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RESUMEN

El deterioro de alimentos y la pérdida de los mismos son unas de las mayores preocupaciones de
la industria de alimentos en paises en vias de desarrollo. Las limitaciones técnicas y de
infraestructura en redes de frio dificulta la utilizacion de las mismas como mecanismo para
garantizar la inocuidad de los productos. La interrupcién de la cadena de frio para alimentos
perecederos puede ocasionar su deterioro y pérdida de inocuidad. El monitoreo de la temperatura
de la cadena de frio permite anticipar el efecto de abusos de temperatura sobre determinado
producto. Como estrategia se ha propuesto el uso de integradores de tiempo-temperatura (TTI),
gue son dispositivos pequenos que adheridos al empaque permiten una lectura en tiempo real de
la calidad e inocuidad del producto. La leche por ser un producto altamente perecedero es un
buen candidato para el uso de este tipo de dispositivos. El presente trabajo propone un prototipo;
a nivel de componentes estructurales y modelos de respuesta para el desarrollo de un TTI de base
microbioldgica. Los modelos obtenidos permitieron relacionar de manera satisfactoria la respuesta
del indicador frente al crecimiento de microrganismo presentes en leche pasteurizada comercial.
Adicionalmente se desarrollaron los modelos que relacionan el crecimiento del microrganismo
indicador con el cambio de pH y con el cambio de color (AE) del TTI. La validacién de los modelos
sobre los datos experimentales y sobre escenarios hipotéticos de abuso de temperatura mostré un
desempeno adecuado del dispositivo asi como una respuesta anticipada ante la eventual
presencia de una concentracion critica de microrganismos en el producto.



ABSTRACT

Food spoilage and food loss are a major concern of food industry in developing countries.
Technical and structural constrains in the cold chain systems limit the use of refrigeration as tool
to guarantee food safety. The breakdown of the cold chain for perishable foods can cause spoilage
and/or render foodstuff unsafe. Cold chain monitoring might anticipate information of the effect
of temperature abuse on food products. As a strategy the use of time temperature integrators
(TTI) have been proposed. TTI are small devices attached to food packages that allow consumers
get information about quality and safety of food stuff in real time. Milk as perishable product is a
good candidate to incorporate the use of these devices. The purpose of this study was the design
of a TTI prototype of microbiological base consistent in the structural components and response
models. The models obtained correlate well the response of the TTl with the growth of
microorganisms present in commercial pasteurized milk. Additionally, models that correlate the
microbial growth of the indicator with the change on pH and AE of the TTI were developed. The
validation of the models with the available experimental and hypothetical abuse scenarios showed
a good performance of the TTl. The TTI failed safe with an anticipated response to critical
microbial concentrations.



1 INTRODUCCION

Garantizar la inocuidad es siempre el reto para la industria de alimentos para obtener y mantener
la confianza de los consumidores. Actualmente los desafios para cumplir con esta caracteristica no
negociable se hacen mas grandes en la medida que los consumidores mejor informados desean
alimentos naturales y nutritivos, faciles de preparar y de larga vida util.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) siguen siendo uno de los problemas de salud
publica mas relevantes a nivel mundial, pese a los avances que se han dado en la “masificacion” de
la refrigeracion, método reconocido por ser eficiente en el control de los fendmenos de deterioro
y crecimiento microbiano (WHO Media centre, 2007). Contar con herramientas econdmicas,
industrializables y seguras que permitan un control en tiempo real de las condiciones de
almacenamiento de los productos, permitiria reducir de manera efectiva las ETA, asociadas a
alimentos refrigerados.

Por otro lado la pérdida de alimentos por deterioro y desperdicio a nivel mundial alcanza cifras
preocupantes. Gustavsson y otros (2011) afirman que esta cifra asciende a cerca de un tercio de la
produccidon de alimentos, que equivale a 1300 millones de toneladas. Estds pérdidas estan
asociadas a diversos factores y abarcan toda la cadena productiva. Sin embargo, hay dos factores
gue se destacan: (1) las limitaciones técnicas, principalmente en los paises en vias de desarrollo y
(2) el manejo de las fechas de vencimiento, principalmente en comunidades con alto poder
adquisitivo.

Los productos lacteos y la leche en particular no son ajenos a esta problematica. Kantor y otros
(1997) establecieron que cerca del 32% de la leche se pierde en los Estados Unidos, considerando
las pérdidas en los distribuidores, supermercados y consumidores finales. Las principales causas de
estas pérdidas se asocian a que el producto supera la fecha de vencimiento en el empaque y a
deterioro del producto a nivel de consumidores y establecimientos comerciales; cominmente por
accion de microrganismos. Este ultimo aspecto se asocia estrechamente con el manejo de las
cadenas de frio particularmente con el rompimiento de la misma, lo cual permite la proliferacion
de microrganismos patégenos y deteriorativos. Extrapolando los hallazgos de Kantor y otros
(1997) y considerando las limitaciones técnicas en la existencia y manejo de las cadenas de frio la
problematica y las pérdidas de este producto en los paises en vias de desarrollo como Colombia,
deben ser superiores al 32%.

El mantenimiento de la cadena de frio es una de las alternativas para reducir las pérdidas de leche
y de productos lacteos. El uso de dispositivos electrénicos de seguimiento de temperatura es
costoso y no viable a nivel de empaques individuales, lo que impide que el control llegue hasta el
consumidor final como ultimo eslabéon de la cadena. Como alternativa a los dispositivos
electréonicos se han desarrollado sistemas integradores de tiempo-temperatura (TTI — Time
Temperature Integrator — en inglés), que reaccionan al rompimiento de la cadena de frio y



permiten hacer una evaluacién en tiempo real del manejo de la temperatura a lo largo de toda la
cadena de distribucidon. Dadas sus caracteristicas es posible utilizar este tipo de dispositivos en
empagques individuales, sin que se afecte de manera significativa el costo del producto final, y
realizar el proceso de monitoreo y control en cualquier punto de la cadena.

El uso de TTI en el control de la cadena de frio ha sido aplicado con éxito en varios productos,
inicialmente en la industria farmacéutica y recientemente en la industria de alimentos (Maschietti,
2010). Adicionalmente con la implementacién de TTl se han desarrollado estrategias en el manejo
de inventarios de productos precederos pasando del tradicional enfoque “primero en entrar
primero en salir” (FIFO — First In First Out — en inglés), a un enfoque “préximo al deterioro primero
en salir” (FSFO — First Spoiled First Out — en inglés), enfoques que soportan sistemas de decision
de vida de anaquel (SLDS — Shelf Life Desition System — en inglés) (Koutsoumanis, Giannakourou,
Taoukis, & Nychas, 2002) y sistemas de monitoreo y aseguramiento de inocuidad (SMAS — Safety
Monitoring and Assurance System — en inglés) (Koutsoumanis, Taoukis, & Nychas, 2005).

En respuesta a la problematica y considerando la alternativa de los TTI, este trabajo abarca el
desarrollo de un prototipo a nivel de componentes y modelos de respuesta, para un TTI de base
microbioldgica, para su eventual utilizacion en leche pasteurizada refrigerada. El desarrollo de este
tipo de dispositivos inicia con la seleccion de los componentes estructurales del TTl, la evaluacion y
cuantificacidn de las respuestas de deterioro del producto y del TTI, el desarrollo de modelos de
correlacién entre las dos respuestas y la validacion de los resultados.



1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la relacion entre el cambio en un indicador de base microbiolégica y el deterioro de la
leche en condiciones de refrigeracién y abuso de temperatura para el disefio de un TTI.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar los componentes del TTI; sustrato, indicador y agente microbiolégico.

e Relacionar la cinética de deterioro y la cinética de cambio del indicador.

e Validar el comportamiento del prototipo en condiciones de refrigeraciéon y abuso de
temperatura.



2 ESTADO DEL ARTE

Los integradores de tiempo temperatura (TTI), son dispositivos que responden a cambios de
temperatura en el tiempo y esto los diferencia de los indicadores, que responden a cambios
puntuales de temperatura independientemente del tiempo en que el cambio ocurra. Los TTI, no
son una tecnologia nueva, se desarrollaron para la industria farmacéutica y la Organizacién
Mundial de la Salud en la década de 1960 (Fu, Taoukis, & Labuza, 1992), para garantizar la
viabilidad de las vacunas en zonas donde las cadenas de frio son deficientes y han evolucionado en
el tiempo hasta incorporar sistemas electrénicos y de radiofrecuencia (RFID), pasando por
sistemas basados en principios fisicos, quimicos, y biolégicos. Su aplicacién en alimentos tampoco
es nueva, Olley (1978) reporta la existencia de TTI tanto fisicos como quimicos e invita a la
utilizacion de sistemas electronicos (Data logger) para el monitoreo de temperatura en el
almacenamiento de alimentos.

Taoukis y Labuza (1989) definen los TTlI como dispositivos pequefios, de bajo costo, adheribles a
los alimentos o a los empaques de alimentos, que muestran un cambio dependiente de la
interaccion tiempo-temperatura. Adicionalmente plantean que el cambio observado debe ser
irreversible y que idealmente el fendmeno debe representar o correlacionarse facilmente con el
grado de deterioro o la vida util residual del producto. Esta definicion fue corroborada por
Maschietti (2010), quien adicionalmente excluye a los RFID, de los TTI por el alto costo de los
mismos; que actualmente no los hace econédmicamente viables para ser colocados en empaques
individuales. Adicionalmente la no toxicidad o patogenicidad en los componentes del TTI es un
requisito para su utilizacién en alimentos (Sherlock & Labuza, 1992).

Los TTl que se han desarrollado hasta ahora considerando las caracteristicas anteriormente
expuestas se pueden clasificar a partir de sus componentes y principios activos. Los TTI fisicos
responden a los cambios de temperatura con cambios en la estructura del dispositivo,
rompimiento de barreras sensibles a la temperatura, entre otros. Sus principios activos estan
asociados a temperaturas de fusidn, y velocidades de migracién o difusién de compuestos sobre
una matriz (Wanihsuksombat, Hongtrakul, & Suppakul, 2010). Los TTI quimicos responden con una
reaccion quimica catalizada por temperatura, entre los principios activos asociados a este tipo de
TTI estdn las reacciones de polimerizacién, reacciones de sintesis o degradacién de compuestos
croméforos (Galagan & Su, 2008) y reacciones de isomerizacién (Kreyenschmidt, Christiansen,
Hlbner, Raab, & Petersen, 2010) entre otros. Los TTIl biolégicos responden a un fenémeno
bioldgico, como una reaccidon enzimatica (Bobelyn, Hertog, & Nicolai, 2006; Ravuyan, Tang,
Orellana, & Rasco, 2003), el crecimiento de microrganismos o la produccidon de metabolitos por
microrganismos (Ellouze, y otros, 2008). En este tipo de TTI pueden intervenir varios principios
activos; cambios de color por acidificacién del medio, turbidez por el crecimiento del
microrganismo, cambios en la turbidez por accidén de complejos enzimdticos, etc., aunque por lo
general prevalece uno sobre los demas. Por otra parte existe una clasificacion relacionada con la
informacién suministrada por el TTI, que puede ser de punto final (End Point), indicando que la



vida util del producto ya ha terminado, o de historia completa (Full History), indicando a través de
sistemas y software de soporte, que tanto de la vida util se ha consumido o cuanto queda
restante, paralelamente se pueden hacer lecturas del estado actual del producto en cuanto a su
calidad (Maschietti, 2010).

Tabla 1: Principios y aplicacion comercial de algunos TTl, adaptado de Maschietti, 2010.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION TTI COMERCIAL RELACIONADO
Prl'nmplo.de Tipo1 Lectura’ TTI comercial Objetivo3 Tlempo' fje Almacenamiento”
funcionamiento operacion
Algunos
Reacciones Fresh-Check, dias-
acetilénicas F o HEATmarker AR Algunos R
anos
Reaccl|or1es F QLT OnVu R <2 semanas N
fotocrémicas
Reacciones (ll=oto) F QLT
termografias
Coloran'tes_ agrego- p QLT
crémicos
Enzimas + indicadores E END Check-Point | R 1 dia- 2 R
de pH meses
Bacterias + (e0)
F END R R
indicadores de pH TRACEO
_ Difusion + F aLt TT Sensor R 515 dias «4°C
indicadores de pH
D|fu5|on,+ .reaccwn F QLT
quimica
Accion capilar +
viscoelasticidad de F QLT
materiales
Accidn capilar + visco
elasticidad de P QLT
materiales
Fusion de s6lidos + p QnNT MinitorMark ~ -17°c-31°c - 9l@=2 <22°C
accion capilar semanas
Accidn capilar +
liquidos de alta F QNT
viscosidad
Actividad osmética +
liquidos de alta F QNT
viscosidad
Accion neumatica +
liquidos de alta F QNT
viscosidad
Difusion gn matrices P QLT/END
solidas
Fusion y difusion P QNT F
Nanoparticulas F QLT
Leyenda:

1 F=TTI de historia completa; P=TTI de historia parcial.

2 QLT=Cualitativo; QNT=Cuantitativo; END=Punto final.

3 A=Productos temperatura ambiente; R=Productos refrigerados; F=Productos congelados.
4 N=temperatura ambiente; R=Refrigerado.



La Tabla 1 muestra algunos de los TTl que actualmente tienen aplicaciones comerciales o que
potencialmente pueden llegar a nivel comercial. Se observa la tendencia al desarrollo de sistemas
cualitativos orientados productos perecederos que requieren ser almacenados en condiciones de
refrigeraciéon o congelacién. Por otro lado solo 5 de los 17 inventos reportados han llegado a la
aplicacién comercial, un claro indicativo de la dificultad de llevar el desarrollo de un TTI a la
aplicacién comercial.

La aplicacion de TTl como herramientas para el manejo y aseguramiento de la calidad y la
inocuidad de alimentos ha alcanzado un amplio rango de aplicacién; desde leche y productos
l[acteos, hasta carnes, pescados y ensaladas. Shellhammer y Singh (1991), evaluaron el desempefio
del I-POINT® para predecir el deterioro de queso cottage, la correlacién entre la prediccion del TTI
y el deterioro observado fue bueno, alcanzando a identificar dos patrones de deterior uno
asociado a organismos psicotréficos por debajo de 8.8°C y otro asociado a bacterias acido lacticas
por encima de 8.8°C. Fu, Taoukis, y Labuza (1991), utilizaron un TTI y herramientas de
microbiologia predictiva para monitorear el deterioro de leche por Pseudomonas fraji logrando
describir adecuadamente la velocidad de crecimiento y la fase lag a temperatura constante, pero
fallando al momento de incorporar cambios de temperatura, presentando predicciones seguras
por defecto. Lasso (2010), desarrollo un prototipo con capacidad de responder a condiciones de
abuso de temperatura, que al igual que en el caso anterior el prototipo tiende a dar respuestas
seguras por defecto considerando la poblacidn propia de la leche (meséfilos aerobios a partir de
recuento en placa en PCA).

