC mL'al tiempo t).
Para homogenizar los datos se obtuvo el valor
log,. Los datos se ajustaron a la distribucién
de Weibull (Peleg, 1997), utilizando el programa
Kaleida Graph (Version 3.51, Synergy Software,
Reading PA, USA) (Ec.1).

(1
log,,S t = -btn

De donde se obtuvieron dos parametros:
b, que indica la velocidad de inactivacién
bacteriana, y n, indica la forma en que los mi-
croorganismos sobreviven, los pardmetros n
y b se utilizaron para calcular la distribucién
de frecuencias de resistencias. El modo de
distribucion representa el tiempo de trata-
miento en el que la mayoria de la poblacién
muere o se inactiva. La media corresponde al
tiempo de inactivacién promedio con su va-
riacion. Por Ultimo, el coeficiente de asime-
tria (n) indica la forma de la distribucién. Una
vez obtenidos los valores de by n se trazaron
curvas de frecuencia de la resistencia con la
siguiente ecuacion (Ec. 2):

()

do

— =bnt""exp (-bt)
dt,

Donde tc es una medida de resistencia o
sensibilidad del organismo y @ es la frac-
cién de organismos que comparten en cual-
quier tiempo dado (Peleg y Cole, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Figura 1 se muestran las curvas de creci-

miento o inhibicién de E. coli, S. aureus y B. ce-
reus inoculados en la sopa a diferentes tem-
peraturas. Para el caso de los controles, |a
sopa sin inocular present6 valores inferiores
a 10 UFC mL', mientras que para las cepas en
agua destilada presentaron una disminucidn
promedio de un ciclo logaritmico al final del
tiempo de experimentacion. Se puede obser-
var el crecimiento 6ptimo de las tres cepas
a 40 °C y el inicio de la fase logaritmica a
partir de los 5 min, creciendo de 1.3 (E. colj,
Figura 1A), 2.5 (S. aureus, Figura 1B) y hasta
3.5 ciclos logaritmicos (B. cereus, Figura 1C)
al final del experimento. A 50 °C, se observan
curvas de inhibicidn presentando una peque-
fia disminucidn de la carga bacteriana cerca-
na a los 11 ciclos logaritmicos, sin embargo,
las bacterias que van sobreviviendo, pueden
tener diversos mecanismos de supervivencia
generados por el alto estrés bacteriano que
la temperatura provoca. La muerte celular se
observa a 60 °C donde hay curvas pronuncia-
das de inhibicion, al final del tiempo de expe-
rimentacion hubo una reduccién de la carga
microbiana de hasta 4 ciclos logaritmicos.
Peng y col. (2011) y Velliou y col. (2012)
afirman que E. coli posee en su superficie
el antigeno “0", el cual es termoestable y
le permite sobrevivir en un alto rango de
temperaturas (50-60 °C). Cuando se superan
los 70 °C, ciertos componentes comienzan
a degradarse de forma irreversible como
proteinas, dcidos nucleicos y el colapso de
la membrana citoplasmatica provocando la
muerte celular. Rossi y col. (2010) reportan
que S. aureus tiene como estrategia adap-
tativa de autoproteccion, la produccion de
enterotoxinas y la formacién de biopeliculas
entre 40 y 50 °C, a este rango de temperatu-
ra las pocas bacterias que logran sobrevivir
pueden provocar intoxicacién. Wijnands y
col. (2009) mencionan que B. cereus es capaz
de producir esporas y toxina hemética como
mecanismo de supervivencia en el alimento
durante la fase exponencial de crecimiento.
La mayor concentracién de toxina se tiene al
llegar a la fase estacionaria, al ser termoes-
table puede sobrevivir hasta 30 minutos en
agua hirviendo. Menz y col. (2011) observaron
que las esporas de B. cereus poseen apéndi-
ces y/o pilis, los cuales le confieren facilidad
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E. coli

Efecto de diferentes temperaturas (e 40 °C,
# 50 °C, &60 °C)en A) E. coli; B) S.aureus; y
C) B. cereus, por un periodo de 240 min en
muestra de una sopa.

Figure | Effect of different temperatures

(® 40 °C, m 50°C, <60 °C) on A)E. coli:
B)S.aureus; and C) B, cereus, during a 240
minute period of time in a sample of soup.
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Pardmetros de la distribucion de Weibull (b, n) para E. coli, S. aureus y B. cereus incubadas
en una sopa industrializada a diferentes temperaturas.

Table 1. Parameters of Weibull’s distribution (b, n) for growth curves of E. coli, S. aureus, and B,
cereus at different temperatures in industrialized soup.