La aplicacion de TTI validados en sistemas alimenticios, no solo permite tener un control en el
consumidor final sino que también permite modificar las politicas de manejo de inventarios para
reducir las pérdidas por deterioro. Desarrollos como el sistema de decisién de vida de anaquel
(Shelf Life Dessition System, SLDS) (Koutsoumanis, Giannakourou, Taoukis, & Nychas, 2002) y el
sistema de monitoreo y aseguramiento de la inocuidad (Safety Monitoring and Assurance System,
SMAS), permiten mejorar el desempefio de los inventarios reduciendo la cantidad de producto
que llega a un eslabdn determinado de la cadena de abastecimientos con una carga microbiana o
nivel de deterior que pueda implicar riesgo de enfermedad o dafio organoléptico.

Sherlock y Labuza (1992) describieron la percepcion de los consumidores por las etiquetas que
daban informacién sobre el grado de frescura de la leche. Los resultados mostraron que los
consumidores no confian en la frescura de leche a partir de las fechas de vencimiento impresas en
los empaques, pero que el uso de TTI podria incrementar esa confianza, lo que evidencia la
voluntad de los consumidores por comprar productos etiquetados con TTI en lugar de los no
etiquetados. Fortin y Goodwin (2008), realizaron un estudio similar en Bélgica para el TTI Fresh-
Check®, y concluyen que la poblacién objetivo en ese pais serian mujeres entre 40 y 60 afios de
edad, quienes pueden tener nifios a cargo y que estan preocupadas por lo que comen ellas y sus
familias, adicionalmente se encontré un gran numero de respuestas “tal vez”, lo que ratifica los



hallazgos de Sherlock y Labuza en cuanto a la necesidad de mejorar la educacién de los
consumidores sobre este tipo de dispositivos.



3 MARCO TEORICO
3.1 LA LECHE

La produccién de leche en Colombia estaba en el orden de 6000 millones de litros en el afio 2004
(Departamento Nacional de Planeacidn, 2007) y se ha incrementado hasta 6500 millones de litros
en el afio 2008 de acuerdo con Fedegan (FEDEGAN, 2010). El DANE reporta que cerca del 26% de
la leche producida a nivel nacional es procesada; de acuerdo con los productores ese porcentaje
es del 32% (DANE, 2004), pero no es claro que ocurre con el 70% restante. Si se considera que en
el 2006 entré en vigencia el decreto 616, que regula la comercializacién de leche para el consumo
humano y/o destinada a la produccién de derivados lacteos, y hace “obligatoria” la refrigeracion y
procesamiento térmico de la leche, se espera que los porcentajes de procesamiento hayan
aumentado en los ultimos 4 afios. Segln el DNP en el 2007 el 88% de la produccién lechera
nacional es absorbida por la industria (Departamento Nacional de Planeacién, 2007), lo cual
invierte los porcentajes reportados por FEDEGAN y el DANE en el 2004.
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Grafica 1: Diagrama de la cadena lactea en Colombia (Adaptado de: (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
Observatorio Agrocadenas Colombia, 2005)).

La cadena lactea en Colombia inicia con los productores primarios de leche, caracterizados por su
diversidad en tamafio: desde grandes productores; concentrados en la sabana de Bogota,
Antioquia y la costa Atldntica, hasta pequeios productores diseminados a lo largo y ancho del
pais, algunos de los cuales tienen producciones que rallan en la escala econdmica de subsistencia.
Seguidamente estdn los acopiadores y transportadores responsables de la acumulacion vy
proveeduria a las grandes procesadoras y transformadoras del producto. La industrializaciéon del
sector estd divida en tres grupos donde las plantas pulverizadoras y los procesadores; tanto



tecnificados como artesanales son los responsables de aportar valor agregado al producto (Grafica
1). De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), la leche consumida por
la industria se destina a la pasteurizacidon 38%, leche en polvo 29%, leche UHT 19% quesos 8% y
otros productos lacteos el 6% (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), 2010).

Las caracteristicas de la cadena lactea hacen que el control y el mantenimiento de las condiciones
adecuadas de almacenamiento y transporte refrigerados sean dificiles de mantener y garantizar.
Adicionalmente la infraestructura eléctrica en algunas de las zonas productoras del pais es pobre o
inexistente y los altos costos asociados a los sistemas de refrigeracion limitan el cumpliendo de la
reglamentacion que obliga a la refrigeracion (4°C) de la leche cruda (Ministerio de la Proteccion
Social, 2006).

3.1.1 CARACTERISTICAS Y PROCESOS DETERIORATIVOS DE LA LECHE

Por sus caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 2), la leche es un producto altamente perecedero
susceptible al deterioro microbiano y quimico. Entre los fendmenos quimicos se destacan la
hidrolisis de lipidos o rancidez hidrolitica, la oxidacién, y la foto-oxidacién. La hidrélisis de lipidos
ocurre por la acciéon enzimatica de una lipasa sobre los complejos lipidicos generando acidos
grasos de cadena corta; principalmente acido butirico, responsables del olor del producto
deteriorado, la lipasa es generalmente de origen microbiano, sensible a temperaturas entre los
55°C y 60°C, y especialmente activa sobre glébulos de grasa afectados en el proceso de
homogenizacién. La oxidacién afecta inicialmente a los fosfolipidos del glébulo de grasa y se
propaga en los triglicéridos; principalmente en los triglicéridos insaturados, formando finalmente
aldehidos y cetonas que tienen olor y sabor marcados, diferentes factores afectan la secuencia de
reacciones pero la presencia de metales; como cobre, y la ausencia de antioxidantes naturales
(Vitamina E) pueden inducir la autooxidacion. La fotoxidacidn, es un proceso oxidativo inducido
por la luz solar y particularmente por los rayos UV, la luz activa la riboflavina que cataliza la
reaccion de metionina a metanal, generando sabores y olores similares a los de la oxidacion pero
que tienden a disminuir durante el almacenamiento (Goff, 2011).

Tabla 2: Caracteristicas fisicoquimicas de la leche (Goff, 2011).

Propiedad Valor
pH 6.5-6.7
Aw >0.99
%Agua 85.5-88.7
%Azucares 4.6
%Proteina 3.25
%Grasa 2.4-5.5

El deterioro microbiano que se puede observar en la leche es variado. Esa variabilidad esta
asociada el tipo de microrganismos presentes los cuales estan asociados a la salud de los animales,
las practicas de manipulacién y los procesos a los que se ha sometido el producto. Entre los grupos



de microrganismos relevantes en el deterioro de la leche estan las bacterias acido lacticas, los
coliformes, los psicrétrofos, y los resistentes al calor.

Las bacterias acido lacticas producen acido lactico por la fermentacién de la lactosa, son un grupo
bastante grande que incluye géneros como Lactococcus y Lactobacillus. Crecen con facilidad
cuando la leche no es refrigerada generando acidez e inutilizando la leche para el procesamiento
al producir inestabilidad térmica; al ser calentada la leche se separa en sus fases acuosa y proteica.
La mayoria de la bacterias acido lacticas son controladas por procesos de pasteurizacidn e incluso
termizacién, sin embargo estos tratamientos no controlan a las bacterias acido lacticas
termofilicas como Streptococcus thermophilus (Walstra, 1999), lo que permite que algunos de
estos microrganismos produzcan deterioro en etapas posteriores a la pasteurizacién.

Los coliformes son otro grupo bastante grande miembro de las enterobacterias que incluye
microrganismos tanto patégenos como deteriorativos. Crecen en leche con facilidad,
especialmente a temperaturas por encima de los 20°C, metabolizando proteinas y lactosa, con
produccion de gas y deterioro en el sabor de la leche (Walstra, 1999). Los coliformes al igual de las
bacterias acido lacticas y otros grupos de microrganismos de interés se pueden controlar por
procesos de pasteurizacion, por lo que su presencia en etapas posteriores se considera un
indicativo de recontaminacién o de falla en el proceso de pasteurizacién.

Los psicétrofos son microrganismos deteriorativos que crecen con facilidad a temperaturas por
debajo de los 15°C, en leche pueden crecer incluso por debajo de los 4°C; aunque crecen de
manera Ooptima entre 20°C y 30°C. Ocurren con relativa frecuencia e incluyen Listeria
monocytogenes, los géneros Pseudomonas, Achromobacter, Flavobaterium y Alcaligenes, entre
otros. Los metabolitos producidos por la mayoria de las bacterias en este grupo se destacan las
enzimas lipoliticas y proteoliticas, responsables de procesos de deterioro que incluyen los sabores
y olores putridos y rancios. La mayoria de los psicétropos se pueden controlar por procesos de
pasteurizacién, sin embargo muchas de las enzimas son termoresistentes lo que ocasiona que en
condiciones adecuadas; principalmente de temperatura, se presenten procesos lipoliticos y
proteoliticos que generan cambios en el olor el sabor y eventualmente en las caracteristicas
fisicoquimicas de la leche después de la pasteurizacion (Walstra, 1999).

Micobacterium lacticum, algunos Streptococcus y algunos Micrococcus, entre otros, hacen parte
de las bacterias termoresistentes; bacterias que no forman esporas, pero que en sus formas
vegetativas pueden soportar los procesos de pasteurizacidn. Aunque normalmente se encuentran
en bajas concentraciones, en ausencia de otros microrganismos prosperan con facilidad si las
condiciones de temperatura son favorables (>20°C). Otro grupo dentro de las bacterias
termoresistentes son los formadores de esporas, principalmente miembros de los géneros Bacillus
y Clostridium. En la industria lactea son especialmente relevantes: B. cereus que crece a
temperaturas tan bajas como 7°C y es responsable de procesos deteriorativos como el cortado
dulce (Sweet curdling — en inglés), el desarrollo de sabores desagradables y el colapso de los
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glébulos de grasa, B. subtilis y B. stearothermophilus que pueden deteriorar leche que no ha sido
adecuadamente pasteurizada, y C. tyrobutiricum, que es responsable del embobado tardio (late
blowing — en inglés) de quesos, con la formacién de acido butirico que produce un olor y sabor
desagradables, e hidrogeno que produce grandes burbujas en los quesos (Walstra, 1999).

Estudios sobre las cinéticas de deterioro tanto microbiolégicas como quimicas han mostrado una
estrecha relacién entre la temperatura a la cual se expone el producto y la velocidad a la que
ocurren los fendmenos deteriorativos (Hamm, Hammond, & Hotchkiss, 1968; Taoukis & Labuza,
1989; Fu & Labuza, 1992). A partir de estas investigaciones se ha establecido que estos fendmenos
ocurren como reacciones de primer orden y que se pueden describir en funcidn de la temperatura
utilizando el modelo de Arrhenius como se observa en la Grafica 2.
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Grafica 2: Modelo de Arrhenius para las tasas de crecimiento de Pseudomona fragi, entre 2 y 22°C (Fu, Taoukis, &
Labuza, 1991).

3.1.2 PASTEURIZACION Y ALMACENAMIENTO DE LA LECHE

La pasteurizacion es un proceso por medio del cual se reduce la carga de microrganismos en un
producto por accién del calor. La pasteurizacién de leche se ha utilizado durante mucho tiempo de
manera relativamente segura. Los métodos de pasteurizacién utilizados en el procesamiento de
leche son 62.8°C durante 30 min (LTLT, por sus siglas en inglés) o 71.7°C durante 15s (HTST, por
sus siglas en inglés). Estos tratamiento son suficiente para destruir a la mayoria de mesdfilos,
enterobacterias y a Coxiela burnetii, el patégeno termoresistente responsable de la fiebre Q.
Inmediatamente después de los tiempos de retencién (30min para LTLT y 15s pata HTST) la leche
es enfriada a 4°C, temperatura a la que se debe mantener hasta el consumo (Ray, 2005).

La carga microbiana inicial con que llega la leche cruda a las plantas de procesamiento influye
sobre la calidad de la leche pasteurizada refrigerada a nivel comercial (Fromm & Boor, 2004). La
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carga inicial de bacterias y las caracteristicas de la misma; presencia de termoresistentes y
formadores de esporas, han limitado el incremento de la vida util de la leche procesada por estos
métodos al no poder impedir que algunos microrganismos lleguen al producto final. En los casos
en que la carga inicial de microrganismos es alta, y no se ajustan los procesos térmicos
(incrementando la temperatura o el tiempo de retencién) el proceso de pasteurizacion no es
seguro. Adicionalmente la eliminacién de los microrganismos no es suficiente para impedir el
deterioro de la leche, la presencia de enzimas termoresistentes; que actlan sobre lipidos y
proteinas, y que son producidas por los microrganismos o son liberadas durante el proceso de
pasteurizacién son responsables de procesos deteriorativos que hacen que la leche no sea
agradable para consumir (Barbano, Ma, & Santos, 2006).

Tabla 3: Efecto de la temperatura de almacenamiento en los recuentos de microrganismos después de 24h, y sobre el
mantenimiento de la calidad (Recuento inicial de 2.3x103UFC/mL) (Walstra, 1999).

Tiempo de duracion de la calidad

Temperatura de Almacenamiento Recuentos después de 24h microlsaiolégica
(UFC/mL) (<1x10°UFC/mL)

(h)

4 2.5x10° >75

10 1.2x10* 30

16 1.8x10° 19

20 4.5x10° 11

30 1.4x10° 5

Diversos estudios (Taoukis & Giannakourou, 2004; Garrido, Garcia-Jalon, & Vitas, 2010) mostraron
que tanto los sistemas de refrigeracion comerciales como domésticos operan en condiciones por
fuera de los rangos recomendados de temperatura (4°C — 6°C), lo que favorece el crecimiento de
microrganismo contaminantes y el desarrollo de reacciones deteriorativas (Tabla 3). Como
consecuencia de lo anterior, la leche refrigerada es asociada de manera recurrente con brotes de
ETA, que se relacionan principalmente con la presencia de Listeria, Salmonella, o E. coli (Oliver,
Boor, Murphy, & Murinda, 2009).

3.2 MICROBIOLOGIA PREDICTIVA

La microbiologia predictiva es una herramienta en la cual se incorporan el conocimiento
microbioldgico de las cinéticas de crecimiento e inactivacion de los microrganismos entre otros,
con conocimientos en matematica y simulacion. Tiene como objetivo el desarrollo de modelos
matematicos que describan los comportamientos microbianos; crecimiento, inactivacion e
interaccion de microrganismos, y la produccién de metabolitos entre otros (Zwietering & den
Besten, 2010).

Los modelos utilizados en microbiologia predictiva se clasifican en primarios, secundarios y
terciarios. Los modelos primarios establecen relaciones entre el crecimiento o inactivacion
microbiana y el tiempo; permiten establecer parametros cinéticos como: la duracion de la fase lag,
la velocidad de crecimiento, el estado fisiolégico de las células, la velocidad de inactivacion, entre
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otros. Entre los modelos primarios mds conocidos estdn el modelo de Gompertz, el modelo
logistico (Ecuacién 1), el modelo bifasico (Ecuacién 2) y el modelo de Baranyi o modelo D
(Ecuacion 3), los cuales pueden describir tanto fendmenos de crecimiento como de inactivacion
cambiando el signo del pardmetro de velocidad, y el modelo de Bigelow para estimar el efecto de
tratamientos térmicos.

a
y=[1+exp(b—c-x)]

Ecuacion 1: Ecuacion del modelo logistico (Zwietering, Jongenburger, Rombouts, & van ‘T Riet, 1990).

In(Ny) t<Ai

In(N) =

N,

In(Npay) — In {1 + [% - 1] “expl—pmax - (t — /1)]} t>21
0

Ecuacion 2: Modelo bifasico de crecimiento microbiano (Rosso 1., 1995).

eﬂmax'A(t) -1
n(t) = ng + Umax - A(t) — In <1 + pC— >
1
p— .t

1 e Hmax't | m

A(t) =t + -In € 1” 1
#max 1 + e
el'ﬂmax -1

Ecuacion 3: Modelo explicito de crecimiento de Baranyi y Roberts (Poschet, Geeraerd, Scheerlinck, Nicolai, & Van
Impe, 2003).

t

DT =
LOglO Yinicial - LOglOYfinal
Ecuacion 4: Ecuacion para estimar el tiempo de reduccion decimal de acuerdo con el modelo de Bigelow (Ray, 2005).

Los modelos secundarios relacionan los pardmetros de los modelos primarios con variables
independientes relacionadas tanto intrinsecas como extrinsecas, como son: el pH, la actividad de
agua (ay), la temperatura, el contenido de sustancias inhibitorias como NaCl, acidos organicos,
bacteriocinas, otros microrganismos, la intensidad de tratamientos no térmicos, entre otras. En
este tipo de modelos se destacan los modelos de raiz cuadrada o cuadraticos (Ecuacidn 5), que
describen el comportamiento de los parametros con maximos o minimos dentro del espacio
experimental, las superficies de respuesta, los modelos cardinales (Pinon, y otros, 2004) y los
modelos de tipo Gamma (y) (Ecuacién 6) o de efectos multiplicativos.

vV Hmax = C* (T - Tmin) '\/(aw - awmin) : \/1 — 10PHmin—PH
Ecuacion 5: Modelo secundario para la tasa de crecimiento en funcidon de temperatura (T), actividad de agua (a,,) y pH
(Koseki, 2009)
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HUmax = Hopt ~y(pH) - y(T)

(PH — PHppin) + [1 — ez PH-PHmax)]
(pHopt - pHmin) . [1 — eCZ'(pHopt‘pHmax)]

y(pH) =

2
(T - Tmin) ' [1 B eCZ.(T_TmaX)]

(TOPt - Tmin) ' [1 - eczl(TOPf_Tmax)]

Ecuacion 6: Modelo y para la tasa de crecimiento en funcion del pH y la temperatura (Rosso, Lobry, Bajard, &
Flandrois, 1995).

y(T) =

Finalmente los modelos terciarios incorporan tanto los modelos primarios como secundarios en
aplicaciones especificas, generalmente en sistemas de software. Los modelos terciarios pueden
desarrollarse y aplicarse tanto en condiciones estaticas; cuando las variables asociadas al modelo
permanecen constantes durante la ventana de tiempo de interés, o en condiciones dinamicas
cuando estas cambian con el tiempo (McMeekin, y otros, 1997; Baranyi & Roberts, 2004; Peleg,
2006 ).

Dada su complejidad estos modelos se han trabajado de manera relativamente reciente (Baranyi
& Roberts, 1994; Zwietering & den Besten, 2010). Actualmente se encuentran disponibles
aplicaciones de microbiologia predictiva que abarcan modelos primarios secundarios y terciarios, y
una base de datos que recopila informacion sobre curvas de crecimiento e inactivacién en
diferentes condiciones (www.combase.cc). Entre las aplicaciones de modelos primarios se
destacan el DmFit, capaz de ajustar datos de crecimiento a los modelos mds comunes de
crecimiento (Gompertz modificado, Modelo D o de Baranyi y al modelo bifdsico), y el GinaFit, que
ajusta datos de inactivacion a diferentes modelos de inactivacion. Aplicaciones puntuales para los
modelos secundarios no se han desarrollado hasta ahora, por lo general se utilizan herramientas
estadisticas de regresién multiple como las superficies de respuesta u otras herramientas para el
ajuste de datos que permiten estimar el comportamiento de los parametros de interés. A nivel de
modelos terciarios existen varias aplicaciones las mas comunes asociadas a software libre
disponible en internet son el Pathogen Modeling Program (http://pmp.arserrc.gov/), del
departamento de agricultura de los Estados Unidos, el Growth Predictor y el Perfringens Predictor
(www.ifr.ac.uk/safety/growthpredictor/) de IFR en |Inglaterra, y el SymPrevious
(http://www.symprevius.net/index.php) desarrollado en Francia por el gobierno y la industria
como herramienta para la toma de decisiones en inocuidad de alimentos; cabe mencionar que
este es el software de microbiologia predictiva con mayor aplicacién comercial. Adicionalmente
Koseki (2009), desarrollo una aplicacidon basada en datos de ComBase, para estimar la frontera de
crecimiento microbiano en diferentes alimentos a partir de las caracteristicas de los mismos (a, y
pH principalmente).
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Como criterios de bondad de ajuste se utilizan el coeficiente de determinacién (R?), el error
cuadrado medio (MSE), el analisis de residuos y el error estandar o estimado de los parametros
(SE). En la literatura se encuentran reportados modelos con ajustes satisfactorios con R’20.7
(Skandamis & Nychas, 2000), y con errores estandar del orden del 30% (Baranyi & Roberts, 1995).

La aplicacion de modelos requiere no solo de un ajuste satisfactorio, sino de predicciones
adecuadas. Dado que los modelos se desarrollan en medios de laboratorio y en condiciones
favorables para los microrganismos es necesario validar las predicciones de los modelos. Como
criterios de validacion se han desarrollado varios indices que cuantifican la discrepancia entre las
predicciones y los datos obtenidos experimentalmente. Ross (1996), propuso el factor bias que
estima la razén promedio entre los datos observados experimentalmente y los predichos por el
modelo y el factor de exactitud que da un estimado de la razdén absoluta promedio entre los datos
observados experimentalmente y los predichos por el modelo. El factor bias podra tomar valores
mayores a 0, un valor de 1, que indica un ajuste “perfecto” del modelo, valores menores a 1
indican que el modelo tiende a ser seguro por defecto, y valores mayores a 1 indican que el
modelo tiende a ser inseguro por defecto. Las diferencias hacia arriba o hacia debajo de 1 se
pueden interpretar como el promedio porcentual de las diferencias entre los datos observados y
predichos, es decir que “un valor de 1.1 no solo indica que el modelo es inseguro por defecto sino
gue ademads en promedio las predicciones son un 10% mayores que los datos observados”. El
factor de exactitud tomara valores iguales o mayores a 1; cuanto mas grande es el factor de
exactitud menos exacto es el modelo, asi por ejemplo: un factor de exactitud de 1.3 indicara que
en promedio los datos predichos son un 30% mayores o un 30% menores que los observados
experimentalmente.

El uso de aplicaciones de microbiologia a nivel industrial y de investigacion es amplio, el Food
Safety and Inspection Service (FSIS) y la Food and Drugs Administration (FDA), las aceptan como
herramientas en el aseguramiento de la inocuidad de alimentos y como soporte de sistemas
HACCP (Zwietering, de Wit, & Notermans, 1996) han sido utilizadas en procesos de evaluacion
cuantitativa de riesgo microbioldgico (van Gerwen & Zwietering, 1998), y la validacién de procesos
industriales entre otras.
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4 MATERIALES Y METODOS
4.1 BACTERIAS INDICADORAS Y PREPARACION DEL INOCULO

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron bacterias de la coleccién de la Facultad de Ingenieria,
de la Universidad de la Sabana. Los microrganismos utilizados, aislados de productos lacteos, se
muestran en la Tabla 4, identificados a nivel de especie por pruebas bioquimicas y secuenciacién
de ADN.

Tabla 4: Lista de bacterias utilizadas

Bacterias

Lactobacillus plantarum

Pediococcus acidilactis

Lactobacillus brevis

Las bacterias se activaron de manera individual a partir de dos perlas de cryovial (CRYOBANK®) en
10mL de caldo nutritivo (Scharlau, Art. No. 02-140), se incubaron a 37°C durante 16-24h.
Posteriormente se realizd un subcultivo transfiriendo de 100uL del cultivo activo a otro tubo con
10mL de caldo nutritivo, el subcultivo se incubé a 37°C durante 24h mas.

4.2 LA LECHE

Se utilizaron dos leches pasteurizadas comerciales. La compra se realizd en supermercados locales
(Bogota) y se mantuvo la cadena de frio (4°C +2°C) hasta la llegada del producto al laboratorio.
Como criterio de seleccion se considerd que las leches tuvieran la fecha de vencimiento en al
menos un dia después de iniciar las pruebas de laboratorio; las leches con mayor vida util al
momento de iniciar las pruebas de laboratorio tenian tres dias de vida util restante, de acuerdo
con el etiquetado.

4.3 RECUENTO DE BACTERIAS

4.3.1 RECUENTO DE FLORA TOTAL EN LECHE

Los recuentos de flora total en la leche se realizaron por el método de conteo total en placa de
agar Plate Count (PCA Scharlau, Art. No. 01-161) para meséfilos aerobios mediante el uso de
diluciones seriadas en agua de peptona (Peptona de caseina, Merck Cat. No. 1.07213.1000) al
0.1%, adaptado a cajas divididas en cuartos e inoculando cada cuarto con 20uL de muestra. Las
cajas inoculadas se incubaron durante 24 - 48 horas y se realizé un conteo manual de las colonias
individuales, considerando los cuartos de caja con menos de 100 unidades formadoras de colonia.
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4.3.2 RECUENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICA

Los recuentos de bacterias acido lacticas se realizaron por el método de conteo en palca de agar
Man Ragosa Sharpe (MRS Scharlau, Art. No. 01-135) mediante el uso de diluciones seriadas en
agua de peptona al 0.1%, adaptado a cajas divididas en cuartos e inoculando cada cuarto con 20ulL
de muestra. Las cajas inoculadas se incubaron durante 24 - 48 horas y se realizd un conteo manual
de las colonias individuales, considerando los cuartos de caja con menos de 100 unidades
formadoras de colonia.

4.4 SELECCION DEL INDICADOR DE pH Y EVALUACION DE LA
SENSIBILIDAD DE LAS BACTERIAS AL INDICADOR DE pH

Se consideraron indicadores de pH, con punto de viraje cercano 5.0, que no mostraran efecto
inhibidor sobre las bacterias indicadoras y no tuvieran efectos toxicos en humanos. El indicador se
prepard al 0.2% (m/v) en NaOH 0.01M, y se adicioné a los medios de cultivo para tener una
concentracion final del 1.5%v/v (Vaikousi, Biliaderis, & Koutsoumanis, 2008). El indicador de pH
utilizado fue: azul de bromotimol.

Para evaluar el crecimiento de los microrganismos en caldo MRS (MRS Scharlau, Art. No. 02-135)
adicionado con el indicador de pH, se prepararon tubos de 5ml de MRS con el indicador de pH, y
se inocularon con las cepas seleccionadas, se incubaron 24 horas a 37°C y se realizaron recuentos
en placa por diluciones seriadas como se describe en el numeral 4.3.2, para evaluar el efecto del
indicador sobre el crecimiento de las cepas; los recuentos se realizaron por triplicado para tres
ensayos independientes y se compararon con el crecimiento en caldo MRS sin indicador utilizando
una prueba estadistica t con a=0.05. Ademas se evalud visualmente el cambio en el color del
indicador con el crecimiento del microrganismo.

4.5 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA
BACTERIA INDICADORA

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre las bacterias indicadoras se compararon los
crecimientos en caldo MRS a 37°C después de 24 horas de incubacidn, y a 4°C después de 18 dias
de incubacién (tiempo en el que se observd turbiedad en el medio) para el caldo MRS, y después
de 21 dias de incubacion en MRS con el indicador de pH (tiempo en que se observé cambio de
color en el indicador). Los indculos utilizados para esta prueba se estiman en 1x10°-1x10° UFC/mL.
Las comparaciones se realizaron sobre la concentracidn final de microrganismos utilizando una
prueba t (a=0.5).

4.6 CINETICA DE DETERIORO DE LA LECHE

Para establecer la cinética de deterioro de la leche se realizaron curvas de crecimiento microbiano
a cuatro temperaturas que cubrieran el espectro de condiciones de almacenamiento y abuso para
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la leche pasteurizada (12, 20, 28 y 37°C). Las temperaturas seleccionadas corresponden a un
escenario pesimista en la temperatura de los refrigeradores (12°C) tanto comerciales como
domésticos (Garrido, Garcia-Jalon, & Vitas, 2010), y a temperaturas comunes en las diferentes
regiones del pais, también se considerd que a temperaturas por debajo de los 12°C, la microflora
presente en la leche pasteurizada no alcanzé la poblacién critica de 1x10°> UFC/mL considerada en
el estudio en los 14 dias que se tienen como parametro de inocuidad en varios paises (Goff, 2011).
Las curvas de crecimiento se realizaron en tres ensayos independientes, para dos leches
pasteurizadas comerciales, teniendo como minimo ocho puntos de muestra. Los recuentos se
realizaron por duplicado de acuerdo al protocolo para el recuento de flora total en leche descrito
en el numeral 4.3.1. Para la determinacién de los parametros cinéticos de crecimiento ver el
numeral 4.9. Adicionalmente se realizaron mediciones al pH de la leche por potenciometria
(Potenciémetro Schott LI160/LAB180), siguiendo el mismo disefio experimental.

4.7 CINETICA DE CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS INDICADORAS

La cinética de crecimiento del microrganismo indicador se establecié a partir de curvas de
crecimiento bacteriano a cuatro temperaturas (12, 20, 28 y 37°C), que cubrieron el espectro de
temperaturas de almacenamiento y abuso para la leche pasteurizada, como se explica en el
numeral 4.6. Las curvas de crecimiento se realizaron en caldo de cultivo MRS con el indicador de
pH, con tres ensayos independientes, teniendo como minimo ocho puntos de muestra. Los
recuentos se realizaron, por duplicado de acuerdo con el protocolo para cuantificacion de
bacterias acido lacticas descrito en el numeral 4.3.2. Para la determinacidon de los pardmetros
cinéticos de crecimiento ver el numeral 4.9.