40 0.00+0.09 0.87+0.09 0.97

E. coli 50 0.07+0.09 0.37+0.06 0.93
60 0.54+0.09 0.35+0.13 0.87

40 0.00+0.09 2.41+0.27 0.98

S. aureus 50 0.00+0.09 1.18+0.29 0.91
60 0.05+0.09 0.65+0.14 091

40 0.00+0.09 2.02+0.24 0.98

B. cereus 50 0.00+0.09 3.61+1.14 0.96
60 0.14+0.09 0.39+0.08 0.89

para adherirse a mdltiples superficies for-
mando biopeliculas, en estas condiciones es
capaz de producir toxina hemética.

Evaluacion mediante la distribucion de
Weibull
La Tabla 1 muestra los valores de los pardmetros
(by n) de la distribucion de Weibull; se observa
que a 40 °C los tres microorganismos no tienen
velocidad de inactivacion (b=0.00), lo que con-
cuerda con la Figura 2 donde la curva de fre-
cuencia no muestra sobrevivientes debido a que
no hay muerte bacteriana, este mismo fendéme-
no se repite para el caso de S. aureusy B. cereus
a50°C (Figura 2B y 2C), sin embargo para E. coli
le causa efectos letales, ya que el valor de velo-
cidad de inactivacion es cercano a 0.07, el &rea
bajo de la curva (Figura 2A) muestra una ligera
cantidad de poblacién bacteriana sobreviviente.
El pardmetro n resultd ser > 1 (Tabla 1), lo que
indica que las bacterias sobrevivientes pueden
volverse termosensibles, y de esta manera no
poder sobrevivir con el paso del tiempo (Coroller
y col., 2006; Van Derlinden y Van Impe, 2012; Van
Derlinden y Van Impe, 2013).

Para los tres microorganismos se observa
la mayor frecuencia de sobrevivientes a
60 °C, siendo més elevada para E. coli (0.7)

que para B. cereus y S. aureus (02 y 01
respectivamente), donde la mayor tasa de
muerte se registra durante los primeros
minutos. A esta temperatura los resultados
de la distribucién de Weibull predicen que E.
coli, S. aureus'y B. cereus sobreviven durante
el tiempo total del muestreo (240 min), con
una carga bacteriana minima. Con S. aureus
(b=0.05 a 60 °C), se demuestra la resistencia
al tipo de tratamiento térmico (n <1), en este
caso murieron la mayor cantidad posible de
células en un corto periodo de tiempo y por
lo tanto con el transcurso del mismo, estas
sobrevivientes son las mds resistentes o tal
vez son las que se adaptaron al medio y a la
temperatura elevada.

Coroller y col., (2012), afirman que las células
sobrevivientes presentan una mayor resistencia
al tratamiento aplicado y una probabilidad
muy baja de morir. Posiblemente cuando
comienzan a adaptarse al medio, la poblacion
superviviente se puede volver mas sensible, y
por lo tanto el dafio acumulado provocado harfa
que las bacterias no sobrevivan (Van Derlinden
y Van Impe, 2013).

Aparentemente, los microorganismos
presentes en un alimento hacen todo lo po-
sible para mantener su homeostasis y poder

superar el ambiente hostil utilizando por
completo su energia, muriendo ya sea por
un agotamiento metabdlico y/o por la des-
naturalizacién de proteinas generado por el
efecto de la temperatura. Sin embargo, como
cada bacteria expresa diferentes genes, no
todas tienen la capacidad de actuar y so-
brevivir al mismo tiempo (Ryu y col., 2012).
Wilson y col. (2002) afirman que en la mayo-
ria de los casos, las predicciones basadas en
los datos obtenidos de sistemas que utilizan
medios de cultivo puro son aplicables para
el crecimiento de los microorganismos que
crecen en los alimentos. Sin embargo, hay
una serie de casos en los que la estructura
del alimento, la actividad de agua, la dis-
ponibilidad de nutrientes (como fuentes de
carbono y nitrégeno), el pH y la temperatura
de tratamiento, parecen dar como resultado
un comportamiento diferente. Esto puede
explicar las diferencias que se observan en
las curvas de crecimiento o inhibicién con
las obtenidas a partir modelos predictivos y
del control el cual mantuvo sus niveles de
inoculacion.

La distribucién de Weibull es una funcién
que toma en cuenta variaciones bioldgicas y
se utiliza para describir el espectro de resis-
tencias de la poblacién al agente letal bajo
distintas condiciones (Van Boekel, 2002). Las
principales ventajas del modelo basado en
la distribucién de Weibull son su sencillez y
su capacidad de modelar curvas de supervi-
vencia que son lineales (Peleg, 1997; Peleg y
Cole, 1998).

CONCLUSIONES

No es conveniente mantener alimentos a tem-
peraturas inferiores a 60 °C, ya que para el
caso de £ coli S. aureus y B. cereus se ob-
servd que son resistentes. Por otro lado, la
aplicacion de la distribucién de Weibull para
determinar la velocidad de muerte de los mi-
croorganismos patdgenos, puede ser de gran
utilidad para el manejo y la prevencion de en-
fermedades transmitidas por alimentos.||
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