Adicionalmente se realizaron mediciones al pH del medio por potenciometria (Potenciometro
Schott LI160/LAB180), siguiendo el mismo disefio experimental.

4.8 CINETICA DE CAMBIO DE COLOR DEL INDICADOR

La cinética de cambio en el color del indicador se establecié a partir de mediciones de color en
escala CIE Lab (Colorimetro ProQuest, Hunter Labs, USA). La configuracion utilizada en el
colorimetro fue FuentreSSS, 10°, con luz especular incluida. Las mediciones de color se realizaron
siguiendo el mismo disefio experimental utilizado en la cinética de crecimiento de las bacterias
indicadoras.

4.9 DESCRIPCION DE LAS CINETICAS DE CRECIMIENTO MICROBIANO

La descripcion de las curvas de crecimiento obtenidas se realizd con la aplicacion DMFit (Baranyi &
Roberts, 1994), ajustando el modelo de Gompertz modificado (Buchanan & Phillips, 1990) a los
datos experimentales de crecimiento microbiano, (Ecuacién 7). La seleccion del modelo de
Gompertz se hizo con base a su amplia aplicacion para describir de manera continua curvas de
crecimiento microbiano y la facil interpretacién de sus pardmetros. Ademas se tuvo en cuenta el
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ajuste a los datos, la estimacién de los pardmetros del modelo, y la ausencia de diferencias
evidentes frente a los ajustes del modelo D y del modelo bifasico

Gt)=A+C- (exp (—exp(—B (- M))))

Ecuacion 7: Ecuacion de Gompertz modificada (Buchanan & Phillips, 1990). Donde G(t) corresponde al logaritmo de la
poblacién en el tiempo t, A a la poblacidn inicial, C, al incremento en la poblacidn, B a la tasa maxima de crecimiento y
M a la duracion de la fase lag.

4.10 VALIDACION DEL MODELO

4.10.1 PARAMETROS DE DESEMPENO

Como parametros de desempefio de los modelos se utilizaron el factor bias y el factor de exactitud
propuestos por Ross (Ross, 1996), los cuales cuantifican la tendencia del modelo a subestimar o
sobrestimar las respuestas, y la discrepancia entre los datos observados experimentalmente y los
predichos por el modelo.

Y log(Predicho/Observado)
Factor bias = 10 n

Ecuacion 8: Ecuacion para la estimacion del factor bias (Ross, 1996).

Y|log(Predicho/Observado)|
Factor de exactitud = 10 n

Ecuacion 9: Ecuacion para estimacion del factor de exactitud (Ross, 1996)

4.10.2 VALIDACION INTERNA

Se evalué el desempefio del modelo obtenido con respecto a los datos experimentales, tanto del
medio indicador como de la leche. Teniendo como datos observados los obtenidos
experimentalmente y como datos predichos los generados por los modelos.

El mismo esquema de validacién se utilizé para los modelos que describen los cambios de pH, los
cambios en el parametro AE correspondiente al cambio de color, asi como para validar el
comportamiento del modelo en condiciones dindmicas de temperatura donde se compararon los
tiempos para alcanzar una poblacién microbiana de riesgo (1x10° UFC/mL) y los tiempos de
respuesta del indicador (AE=8).

La validacion en condiciones dindmicas de temperatura se realizé utilizando la ecuacion de
Gompertz modificada en su forma diferencial que de acuerdo con Huang (2003) se puede expresar
de la forma que muestra la Ecuacion 10. El proceso de validacién se realizé teniendo en cuenta 10
perfiles de temperatura diferentes generados aleatoriamente dentro del rango de temperatura
del modelo, a partir de una distribucién normal con media 12°C desviacion estandar 25°C para
cubrir el rango de temperatura del modelo (12°C-37°C); en los casos en que la temperatura
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obtenida aleatoriamente fuera inferior a 12°C, se forzé a que tomara el valor de 12°C como
temperatura para desarrollar la simulacion. Adicionalmente se generaron 10 series de
temperatura, correspondientes a situaciones realistas de transporte y consumo de leche, teniendo
en cuenta los rangos de temperatura donde el modelo es aplicable. La resolucién la Ecuacién 10
de forma numérica continua se realizé utilizando herramientas de dindmica de sistemas (Vensim
PLE V.5.10e).

Z_sz'(G_A)'l"(G—A)

Ecuacidon 10: Forma diferencial de la ecuacion de Gompertz modificada (Huang, 2003).

4.10.3 VALIDACION EXTERNA

Se evalud el desempefio del modelo obtenido con respecto al comportamiento de microrganismos
patdgenos en leche (L. monocytogenes y E. coli). Los datos de crecimiento para los microrganismos
patdgenos se obtuvieron de 10 simulaciones en el Pathogen Modeling Program (PMP V.7.0) con
un indculo inicial de 1x10° UFC/mL, pH de 6.5 y NaCl al 0.5%, que corresponden a las condiciones
mas cercanas a las de la leche que se pueden simular con el software. La variable de respuesta fue
el tiempo para alcanzar un incremento de la poblacién de 2 ciclos logaritmicos (1x10° UFC/mL) y se
compard con el tiempo necesario para alcanzar un AE=8.
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5 RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 SELECCION DE LOS COMPONENTES ESTRUCTURALES DEL TTI
5.1.1 ESTANDARIZACION DE LOS INOCULOS

La estandarizacion del indculo tenia como fin establecer cultivos microbianos reproducibles para la
obtencién de indculos de caracteristicas iguales. La Tabla 5, muestra la concentracién de las
bacterias acido lacticas después del subcultivo y la variabilidad observada entre las réplicas.

Tabla 5: Resumen de los recuentos para la estandarizacion del indculo.

RECUENTOS DESVIACION

BACTERIA Log(UFC/mL) ESTANDAR VARIANZA
Lactobacillus plantarum 9.34 0.55 0.30
Pediococcus acidilactis 9.36 0.43 0.19
Lactobacillus brevis 9.64 0.31 0.09

Los resultados de la estandarizacion del inéculo mostraron que no hay diferencias significativas
(ANOVA a=0.05), entre las tres cepas consideradas para el estudio. Los recuentos finales
obtenidos estan en orden de 1x10° UFC/mL, cantidad gue es consistente con otros experimentos
realizados en el laboratorio y con datos reportados en la bibliografia (Ellouze, y otros, 2008; Fu,
Taoukis, & Labuza, 1991).

5.1.2 SELECCION DEL INDICADOR DE pH

Después de comparar las caracteristicas de varios indicadores que cumplieran la con la condicién
de no toxicidad y con el rango de pH para el cambio de color se seleccioné el azul de bromotimol.
La Tabla 6 muestra las caracteristicas del azul de bromotimol incluyendo los rangos de pH donde
se da el viraje de color y los colores correspondientes.

Tabla 6: Rango y colores de viraje del azul de bromotimol.

RANGO DE pH DONDE SE DA EL VIRAJE COLOR INICIAL COLOR DESPUES DEL VIRAJE

5.4-3.8 AZUL VERDE/AMARILLO

El indicador de pH debe dar una seial con el cambio de color apreciable para el consumidor y que
se pueda relacionar con el crecimiento de microrganismos en la leche, al comparar los colores
iniciales (Grafica 3) con los obtenidos después de 24h a 37°C (Grafica 4), el indicador de pH genera
una sefial clara y reconocible, al dar mds tiempo para el crecimiento del microrganismo indicador
se alcanzo el cambio completo a un color amarillo.
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Grafica 3: Medio de cultivo MRS y MRS con el indicador de pH.

Grafica 4: Medio de cultivo MRS y MRS con el indicador de pH inoculados con L. plantarum, después de 24 horas de
incubacién a 37°C.

5.1.3 EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LAS CEPAS EN MRS ADICIONADO CON LOS
INDICADORES pH

Al evaluar el crecimiento de las cepas en MRS con el indicador de pH y comparar los recuentos
obtenidos con los obtenidos en MRS, después de 24 horas de incubacidn a 37°C, no se observaron
diferencias significativas (Prueba t, a=0.05) en los recuentos de las bacterias estudiadas. La Grafica
5 muestra los recuentos obtenidos para las tres cepas.

22



10,0

Lo
o
!

Log(UFC/mL)
x
o

| I I MRS
I B MRS +
- i— I— t INDICADOR

L. plantarum L. acidilacti L. brevis

N
[=)

Grafica 5: Recuentos comparativos para las tres cepas en MRS y MRS con el indicador de pH, después de 24h de
incubacion a 37°C.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3).

5.1.4 EVALUACION DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL CRECIMIENTO DE LAS
BACTERIAS

Se evalué y compard el crecimiento de las tres bacterias a 37°C y en condiciones de refrigeracion
(Incubacién en nevera 4°C). Los resultados mostraron un efecto significativo y negativo sobre el
crecimiento de las tres cepas en condiciones de refrigeracién, se evidencié que el efecto de la
temperatura fue menor para L. plantarum, pero no se observan diferencias significativas al
comparar el crecimiento de las tres cepas en presencia del indicador de pH a 4°C; Gréfica 6.
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Grafica 6: Crecimiento de las bacterias indicadoras a 37°Cy 4°C, en MRS y en MRS con el indicador de pH, después de
24h de incubacidon a 37°C, 18 dias de incubacion a 4°C para MRS y 21 dias de incubacion para MRS con el indicador de
pH

Las barras de error corresponden a la desviacidn estandar (n=3).

Considerando los resultados de los apartados 5.1.2, 5.1.3 y 5.1.4, se considerd que la combinacion

del azul de bromotimol y L. plantarum, ofrece condiciones adecuadas para la evaluacién de las
cinéticas de cambio del indicador.
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5.2 OBTENCION DE MODELOS CINETICOS DE CRECIMIENTO Y DE
RESPUESTA DEL INDICADOR

5.2.1 MODELO DEL CRECIMIENTO DE LA MICROFLORA PRESENTE EN LECHE
PASTEURIZADA A DIFERENTES TEMPERATURAS

Las leches evaluadas corresponden a dos marcas comerciales y se denominan en el presente
estudio como leche Ay leche B.

Las colonias observadas en las cajas de recuento de las dos leches muestran una variedad de
microrganismos que eventualmente pueden generar diversidad en los crecimientos y en los
fendmenos de deterioro observados; coagulacion por acidificacion, coagulacidon no acida (sweet
curling en inglés). Adicionalmente y aunque no se realizaron estudios cuantitativos en este sentido
se evidenciaron variaciones en la flora predominante entre las leches A y B, y en las diferentes
temperaturas estudiadas. La Grafica 7 muestra las colonias obtenidas sobre agar MRS de las dos
leches a 28°C, y la Grafica 8 muestra una tincién de Gram para la Leche A en las mismas
condiciones. Evidenciando la variabilidad estipulada anteriormente, en la grafica de la tincién de
Gram se ve la presencia de diferentes morfologias y tipos de microrganismos.

A

Grafica 7: Fotografias de las colonias observadas en las leches A y B a 28°C.
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Las leches presentaron comportamientos similares, con crecimiento sigmoidal de la microflora
presente, y coherentes con los cambios de temperatura realizados, mostrando una mayor
velocidad en el incremento de la flora microbiana en la medida en que se aumenta la temperatura
y una reduccién en la duracion de la fase lag. La carga inicial de microrganismo detectada fue de
3.55 +0.73 Log(UFC/mL) y 3.30+0.64 Log(UFC/mL) para las leches A y B respectivamente, y
alcanzaron poblaciones entre 9.0 Log(UFC/mL) para 37°Cy 7.5 Log(UFC/mL) para 12°C.

Las curvas de crecimiento microbiano de las dos leches a diferente temperatura (Grafica 9)
mostraron un comportamiento coherente con incremento en la velocidad de crecimiento en la
medida que se incrementa la temperatura. Muestran una variabilidad apreciable entre los ensayos
independientes, particularmente en los crecimientos finales observados (6.5 Log(UFC/mL) — 9.1
Log(UFC/ml)). Este fendmeno se puede atribuir a diferencias en el manejo del producto previo a la
compra, como tiempos de espera en muelles de descargue, temperaturas de almacenamiento en
bodega y en los anaqueles entre otros. La variabilidad en el manejo previo a la compra, puede
influir en la microflora presente en el producto; tanto en cantidad como en el tipo de
microrganismos, y esto eventualmente afecta las respuestas observadas en el laboratorio.
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Grafica 9: Curvas de crecimiento de la microflora presente en la leche A y B en las condiciones experimentales.

La Gréfica 9 y la Tabla 7 muestran las curvas de crecimiento y la bondad de ajuste del modelo de
Gompertz modificado a los datos experimentales respectivamente. El ajuste fue satisfactorio con
valores de R? entre 0.98 y 0.69, con desviaciones estandar entre 0.82 y 0.34 Log(UFC/mL) para la
leche A, y R? entre 0.96 y 0.80, con desviaciones estandar entre 0.95 y 0.35 Log(UFC/mL) para la
leche B. Sin embargo, el ajuste de los datos en cuatro casos (Series con * en la Tabla 7)
presentaron ajustes donde alguno de los parametros (U, Lag) presentd un error estandar superior
al 100%, esta condicidon estd asociada a la variabilidad observada en los datos lo que puede
dificultar el ajuste del modelo, adicionalmente la variabilidad en las poblaciones microbianas
afecta los recuentos en los tiempos en que termina la fase lag incrementando el error estandar en
el ajuste.

Para los andlisis posteriores estos datos se descartaron. En la Tabla 7 se observa la variabilidad en
la duracidn de la fase lag y el incremento de la poblacién alcanzado (Yma=4.03£0.88 Log(UFC/ml))
entre los ensayos independientes. Dado que las cinéticas ce deterioro se pueden describir
adecuadamente a partir de la tasa de crecimiento de los microrganismos en el producto (Vaikousi,
Biliaderis, & Koutsoumanis, 2008) los analisis posteriores se realizaron sobre el parametro .
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Tabla 7: Parametros y bondad de ajuste de la ecuacion de Gompertz modificada a los datos de crecimiento
microbiano de la leche A y B. Donde SE( ) corresponde al error estandar de las estimaciones.
* Series de datos con error estandar en uno de los parametros superior al 100%

Leche Temperatura (°C) Ensayo K SE (n) Lag SE (Lag) Y max SE (Ymax) SE (fit) R’

1* 6.41 3.28x10’ 8.60 2.05x10° 3.86 0.19 0.64 0.87

37 2 0.91 0.47 9.09 0.56 2.59 0.10 0.37 0.92

3 0.65 0.31 3.78 1.61 3.88 0.26 0.80 0.79

1 0.52 0.05 5.00 0.72 5.87 0.16 0.34 0.98

28 2 0.60 0.43 10.49 1.99 2.70 0.19 0.54 0.83

3 0.51 0.11 4.05 1.11 4.02 0.16 0.46 0.92

A 1 0.20 0.03 9.50 2.17 4.25 0.19 0.39 0.95
20 2 0.26 0.12 11.28 3.61 3.47 0.26 0.76 0.77

3 0.18 0.11 13.25 5.96 3.10 0.41 0.85 0.70

1* 2.67 2.53x10° 39.65 3.27x10’ 2.97 0.37 0.80 0.69

12 2 0.05 0.01 26.50 14.56 5.19 0.72 0.52 0.92

3 0.05 0.01 15.95 11.64 4.60 0.33 0.35 0.96

1 0.58 0.27 7.26 1.11 3.69 0.16 0.53 0.91

37 2 0.36 0.04 3.90 0.81 3.69 0.11 0.30 0.96

3 0.38 0.05 1.72 1.64 5.14 0.19 0.40 0.95

1* 0.28 0.03 0.40 3.46 5.85 0.46 0.42 0.96

28 2 0.70 0.23 10.90 0.97 4.04 0.17 0.44 0.94

3 0.49 0.13 8.63 1.23 4.03 0.27 0.53 0.91

® 1* 0.13 0.03 0.00 7.71 3.38 0.22 0.43 0.88
20 2 0.33 0.10 9.26 2.00 3.72 0.16 0.52 0.89

3 0.25 0.09 11.87 2.99 3.67 0.25 0.64 0.85

1 0.09 0.02 13.41 6.61 4.10 0.42 0.50 0.90

12 2 0.08 0.03 22.95 13.42 4.41 0.49 0.88 0.80

3 0.07 0.02 45.98 10.89 4.58 0.42 0.59 0.90

Al comparar el comportamiento del parametro u entre las dos leches se observé que en la leche B
el pardmetro es “mayor” a 28°C (0.5940.15 Log(UFC/mL)/h) que a 37°C (0.44+0.12
Log(UFC/mL)/h). Este fenédmeno indica que la microflora predominante en la leche B puede tener
las condiciones dptimas de crecimiento entre 28°C y 37°C; lo que indica una mezcla de poblaciones
entre mesoéfilas y psicrotrofas, mientras que para la leche A ese 6ptimo no se puede estimar en las
condiciones experimentales al no evidenciar un punto de inflexion. Dado que el valor del
parametro pu a 37°C para la leche A (0.7840.19 Log(UFC/mL)/h) es mayor que para la leche B
(0.4440.12 Log(UFC/mL)/h); indicando que la microflora presente en la leche A es
predominantemente mesodfila y por lo tanto crece mas rapido, para los andlisis posteriores se
consideraron los datos de la leche A que corresponden a las condiciones de peor escenario en el
experimento realizado.
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Grafica 10: Comparacion de la tasa de crecimiento de la microflora entre la leche Ay B.

Considerando el parametro u se identificé una tendencia lineal respecto a la temperatura (Grafica
10), para efectos de modelamiento esa correlacién corresponde a la Ecuacién 11, con un R*=0.92.
En estas condiciones W alcanza el valor de 0 a 11.54°C, lo que indica que por debajo de esa
temperatura no se presentaria crecimiento microbiano en la leche y en consecuencia los
fendmenos de deterioro a temperaturas inferiores serian de tipo quimico; como proteoliticos,
oxidativos o lipoliticos. El no crecimiento de los microrganismos no implica la muerte de los
mismos, pueden permanecer viables pero no tienen la capacidad de reproducirse. La correlacion
correspondiente a la Ecuacién 11 es vdlida solo dentro del rango del modelo. El comportamiento
esperado para [ corresponde al de un fendmeno con un maximo parcial, sin embargo, ese
fendmeno no fue observado y dado que en la leche se encuentra una variedad importante de
microrganismos, es posible que identificar ese “éptimo” y describir el comportamiento de pu con
un modelo cuadratico no sea practico o no sea posible.

u=20.031-T—-036

Ecuacion 11: Ajuste del modelo lineal a los datos de p de la leche. Donde T corresponde a la temperatura en °C.

Lag = 0.037-T? —2.40-T + 44.70

Ecuacidon 12: Ajuste del modelo cuadratico a los datos de duracion de la fase lag de la leche. Donde T corresponde a la
temperatura en °C.

El efecto de la temperatura en la duracién de la fase lag fue coherente con el comportamiento de
microrganismos mesofilos; a medida que la temperatura desciende la duracidn de la fase lag se
incrementa, teniendo como duracién minima las condiciones éptimas para el crecimiento de los
microrganismos. El ajuste para la duracion de la fase lag a un modelo cuadratico (Ecuacion 12)
mostro un R?=0.75 con un minimo a 32.41°C correspondiente a una duracién de la fase lag de 5.73
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horas. El efecto sobre el incremento del microrganismo (Y..) no presentd una tendencia definida
frente a la temperatura, para efectos del modelo y consideraciones posteriores se tomara como
valor de crecimiento el promedio observado correspondiente a 3.97+1.06 Log(UFC/mL). El
comportamiento observado es consistente con la variabilidad observada en los recuentos iniciales
de las leches y con la variabilidad de microrganismos observados en las siembras.

El pH presentd un comportamiento variable, parcialmente consistente con el crecimiento
observado (Grafica 11), siendo evidente a mayor temperatura, y poco perceptible a bajas
temperaturas (12°C). Este comportamiento fue consistentes y se explican en la medida en que no
toda la poblacién microbiana detectada en los recuentos corresponde a bacterias acido lacticas, o
bacterias que produzcan acido en su metabolismo; como Pseudomonas y otros bacterias
proteoliticas. Pese a la ausencia de 4cido, se observaron fenédmenos de deterioro: formacion de
grumos y olor desagradable, en el producto. Adicionalmente este fendmeno fue consistente con
la variabilidad de las colonias observadas en las cajas de MRS y con la variabilidad observada en las
curvas de crecimiento.
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Grafica 11: Curvas de reduccion del pH en la leches Ay B.

5.2.2 VALIDACION DEL MODELO DE CRECIMIENTO PARA DETERIORO DE LA LECHE

El modelo de crecimiento para deterioro de la leche incorpora el valor de los parametros
obtenidos en la Ecuacién 11 y Ecuacion 12 al modelo modificado de Gompertz para predecir el
crecimiento observado. La validacién del modelo permite establecer el desempefio del modelo y si
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es viable su utilizacién para la prediccién de deterioro de la leche. Para evaluar el modelo se
consideraron los parametros propuestos por Ross (1996), para cada una de las leches de manera
independiente y para el conjunto de datos de las dos leches como se muestra en la Tabla 8.

Con los valores obtenidos para los dos factores (bias y exactitud) se puede afirmar que el modelo
se puede aplicar con seguridad para predecir el crecimiento microbiano asociado el deterioro de
leche, teniendo presente que el modelo tiende a ser inseguro seguro por defecto, en promedio las
predicciones son un 8% superiores al valor observado, en general el modelo predice con una
exactitud el 87%. Desempefios similares han sido reportados como aceptables por Salter, Ross, y
McMeekin (1998) en aplicaciones para E. coli, en cordero, Skandamis y Nychas (2000) para
ensalada de berenjena, y por Pinon, y otros (2004) en la validacion de modelos cardinales.

Tabla 8: Evaluacién del desempeiio del modelo de deterioro para la leche A y B, y para el conjunto total de datos.

Factor bias Factor de exactitud
Total 1.08 1.17
Leche A 1.10 1.17
Leche B 1.06 1.16

En el comportamiento de los factores bias y de exactitud en las dos leches utilizadas, se observo el
mismo comportamiento del conjunto total de datos (Tabla 8), donde los dos modelos son
inseguros por defecto. Sin embargo el modelo para la leche B mostré un mejor ajuste con
predicciones en promedio un 6% superior a los datos observados frente al 10% observado en el
modelo para la leche A, y una desviacidn global del 16%, frente al 17% del modelo para la leche A.

5.2.3 MODELO DEL CRECIMIENTO DE LA CEPA COMPONENTE DEL INDICADOR A
DIFERENTES TEMPERATURAS

El crecimiento de la cepa de L. plantarum en MRS con el indicador de pH fue consistente y
presentd poca variabilidad entre los ensayos independientes, en las cuatro temperaturas
experimentales, siendo evidente el cambio en las tasas de crecimiento del microrganismo, que se
observaron mas lentas a menor temperatura (Grafica 12). Se alcanzé en todos los casos un
crecimiento de seis ciclos logaritmicos. Dadas las caracteristicas del experimento, solo en las
curvas de crecimiento realizadas a 12°C se observd de manera evidente la presencia de una fase
lag. El andlisis del ajuste del modelo de crecimiento del indicador a la ecuacién de Gompertz
modificada se muestra en la Tabla 9, con valores de R entre 0.97 y 1.00 y desviaciones estandar
entre 0.15 y 0.47 Log(UFC/mL). Una de las series de datos a 12°C mostro un error estandar
superior al 100%, para la duracion de la fase lag, siendo mucho menor que en los otros ensayos,
por lo que la serie no fue considerada en los analisis posteriores. El crecimiento de microrganismos
alcanzado 6.36+0.28 Log(UFC/mL), corresponde a una densidad de del orden de 1x10°UFC/mL,
gue es normal para bacterias acido lacticas.
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Tabla 9: Bondad de ajuste de la ecuacién de Gompertz modificada a los datos de crecimiento de la cepa A en MRS con
indicador. Donde SE ( ) corresponde al error estandar de las estimaciones.
* Series de datos con error estandar en uno de los parametros superior al 100%.

2

Temperatura Ensayo 1] SE (p) Lag SE (Lag) Y max SE (Ymax) SE(fit) R
1 0.81 0.14 3.26 0.86 6.02 0.18 0.39 0.97
37 2 0.76 0.15 3.06 1.10 6.55 0.23 0.47 0.97
3 0.77 0.11 1.75 0.94 6.43 0.17 0.36 0.98
1 0.37 0.05 4.06 1.66 6.38 0.37 0.34 0.98
28 2 0.34 0.02 2.03 1.37 6.39 0.24 0.20 0.99
3 0.36 0.03 3.14 1.36 6.38 0.27 0.25 0.99
1 0.20 0.01 8.72 1.40 6.13 0.13 0.15 1.00
20 2 0.19 0.02 6.88 2.21 6.34 0.19 0.21 0.99
3 0.22 0.02 10.40 1.36 6.27 0.13 0.16 1.00
1 0.06 0.01 63.98 6.67 6.03 0.40 0.26 0.99
12 2* 0.04 0.01 14.43 39.16 8.28 2.74 0.41 0.97
3 0.05 0.00 44.35 6.50 7.05 0.44 0.20 0.99
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Grafica 12: Curvas de crecimiento del indicador en las condiciones experimentales.

El efecto de la temperatura sobre los parametros p y duracion de la fase lag se evalué por medio
de correlaciones. Se ajusté a un modelo de raiz cuadrada para p (Ecuacion 13) con un R?=0.98 y se
ajusté a un modelo exponencial para a duracién de la fase lag (Ecuacién 14), con un R*=0.77. En el
crecimiento observado no se evidencid ninguna tendencia, por lo que para efectos del modelo se
utilizé el promedio observado, 6.36+0.28 Log(UFC/mL), en las etapas posteriores.
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Ji=0.026-T —0.081
u=(0.026-T — 0.081)?

Ecuacidn 13: Ajuste del modelo de raiz cuadrada a los datos de p de la cepa A con indicador. Donde T corresponde a
la temperatura en °C.

In(Lag) = 4.75—-0.11-T
Lag = e*75-0.11T

Ecuacion 14: Ajuste del modelo logaritmico a los datos de duracion de la fase Lag para la cepa A con indicador. Donde
T corresponde a la temperatura en °C.

5.2.4 VALIDACION DEL MODELO DE CRECIMIENTO PARA EL INDICADOR

La validacion del modelo se realizé teniendo en cuenta los criterios anteriormente descritos, factor
bias y factor de exactitud. Los valores de 1.21 para el factor bias, y de 1.22 para el factor de
exactitud muestran un desempeno aceptable. Estos resultados indican una tendencia a sobre
estimar los resultados en un 21% y una desviacidn general del 22%.

Considerando los resultados el modelo es viable y describe de manera satisfactoria el crecimiento
del microrganismo indicador. Sin embargo es conveniente tener presente estos resultados ya que
la tendencia a sobre estimar el crecimiento puede generar estimaciones sesgadas y predicciones
de fin de la vida util del producto de manera anticipada.

5.2.5 MODELO PARA EL CAMBIO DEL pH DEL INDICADOR

El crecimiento del microrganismo indicador produjo un cambio del pH del medio de cultivo
(Grafica 13). El cambio de pH se evidencia en una reduccién progresiva que coincidié con la
finalizacion de la fase de crecimiento exponencial del microrganismo. Este fendmeno es deseable
para el disefio de un TTI, ya que permite ajustar y modular la respuesta del mismo de acuerdo a las
caracteristicas y condiciones de crecimiento del microrganismo indicador.

Dadas las caracteristicas de las curvas observadas, con un hombro prolongado y una caida subita,
se ajustd un modelo que presentara ese comportamiento y que tuviera un significado bioldgico. A
estas caracteristicas se ajusta la ecuacién propuesta por Geeraerd, Herremans, y Van Impe (2000),
qgue describe fendmenos de inactivacion microbiana que presentan diferentes caracteristicas
como la presencia de hombros, reduccion lineal y colas. La ecuacién en funcidn de las variables
experimentales se muestra en la Ecuacién 15, donde k., representa la velocidad de cambio en el
pH de acuerdo con la concentracion del microrganismo en Log(UFC/mL), y SP representa la
poblacién necesaria para que inicie un cambio de pH en el medio de cultivo.
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Grafica 13: Curvas de pH para el indicador en las condiciones experimentales.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3).

pH = pH, - exp <—kmax : log(

UFC)> : (exp(kmax - SP))
L
m (1 + (exp(kmax - SP) — 1) - exp <—kmax -log (%)))

Ecuacidén 15: Ecuacion de hombro y reduccion lineal (Geeraerd, Herremans , & Van Impe, 2000), parametrizada para
pH y concentracion en Log(UFC/mL). Donde ki,,,, corresponde a la velocidad de cambio en el pH de acuerdo con la
concentracion del microrganismo en Log(UFC/mL), y SP a la poblacién necesaria para que inicie un cambio de pH en el
medio de cultivo.

La Tabla 10 muestra los resultados de la estimacion de los parametros k.« y SP, para las
temperaturas de estudio y para el conjunto global de datos. A partir de los resultados se considerd
trabajar con la estimacion del conjunto total de datos que ofrece un ajuste adecuado sin
considerar el efecto de la temperatura, ya que no se pudo establecer una correlacién entre la
temperatura y el cambio de los pardmetros de la Ecuacién 15, y a que el ajuste global describe de
manera satisfactoria el comportamiento del pH respecto a la concentracién de microrganismos.

Tabla 10: Estimacion de parametros y bondad de ajuste para la relacién entre pH y la concentracion de microrganismo
en Log(UFC/mL).

Temperatura (°C) 37 28 20 12 Global
Kmax 4.10 (0.14) 3.66 (0.31) 3.49 (0.29) 3.57 (0.10) 3.39(0.15)
SP 7.99 (0.04) 7.88 (0.11) 7.97 (0.11) 7.78 (0.03) 7.82 (0.06)
R? 0.80 0.99 0.99 0.99 0.99
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5.2.6 MODELO PARA EL CAMBIO DE COLOR A PARTIR DEL pH DEL INDICADOR

El cambio de color del indicador esta asociado al cambio de pH en el medio de cultivo. La Gréfica
14 muestra el comportamiento del pardmetro AE; que corresponde al cambio de color respecto al
pH medido en las muestras, y muestra el ajuste de un modelo exponencial que corresponde a la
Ecuacidn 16. El andlisis de la relacién entre el cambio de color AE y el pH arrojé una correlacion
exponencial con un R?=0.99.

In(AE) = 6.47 — 0.95 - pH
AE = g647-0.95pH

Ecuacidn 16: Correlacion del cambio de color y el pH del indicador.
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Grafica 14: Correlacion entre el pH y el AE. La linea sélida corresponde a la prediccion del modelo, las lineas punteadas
al intervalo de confianza del 95% y la linea horizontal un AE=8 fijado como cambio de color de referencia.

5.2.7 AJUSTE DEL INOCULO INICIAL DEL INDICADOR PARA UNA RESPUESTA
ADECUADA

La forma mas sencilla de modular la respuesta de in TTl es a través del indculo inicial del indicador.
La cantidad de microrganismos que se coloca inicialmente en el dispositivo permite ajustar la
respuesta a tiempos y temperaturas deseadas. El efecto del indculo inicial se evalué de manera
tedrica a través de un modelo que involucré de manera simultanea la Ecuacién 11, Ecuacion 12,
Ecuacidn 13, Ecuacion 14, Ecuacién 15 y Ecuaciéon 16 comparando los tiempos necesarios para
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inducir un cambio de pH, que se establecié en una poblacién de 5x10’ UFC/mL, y los tiempos
necesarios para que la microflora de la leche alcance una poblacién de 1x10° UFC/mL, valor
considerado como la dosis infectiva para varios microrganismos (U.S. Food and Drug
Administration, 2009). Para efecto de esta etapa se considerd una poblacion inicial en la leche de
1x10° UFC/mL, que es un ciclo logaritmico inferior al valor establecido por la ley 616 de 2006
(Ministerio de la Proteccién Social, 2006) para que la leche pasteurizada sea comercializable que
es de 1x10* UFC/mL al momento de consumo.

A partir de los supuestos planteados, poblacién que genera un cambio de pH y nivel critico de los
microrganismos, se optimizé el indculo inicial del indicador haciendo que la sumatoria del valor
absoluto de las diferencias entre los tiempos de respuesta y los tiempos para alcanzar la poblacidn
de 1x10° UFC/mL en la leche, fuera minima considerando las cuatro temperaturas dentro del
rango del modelo (12, 20, 28, y 37°C). El indculo inicial del indicador establecido en estas
condiciones fue de 7.25 Log(UFC/mL). Las simulaciones que se desarrollaron para la validacién del
TTI se hicieron con este valor como inéculo inicial.

5.2.8 RELACION ENTRE EL CRECIMIENTO DE LA FLORA MICROBIANA EN LECHE
PASTEURIZADA'Y LA RESPUESTA DEL INDICADOR

Para relacionar la respuesta de un indicador como un TTl y los fendmenos de deterioro del
producto Fu, Taoukis, y Labuza (1992), propusieron que es conveniente tener energias de
activacion similares entre las reacciones de deterioro y las reacciones del indicador. Vaikousi,
Biliaderis, y Koutsoumanis (2008) relacionaron la velocidad de deterioro (u) con el reciproco del
tiempo final o de respuesta del indicador, de tal forma que al graficar el logaritmo natural de py el
logaritmo natural del reciproco del tiempo de respuesta, frente a la temperatura en Kelvin, es
posible estimar la energia de activacidon de las dos reacciones por las pendientes de las rectas
obtenidas.

Para estimar el tiempo final del indicador se considerd un AE de 8.0, valor en el que se observé un
cambio evidente, claro y permanente en el indicador. Valores superiores en AE se asociaron a
cambios en la turbidez del medio que no afectan significativamente la lectura del usuario. Los
demas parametros (1 y lag para el crecimiento del microrganismo, k., y PS para el cambio de pH)
para realizar el analisis se estimaron a partir de los modelos propuestos. La Grafica 15, muestra los
resultados de las regresiones lineales para los dos conjuntos de datos. El comportamiento del
indicador es lineal con un R?=0.99 y una pendiente de -9740.4 K™, el comportamiento de la leche
corresponde a una linea recta, con un R’=0.99 y una pendiente de -6305.6 K.

A partir del modelo de Arrhenius, las energias de activacion (E,) para el deterioro de la leche y
para el prototipo son de -52.4 2kJ/mol (-12.52 kcal/mol) y -80.98 kJ/mol (-19.34 kcal/mol)
respectivamente. Duyvesteyna, Shimonib, y Labuza (2001) reportaron resultados similares
estudiando la vida util de la leche desde el punto de vista sensorial y el recuento de bacterias
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aerobias. En el estudio determinaron que la E5 de la pérdida de calidad corresponde a 20.2
kcal/mol y la E, para la duracion de la fase lag para bacterias aerobias fue de 14 kcal/mol.

Estos valores son consistentes con E, reportadas por Fu, Taoukis, y Labuza (1992) para diferentes
reacciones asociadas a pérdidas de calidad e inocuidad. El comportamiento ideal en un TTl implica
que las E, de la reaccién de deterioro y la reaccion del prototipo sean “iguales”. Las E, obtenidas
muestran una diferencia cercana al 35%. El comportamiento observado en las pendientes de la
Grafica 15 indica un comportamiento seguro por defecto, donde el prototipo reacciona de manera
anticipada al deterioro de la leche (Fu, Taoukis, & Labuza, 1992). Considerando lo anterior se
decidié validar el prototipo.
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1,0 =
.

0,0 L A
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Grafica 15: Tasa de crecimiento en funcion de la temperatura (modelo de Arrhenius). Las lineas corresponden a las
regresiones lineales de los dos parametros.

5.3 VALIDACION DEL MODELO

Para validar el modelo se compard el tiempo necesario para que la microflora en la leche alcance
1x10° UFC/mL, que como se menciond anteriormente corresponde a la dosis infectiva para varios
microrganismos, y el tiempo necesario para lograr una respuesta en el indicador de ocho unidades
AE (valor establecido como punto de referencia en el indicador).
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5.3.1 VALIDACION DEL TTI EN CONDICIONES ISOTERMICAS

En condiciones isotérmicas se seleccionaron aleatoriamente 10 temperaturas diferentes dentro
del rango del modelo y se compararon las respuestas anteriormente descritas; tiempo para
alcanzar la dosis infectiva en la leche, y tiempo para alcanzar el cambio de color en el indicador.
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Grafica 16: Validacion de la respuesta del TTI en condiciones isotérmicas

La validacién mostré una tendencia del indicador a reaccionar en menor tiempo que la leche, es
decir que el indicador tiende a ser seguro por defecto. La estimacién de la diferencia entre las
respuestas indica que en promedio la leche requiere un 1% mas de tiempo para alcanzar el nivel
critico de microrganismos. Llevando lo anterior a las condiciones consideradas en la validacién
corresponde a diferencias de 0.3 y 0.03 horas (18 min y 1.8min) a 13°C y 37°C respectivamente.
Desde el punto de vista practico estas diferencias no tendrian efecto sobre los habitos de consumo
de los consumidores; es practicamente imposible con los criterios establecidos que una persona
pueda diferenciar el grado de deterioro de la leche en los intervalos de tiempo y condiciones
mencionados, ni deben representar pérdidas econdmicas significativas a nivel de distribuidores
pues se encuentran dentro de los rangos de espera y almacenamiento normales para estos
productos.

Aplicando los conceptos propuesto por Ross (1996), sustituyendo el valor estimado por el tiempo
de respuesta del indicador y el valor real por el tiempo para que la leche alcance el nivel critico de
microrganismos se obtienen un factor bias de 0.99 y un factor de exactitud de 1.01. Estos valores
ratifican lo afirmado anteriormente donde la respuesta promedio del indicador es un 1% inferior al
valor real observado en la leche, mostrando un comportamiento seguro por defecto.
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5.3.2 VALIDACION DEL TTI EN CONDICIONES DINAMICAS DE TEMPERATURA

Los resultados de la validaciéon en condiciones dinamicas de temperatura mostraron que el TTI
reacciond anticipadamente al fendmeno de deterioro. Los valores de factor bias (0.86 y 0.97) y
factor de exactitud (1.17 y 1.06) para los perfiles de temperatura aleatorios y realistas
respectivamente, indican una discrepancia conjunta cercana al 9% para los dos conjuntos de
datos. Considerando la practica industrial de empacar la leche pasteurizada a temperaturas de
refrigeracion y mantener esta condicidn hasta el expendio, las discrepancias entre la respuesta del
TTl y el crecimiento de la microflora presente en la leche serian las correspondientes los perfiles
realistas con una discrepancia cercana a 3%. Sin embargo al generar perfiles de temperatura con
estas caracteristicas; que inician con temperatura de refrigeracion, se observé un mayor efecto al
tener cambios muy bruscos de temperatura; correspondientes a dejar leche olvidada en un
automovil por una hora o sobre el mesdn de la cocina por ejemplo, lo que induce la respuesta del
TTI.

5.3.3 VALIDACION DE LA RESPUESTA DEL TTI FRENTE AL CRECIMIENTO DE
PATOGENOS

Para la validacion de la respuesta respecto a microrganismos patdgenos se consideraron indculos
iniciales de 1x10® UFC/mL, valor minimo aceptado por el software PMP, y se tomaron 10
temperaturas aleatoriamente para comparar las respuestas del TTl y los tiempos en los que el
patdgeno alcanza el nivel de riesgo.

5.3.3.1 Escherichia coli

Los resultados de la validacion mostraron la tendencia del TTI a ser seguro por defecto, es decir a
reaccionar de manera anticipada al crecimiento del patégeno. Cuantitativamente a partir del
factor bias (0.77) y del factor de exactitud (1.31), se estimd que la reaccién del indicador ocurre en
el 77% del tiempo que requiere el patégeno para alcanzar el nivel de riesgo. La Grafica 17 muestra
las respuestas del indicador y del crecimiento del patégeno al nivel de riesgo. Se evidencié que a
bajas temperaturas se presentd la mayor discrepancia (50% a 12°C) a temperaturas cercanas a los
25°C que corresponden a temperaturas de abuso la discrepancia se reduce alcanzando valores
menores al 5% entre los 25°Cy 30°C.
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Grafica 17: Validacion del TTI para E. coli. A, corresponde a los tiempos de respuesta respecto a la temperatura, las
lineas punteadas corresponden al intervalo de confianza del 95% propuesto por el PMP para el crecimiento de E. coli.
B corresponde a la relacion entre los dos tiempos de respuesta, donde la linea sélida corresponde a un ajuste
perfecto.

5.3.3.2 Listeria monocytogenes

La validacién para L.monocytogenes, mostré una respuesta segura por defecto. Los valores del
factor bias (0.94) y el factor de exactitud (1.15) permitieron establecer una exactitud del 85%.
Como se muestra en la Grafica 18 A, la tendencia segura por defecto prevalece en las
temperaturas extremas del rango del modelo; por encima de 30°C y por debajo de 15°C, pero
entre los 15°C y 30°C se observa una tendencia insegura con tiempos de reaccién en el TTl un 12%
mayores a los necesarios para que L. monocytogenes alcance el nivel critico de 1x10° UFC/mL.
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Grafica 18: Validacion del TTI para L. monocytogenes. A, corresponde a los tiempos de respuesta respecto a la
temperatura, las lineas punteadas corresponden al intervalo de confianza del 95% propuesto por el PMP para el
crecimiento de L. monocytogenes. B corresponde a la relacion entre los dos tiempos de respuesta, donde la linea
solida corresponde a un ajuste perfecto.
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6 CONCLUSIONES

Se seleccionaron el medio MRS como sustrato, el azul de bromotimol como indicador y la bacteria
acido lactica L. plantarum como componentes estructurales del TTl. La respuesta de los
componentes estructurales del TTI muestra su potencial aplicacion para determinar la calidad
microbioldgica de la leche refrigerada en al pais.

El crecimiento de la microflora de la leche y del microrganismo indicador, se describieron
satisfactoriamente utilizando la ecuacién modificada de Gompertz, con ES<0.88 y R%20.69 en el
caso de la leche y ES<0.47 y R*>0.97 para el indicador. La validacién de los modelos mostré un
comportamiento seguro por defecto con una desviacién del 17% en la leche y del 22% en el
indicador.

Los pardametros de crecimiento de los microrganismos en la leche y de la bacteria acido lactica del
indicador se pueden modelar satisfactoriamente. En la leche pu con una ecuacién lineal y un
R?=0.92 y la duracién de la fase lag con una ecuacién de orden dos con un R*=0.75. En el indicador
L con una ecuacion cuadratica con un R?=0.98 y la duracién de la fase lag con una ecuacidn
exponencial con un R’=0.77.

Se establecié un modelo que relaciona la cantidad de microrganismos en el indicador y el pH, con
una ecuacion que describe el comportamiento observado con un hombro en el pH inicial, una
reduccién log-linear a partir de una poblacidn y una cola en el pH final.

Se establecié un modelo que relaciona el pH y el cambio de color en el indicador, por medio de
una ecuacién exponencial con un R*=0.99.

La respuesta del indicador en condiciones isotermas y no isotermas es aceptable para un indicador
de vida atil con una tendencia a estimar prematuramente el fin de la misma, con una desviacion
del 1% en condiciones isotermas y del 17% en el peor escenario en condiciones dinamicas

La respuesta del indicador frente a la presencia de patdgenos es satisfactoria indicando el fin de la
vida util del producto antes que los patdgenos alcancen un nivel critico o la dosis infectiva.
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7 RECOMENDACIONES:

Estandarizar la materia prima de base para el desarrollo del TTIl, con leche procesada y
almacenada en las mismas condiciones para iniciar el seguimiento a los fendmenos de deterioro
en condiciones mas homogéneas en cuanto a la historia de manejo del producto.

Realizar una identificacion y recuentos selectivos de la microflora presente en la leche con el fin de
identificar el organismo u organismos especificos de deterioro que se estdn presentando en el
producto a nivel local.

Validar el efecto del inéculo inicial en los pardmetros del modelo tanto para la leche como para el
indicador, la estimacion realizada en este trabajo es tedrica y puede ser distante del
comportamiento real del microrganismo indicador, lo que puede distorsionar la respuesta del TTI.

Validar la respuesta a condiciones dindmicas de temperatura experimentalmente, las reacciones
observadas a nivel de modelo pueden discrepar de las respuestas y reacciones que se observen
particularmente a bajas temperaturas.

Una vez realizadas las validaciones propuestas es necesario el desarrollo de una evaluacién
econdmica que permita establecer el costo de produccidn del TTI para determinar su viabilidad
financiera.
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ANEXOS

Anexo 1: Crecimiento microbiano en la leche

LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
37 0 3.04 37 0 3.75
37 2 3.23 37 2 4.19
37 5 3.40 37 5 3.70
37 9 6.00 37 9 4.57
37 13 7.72 37 13 6.40
37 24 6.70 37 17 7.21
37 28 6.87 37 21 7.97
37 31 5.70 37 24 7.63
37 0 3.22 37 28 8.17
37 2 3.12 37 32 7.44
37 5 3.30 37 0 3.38
37 9 6.24 37 2 3.93
37 13 6.92 37 5 3.18
37 17 7.57 37 9 5.10
37 21 7.18 37 17 7.78
37 24 6.70 37 21 7.48
37 28 6.64 37 24 5.88
37 0 2.99 37 28 5.70
37 2 3.99 37 0 3.74
37 5 4.13 37 2 4.09
37 9 5.19 37 5 2.40
37 13 7.60 37 9 4.80
37 17 7.35 37 17 7.19
37 21 8.20 37 21 7.99
37 24 6.88 37 24 7.48
37 28 5.40 37 28 7.07
37 32 6.70 37 32 7.51
37 0 443 37 0 4.30
37 2.5 3.94 37 3 3.76
37 5 4.16 37 5 3.98
37 7.5 3.97 37 8 5.35
37 10 5.31 37 10 6.68
37 13 6.83 37 13 6.58
37 16 6.18 37 16 7.40
37 24 7.00 37 24 8.11
37 28 7.16 37 28 8.17
37 32 6.80 37 32 7.77
37 0 4.39 37 0 4.14
37 2.5 3.79 37 3 3.53
37 5 3.93 37 5 4.65
37 7.5 3.73 37 8 5.35
37 10 5.20 37 10 6.68
37 13 7.16 37 13 7.20
37 16 7.70 37 16 6.98
37 20 6.48 37 24 7.80
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LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
37 24 7.81 37 28 8.24
37 28 6.91 37 32 7.88
37 32 6.83 37 0 4.16
37 0 4.20 37 3 3.73
37 2.5 3.46 37 5 4.35
37 5 4.14 37 8 5.30
37 7.5 4.22 37 10 6.54
37 10 5.02 37 13 7.23
37 13 6.23 37 16 6.54
37 16 7.72 37 20 7.74
37 20 6.99 37 24 7.70
37 24 6.44 37 28 8.02
37 28 6.60 37 32 7.81
37 32 6.41 37 0 3.26
37 0.0 2.78 37 3 4.61
37 2.5 3.14 37 5 4.81
37 5.0 4.72 37 8 5.17
37 7.5 4.88 37 10 6.81
37 10.0 6.90 37 13 7.35
37 13.0 7.00 37 16 7.70
37 16.0 8.00 37 20 8.00
37 20.0 7.20 37 24 8.21
37 24.0 6.90 37 28 8.68
37 32.0 6.44 37 32 8.44
37 0.0 2.98 37 0 3.43
37 2.5 3.17 37 3 3.44
37 5.0 3.60 37 5 4.76
37 7.5 4.70 37 8 5.05
37 13.0 7.10 37 10 6.16
37 16.0 7.74 37 13 7.92
37 20.0 6.00 37 16 7.67
37 24.0 6.65 37 20 7.73
37 28.0 5.57 37 24 8.78
37 32.0 5.49 37 28 8.10
28 0.00 3.46 37 32 8.48
28 2.5 3.12 28 0 3.18
28 5 3.52 28 3 3.71
28 7.5 4.74 28 5 411
28 10 5.73 28 8 4.59
28 13 7.33 28 10 5.59
28 16 7.72 28 13 6.17
28 20 8.68 28 16 7.10
28 24 9.19 28 20 7.23
28 28 9.22 28 24 9.19
28 32 8.77 28 28 9.22
28 0 3.10 28 32 8.77
28 2.5 2.99 28 0 2.94
28 5 4.08 28 3 3.31
28 7.5 4.63 28 5 3.59
28 10 5.72 28 8 4.81
28 13 7.37 28 10 5.52
28 16 8.37 28 13 5.91
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LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
28 20 9.05 28 16 6.35
28 24 9.14 28 20 7.14
28 28 9.25 28 24 7.72
28 32 8.76 28 28 7.57
28 0 3.74 28 32 7.92
28 2.5 3.67 28 0 3.36
28 5 4.16 28 3 3.34
28 7.5 497 28 5 4.11
28 10 3.88 28 8 4.45
28 13 6.01 28 10 3.70
28 16 6.70 28 13 5.30
28 20 6.55 28 16 7.31
28 24 6.70 28 20 7.13
28 28 7.60 28 24 8.01
28 32 6.65 28 28 7.57
28 0 4.84 28 32 7.94
28 2.5 3.34 28 0 3.97
28 5 4.07 28 3 4.01
28 7.5 4.07 28 5 3.21
28 10 3.99 28 8 4.12
28 13 6.06 28 10 4.67
28 16 6.48 28 13 5.41
28 20 7.48 28 16 6.91
28 24 7.00 28 20 7.89
28 28 7.27 28 24 7.30
28 32 6.88 28 28 7.62
28 0 4.60 28 32 7.82
28 2.5 5.21 28 0 3.72
28 5 6.05 28 3 3.47
28 10 7.97 28 5 3.90
28 13 8.80 28 8 3.80
28 16 8.99 28 10 4.64
28 20 9.07 28 13 5.99
28 24 9.10 28 16 7.82
28 28 8.78 28 20 7.03
28 32 8.61 28 24 7.35
28 0 5.24 28 28 6.84
28 2.5 4.93 28 0 3.65
28 5 5.80 28 3 3.84
28 7.5 6.62 28 5 3.86
28 10 7.76 28 8 3.81
28 13 8.83 28 10 4.22
28 16 9.20 28 13 5.87
28 20 8.95 28 16 6.26
28 24 9.04 28 20 7.01
28 28 8.60 28 24 8.70
28 32 8.60 28 28 8.50
20 0 3.92 20 0 3.64
20 5 3.97 20 5 3.98
20 10 4.00 20 10 5.16
20 15 4.70 20 15 4.40
20 25 6.60 20 20 6.26
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LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
20 30 6.79 20 25 6.38
20 35 7.48 20 30 6.05
20 40 7.48 20 35 6.89
20 46 7.83 20 40 6.54
20 50 7.84 20 46 6.75
20 56 8.48 20 50 7.51
20 0 3.59 20 56 6.75
20 5 3.51 20 0 3.75
20 10 3.88 20 5 4.44
20 15 4.56 20 10 5.89
20 20 6.30 20 25 6.62
20 25 6.70 20 30 6.57
20 30 7.78 20 35 7.02
20 35 7.06 20 40 6.70
20 50 8.31 20 46 7.10
20 56 8.10 20 50 7.30
20 0 3.40 20 56 7.22
20 5 3.56 20 0 2.89
20 10 3.36 20 5 3.51
20 15 3.30 20 10 3.70
20 20 6.55 20 15 4.48
20 25 6.78 20 20 6.40
20 30 8.13 20 25 6.23
20 35 6.41 20 30 7.57
20 40 6.08 20 35 7.03
20 45 6.77 20 40 7.09
20 50 7.44 20 45 7.02
20 55 6.89 20 50 7.01
20 0 3.44 20 55 6.18
20 5 3.63 20 0 3.44
20 10 4.61 20 5 3.54
20 15 5.80 20 10 3.48
20 20 4.48 20 15 6.24
20 25 6.40 20 20 5.90
20 30 6.54 20 25 6.60
20 35 7.15 20 30 7.46
20 40 6.93 20 35 6.57
20 50 7.35 20 40 6.64
20 55 5.80 20 50 6.64
20 0 3.93 20 55 6.85
20 5 3.53 20 0 3.35
20 10 3.77 20 5 4.04
20 15 4.43 20 10 3.40
20 20 6.11 20 15 4.03
20 30 7.46 20 25 7.70
20 40 8.00 20 30 7.36
20 50 7.67 20 35 6.68
20 55 6.98 20 40 7.36
20 0 4.16 20 45 7.65
20 5 3.73 20 50 7.24
20 10 3.65 20 55 6.22
20 20 5.18 20 0 3.35
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LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
20 25 3.70 20 5 3.75
20 30 7.30 20 10 3.54
20 35 6.59 20 15 4.72
20 40 7.33 20 20 5.65
20 50 7.06 20 25 5.04
20 55 5.67 20 30 5.95
12 0 2.70 20 35 7.01
12 8 2.78 20 40 6.50
12 16 3.18 20 50 7.35
12 24 4.78 12 0 2.73
12 32 3.49 12 8 2.81
12 40 3.83 12 16 3.59
12 48 6.70 12 24 3.44
12 56 6.70 12 32 3.84
12 64 4.70 12 40 5.15
12 72 6.00 12 48 5.10
12 80 4.70 12 56 5.65
12 0 3.17 12 64 6.06
12 8 2.51 12 72 6.30
12 24 3.18 12 80 6.00
12 32 3.18 12 0 2.48
12 40 4.65 12 8 2.30
12 72 5.70 12 16 2.70
12 0 2.75 12 24 4.17
12 6 2.80 12 32 4.18
12 22 2.84 12 40 4.85
12 30 3.02 12 48 5.97
12 48 3.77 12 56 6.44
12 72 3.88 12 64 7.33
12 96 6.00 12 72 6.07
12 118 7.93 12 80 6.67
12 168 7.30 12 0 2.44
12 0 2.86 12 6 2.35
12 6 2.54 12 22 2.88
12 22 3.03 12 30 2.40
12 30 3.92 12 48 4.00
12 48 4.30 12 72 7.27
12 72 5.21 12 96 4.68
12 96 5.57 12 118 6.45
12 118 6.35 12 168 8.10
12 168 7.44 12 0 1.70
12 0 2.77 12 6 2.27
12 8 2.81 12 22 2.65
12 24 2.92 12 30 2.93
12 32 4.40 12 48 3.99
12 48 4.01 12 118 6.58
12 72 5.68 12 168 5.44
12 94 5.88 12 0 3.00
12 144 7.10 12 8 2.40
12 168 7.20 12 24 2.60
12 0 2.70 12 32 3.07
12 8 2.57 12 48 3.60
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LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
12 24 3.18 12 72 4.98
12 32 2.81 12 94 5.76
12 48 3.99 12 144 7.23
12 72 4.94 12 168 6.81
12 144 6.87 12 0 2.00
12 168 7.00 12 8 3.02
12 24 2.76
12 32 2.67
12 48 3.00
12 94 6.30
12 144 7.46
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Anexo 2: Grafica de residuales del ajuste del modelo de Gompertz a los datos de crecimiento microbiano

en leche
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Anexo 3: Cambio de pH en la leche

LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
37 0 6.65 37 0 6.72
37 2 6.65 37 2 6.72
37 5 6.52 37 5 6.66
37 9 6.63 37 9 6.71
37 13 6.41 37 13 6.69
37 17 5.85 37 17 6.22
37 21 4.85 37 21 6.45
37 24 4.63 37 24 5.80
37 28 4.49 37 28 5.01
37 31 4.46 37 32 5.05
37 0 6.82 37 0 6.85
37 2.5 6.79 37 2.5 6.81
37 5 6.74 37 5 6.77
37 7.5 6.72 37 7.5 6.72
37 10 6.69 37 10 6.71
37 13 5.91 37 13 6.58
37 16 5.31 37 16 6.48
37 20 4.89 37 20 6.21
37 24 4.87 37 24 5.80
37 28 4.60 37 28 5.35
37 32 4.55 37 32 4.61
37 48 4.15 37 48 411
37 0 6.79 37 0 6.77
37 2.5 6.70 37 2.5 6.74
37 5 6.69 37 5 6.71
37 7.5 6.68 37 7.5 6.69
37 10 6.67 37 10 6.68
37 13 6.50 37 13 6.59
37 16 6.35 37 16 6.45
37 20 5.35 37 20 6.40
37 24 4.90 37 24 5.76
37 28 4.64 37 28 5.87
37 32 4.48 37 32 5.88
28 0 6.87 28 0 6.87
28 2.5 6.83 28 2.5 6.85
28 5 6.85 28 5 6.86
28 7.5 6.84 28 7.5 6.86
28 10 6.65 28 10 6.59
28 13 6.59 28 13 6.58
28 16 6.56 28 16 6.76
28 20 6.03 28 20 6.77
28 24 5.16 28 24 6.38
28 28 4.83 28 28 6.39
28 32 4.65 28 32 6.17
28 0 6.87 28 0 6.89
28 2.5 6.82 28 2.5 6.86
28 5 6.80 28 5 6.85
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LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
28 7.5 6.80 28 7.5 6.83
28 10 6.81 28 10 6.84
28 13 6.83 28 13 6.86
28 16 6.64 28 16 6.65
28 20 6.55 28 20 6.64
28 24 6.56 28 24 6.62
28 28 5.99 28 28 6.37
28 32 5.46 28 32 6.09
28 0 6.77 28 0 6.78
28 2.5 6.72 28 2.5 6.75
28 5 6.70 28 5 6.73
28 7.5 6.63 28 7.5 6.73
28 10 6.39 28 10 6.72
28 13 5.32 28 13 6.70
28 16 4.57 28 16 6.65
28 20 4.48 28 20 6.60
28 24 4.45 28 24 6.21
28 28 4.39 28 28 6.04
28 32 4.39 28 32 5.81
20 0 6.78 20 0 6.80
20 5 6.66 20 5 6.62
20 10 6.81 20 10 6.82
20 15 6.72 20 15 6.66
20 20 6.71 20 20 6.71
20 25 6.74 20 25 6.62
20 30 6.27 20 30 6.32
20 35 5.92 20 35 6.09
20 40 5.58 20 40 5.97
20 46 5.13 20 46 5.88
20 50 5.10 20 50 5.97
20 56 4.81 20 56 5.83
20 0 6.76 20 0 6.81
20 5 6.68 20 5 6.70
20 10 6.40 20 10 6.63
20 15 6.67 20 15 6.76
20 20 6.35 20 20 6.59
20 25 6.39 20 25 6.65
20 30 6.40 20 30 6.47
20 35 6.34 20 35 6.41
20 40 6.61 20 40 6.42
20 45 6.62 20 45 6.47
20 50 6.54 20 50 6.36
20 55 6.51 20 55 6.32
20 0 6.77 20 0 6.82
20 5 6.70 20 5 6.67
20 10 6.54 20 10 6.70
20 15 6.72 20 15 6.77
20 20 6.48 20 20 6.65
20 25 6.56 20 25 6.65
20 30 6.44 20 30 6.52
20 35 6.47 20 35 6.38
20 40 6.37 20 40 6.32
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LECHE A LECHE B
Temperatura Tiempo Log(UFC/mL) Temperatura Tiempo Log(UFC/mL)
20 45 6.06 20 45 6.37
20 50 6.54 20 50 6.32
20 55 6.51 20 55 6.38
12 0 6.61 12 0 6.71
12 8 6.68 12 8 6.71
12 16 6.79 12 16 6.77
12 24 6.88 12 24 6.87
12 32 6.82 12 32 6.87
12 40 6.76 12 40 6.40
12 48 6.91 12 48 6.76
12 56 6.89 12 56 6.92
12 64 6.82 12 64 6.76
12 72 6.89 12 72 6.71
12 80 6.89 12 80 6.76
12 0 6.70 12 0 6.74
12 6 6.70 12 6 6.73
12 22 6.66 12 22 6.69
12 30 6.70 12 30 6.72
12 48 6.67 12 48 6.71
12 72 6.69 12 72 6.71
12 96 6.62 12 96 6.58
12 118 6.63 12 118 6.67
12 168 6.37 12 168 6.60
12 0 6.70 12 0 6.72
12 8 6.67 12 8 6.70
12 24 6.63 12 24 6.67
12 32 6.67 12 32 6.70
12 48 6.71 12 48 6.73
12 72 6.70 12 72 6.73
12 94 6.66 12 94 6.64
12 144 6.62 12 144 6.47
12 168 6.32 12 168 6.32
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Anexo 4: Crecimiento del microrganismo indicador

Temperatura (°C) Tiempo (h) Log(UFC/mL) Tiempo (h) Log(UFC/mL) Tiempo (h) Log(UFC/mL)
37 0.0 3.08 0.0 2.58 0.0 2.80
37 2.5 3.63 2.5 3.42 2.5 3.76
37 5.0 4.88 5.0 4.68 5.0 5.42
37 7.5 6.32 7.5 5.56 7.5 6.72
37 10.0 7.89 10.0 7.65 10.0 8.06
37 13.0 9.42 13.0 9.31 13.0 9.51
37 16.0 9.21 16.0 9.02 16.0 9.28
37 20.0 9.17 20.0 9.12 20.0 9.00
37 24.0 8.62 24.0 9.03 24.0 9.26
37 28.0 8.96 28.0 8.96 28.0 9.19
37 32.0 8.98 32.0 8.74 32.0 8.83
28 0 3.27 0 3.21 0 3.27
28 2.5 3.50 2.5 3.52 2.5 3.36
28 5 4.25 5 4.30 5 3.87
28 7.5 5.08 7.5 5.03 7.5 5.22
28 10 4.90 10 5.64 10 5.34
28 13 6.55 13 6.57 13 6.53
28 16 7.66 16 7.35 16 7.58
28 20 8.59 20 8.54 20 8.50
28 24 9.18 24 9.05 24 9.16
28 28 9.22 28 9.20 28 9.18
28 32 9.22 32 9.08 32 9.31
20 0 2.99 0 2.83 0 2.76
20 8 3.27 8 3.33 8 3.30
20 16 4.57 16 4.78 16 4.12
20 24 5.85 24 5.72 24 5.79
20 40 8.09 40 8.13 40 8.13
20 44 8.38 44 8.47 44 8.32
20 48 8.88 48 8.83 48 8.77
20 52 8.77 52 8.70 52 8.88
20 57 8.79 57 8.80 57 8.86
20 74 8.97 74 8.96 74 8.80
12 0 3.00 0 2.89 0 2.49
12 8 2.65 8 2.72 8 2.27
12 24 2.53 24 2.37 24 2.59
12 48 2.94 48 4.59 48 3.44
12 72 3.29 72 4.38 72 3.67
12 95 4.97 95 4.97 95 4.87
12 144 7.22 144 7.21 144 7.25
12 168 7.66 168 7.93 168 7.90
12 192 8.18 192 8.69 192 8.37
12 216 8.97 216 8.82 216 8.76
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Anexo 5: Grafica de residuales del ajuste del modelo de Gompertz a los datos de crecimiento del

microrganismo indicador
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Anexo 6: Cambio de pH en el medio indicador

Temperatura (°C) Tiempo (h) pH Tiempo (h) pH Tiempo (h) pH
37 0.0 6.54 0.0 6.53 0.0 6.58
37 2.5 6.50 2.5 6.56 2.5 6.56
37 5.0 6.51 5.0 6.57 5.0 6.58
37 7.5 6.50 7.5 6.56 7.5 6.43
37 10.0 6.37 10.0 6.47 10.0 6.14
37 13.0 4.97 13.0 5.21 13.0 4.76
37 16.0 4.44 16.0 4.50 16.0 4.35
37 20.0 4.16 20.0 4.17 20.0 4.12
37 24.0 4.09 24.0 4.06 24.0 4.05
37 28.0 4.01 28.0 4.01 28.0 4.00
37 32.0 3.95 32.0 3.95 32.0 3.93
28 0.0 6.48 0.0 6.43 0.0 6.43
28 2.5 6.40 2.5 6.37 2.5 6.41
28 5.0 6.39 5.0 6.39 5.0 6.39
28 7.5 6.39 7.5 6.38 7.5 6.39
28 10.0 6.39 10.0 6.36 10.0 6.39
28 13.0 6.36 13.0 6.38 13.0 6.37
28 16.0 6.28 16.0 6.28 16.0 6.30
28 20.0 5.33 20.0 5.27 20.0 5.34
28 24.0 4.58 24.0 4.54 24.0 4.58
28 28.0 4.30 28.0 4.26 28.0 4.29
28 32.0 4.13 32.0 4.17 32.0 4.13
20 0.0 6.37 0.0 6.34 0.0 6.37
20 8.0 6.35 8.0 6.35 8.0 6.45
20 16.0 6.33 16.0 6.36 16.0 6.35
20 24.0 6.35 24.0 6.33 24.0 6.29
20 32.0 6.22 32.0 6.20 32.0 6.17
20 40.0 5.12 40.0 5.14 40.0 5.19
20 44.0 4.80 44.0 4.75 44.0 4.68
20 48.0 4.29 48.0 4.30 48.0 4.31
20 52.0 4.18 52.0 4.19 52.0 4.21
20 57.0 4.08 57.0 4.11 57.0 4.10
20 74.0 3.89 74.0 3.87 74.0 3.87
12 0.0 6.42 0.0 6.45 0.0 6.38
12 8.0 6.39 8.0 6.45 8.0 6.44
12 24.0 6.38 24.0 6.41 24.0 6.42
12 48.0 6.41 48.0 6.51 48.0 6.45
12 72.0 6.36 72.0 6.40 72.0 6.45
12 95.0 6.43 95.0 6.38 95.0 6.41
12 144.0 6.30 144.0 6.37 144.0 6.30
12 168.0 6.16 168.0 6.04 168.0 6.07
12 192.0 5.53 192.0 5.10 192.0 5.53
12 216.0 4.66 216.0 4.71 216.0 4.87
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Anexo 7: Grafica de residuales del ajuste del modelo para el cambio de pH a partir del crecimiento del

microrganismo indicador
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Anexo 8: Mediciones de color y cambio de color del indicador

Temr()fcr)atura Tiempo Réplica pH L* a* b* dL* da* db* dE*
37 0 1 6.54 25.53 -2.04 -1.48 -0.28 -0.04 1.04 1.08
37 0 1 6.54 25.52 -2.06 -1.47 -0.28 -0.05 1.05 1.09
37 2.5 1 6.50 25.58 -2.08 -1.5 -0.23 -0.08 1.02 1.05
37 2.5 1 6.49 25.59 -2.07 -1.53 -0.22 -0.06 0.99 1.02
37 5 1 6.51 25.58 -2.06 -1.49 -0.23 -0.05 1.04 1.06
37 5 1 6.50 25.56 -2.05 -1.51 -0.24 -0.05 1.02 1.04
37 7.5 1 6.50 25.66 -2.1 -1.77 -0.14 -0.1 0.75 0.77
37 7.5 1 6.49 25.65 -2.05 -1.78 -0.15 -0.05 0.75 0.76
37 10 1 6.38 25.72 -1.84 -1.15 -0.08 0.17 1.37 1.38
37 10 1 6.36 25.72 -1.8 -1.21 -0.09 0.21 1.31 1.33
37 13 1 4.98 27.67 -1.3 2.19 1.87 0.71 4.72 5.12
37 13 1 4.95 27.68 -1.31 2.2 1.87 0.69 4.72 5.13
37 16 1 4.44 29.12 -0.38 4.49 3.32 1.62 7.01 7.92
37 16 1 4.43 29.13 -0.34 4,51 3.32 1.66 7.04 7.96
37 20 1 4.15 29.7 0.06 4.99 3.89 2.07 7.51 8.71
37 20 1 4.16 29.69 0.09 4.94 3.89 2.1 7.47 8.68
37 24 1 411 30.03 0.24 5.2 4.23 2.24 7.73 9.09
37 24 1 4.06 30.01 0.2 5.25 4.21 2.21 7.78 9.12
37 28 1 4.02 30.24 0.05 5.56 4.43 2.05 8.09 9.45
37 28 1 3.99 30.24 0.02 5.58 4.43 2.03 8.11 9.46
37 32 1 3.99 30.27 0 5.27 4.47 2 7.79 9.2
37 32 1 3.91 30.25 -0.02 5.29 4.45 1.98 7.82 9.21
37 0 2 6.54 25.6 -2.19 -1.41 -0.2 -0.19 1.12 1.15
37 0 2 6.51 25.61 -2.18 -1.38 -0.19 -0.17 1.14 1.17
37 2.5 2 6.56 25.75 -2.34 -2.04 -0.06 -0.34 0.48 0.59
37 2.5 2 6.56 25.75 -2.32 -2.06 -0.06 -0.31 0.46 0.56
37 5 2 6.56 25.88 -2.49 -2.09 0.08 -0.48 0.43 0.65
37 5 2 6.58 25.89 -2.49 -2.1 0.08 -0.48 0.43 0.65
37 7.5 2 6.56 25.72 -2.22 -1.75 -0.09 -0.21 0.77 0.8
37 7.5 2 6.56 25.73 -2.19 -1.73 -0.08 -0.19 0.79 0.82
37 10 2 6.42 25.79 -2.11 -1.56 -0.02 -0.11 0.96 0.97
37 10 2 6.52 25.78 -2.09 -1.6 -0.02 -0.09 0.92 0.93
37 13 2 5.19 26.72 -1.19 1.06 0.92 0.81 3.58 3.79
37 13 2 5.22 26.73 -1.21 1.07 0.93 0.8 3.6 3.8
37 16 2 451 28.65 -0.21 3.91 2.85 1.8 6.43 7.26
37 16 2 4.49 28.67 -0.19 3.89 2.87 1.81 6.42 7.26
37 20 2 4.18 29.72 0.03 5.03 3.92 2.03 7.56 8.75
37 20 2 4.16 29.72 0.04 5 3.92 2.04 7.52 8.72
37 24 2 4.05 30.21 -0.05 5.51 4.41 1.95 8.03 9.37
37 24 2 4.06 30.18 0.02 5.5 4.38 2.02 8.02 9.36
37 28 2 3.99 30.14 0.19 5.49 4.34 2.2 8.01 9.37
37 28 2 4.02 30.12 0.21 5.46 4.32 2.22 7.98 9.34
37 32 2 3.95 30.56 -0.53 5.5 4.75 1.47 8.02 9.44
37 32 2 3.94 30.57 -0.52 5.45 4.76 1.49 7.98 9.41
37 0 3 6.60 25.44 -1.92 -1.77 -0.36 0.09 0.76 0.84
37 0 3 6.56 25.45 -1.92 -1.73 -0.35 0.09 0.79 0.87
37 2.5 3 6.57 2591 -2.38 -2.11 0.1 -0.38 0.42 0.57
37 2.5 3 6.55 25.91 -2.41 -2.08 0.11 -0.41 0.44 0.61
37 5 3 6.57 25.78 -2.27 -2.17 -0.02 -0.27 0.35 0.44
37 5 3 6.58 25.77 -2.31 -2.15 -0.03 -0.3 0.37 0.48
37 7.5 3 6.42 25.45 -1.68 -1.22 -0.35 0.32 1.3 1.39
37 7.5 3 6.43 25.41 -1.67 -1.23 -0.39 0.33 1.29 1.39
37 10 3 6.12 25.58 -1.46 -0.9 -0.22 0.55 1.62 1.73
37 10 3 6.15 25.59 -1.52 -0.87 -0.21 0.48 1.65 1.73
37 13 3 4.76 28.24 -0.66 3.08 2.44 1.35 5.61 6.26
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Temperatura

C) Tiempo Réplica pH L* a* b* dL* da* db* dE*

37 13 3 4.76 28.26 -0.68 3.11 2.46 1.32 5.64 6.29
37 16 3 4.35 29.04 0.03 4.32 3.23 2.04 6.85 7.84
37 16 3 4.34 29.03 0.02 4.34 3.23 2.03 6.87 7.85
37 20 3 4.13 29.96 0.04 5.26 4.16 2.05 7.78 9.06
37 20 3 4.11 29.98 0.03 5.28 4.18 2.04 7.8 9.08
37 24 3 4.05 29.91 0.52 5.17 4.11 2.53 7.69 9.08
37 24 3 4.05 29.91 0.56 5.16 4.11 2.56 7.69 9.08
37 28 3 4.00 29.5 0.49 4.92 3.7 2.49 7.44 8.68
37 28 3 3.99 29.49 0.5 4.9 3.69 2.5 7.42 8.66
37 32 3 3.93 30.2 0.35 5.39 4.4 2.35 7.91 9.35
37 32 3 3.92 30.21 0.34 5.38 4.41 2.34 7.91 9.35
28 0 1 6.50 25.55 -2.29 -1.51 -0.25 -0.29 1.02 1.09
28 0 1 6.46 25.56 -2.29 -1.51 -0.24 -0.28 1.01 1.08
28 2.5 1 6.38 25.53 -2.22 -1.52 -0.27 -0.22 1 1.06
28 2.5 1 6.41 25.52 -2.21 -1.48 -0.28 -0.21 1.04 1.1

28 5 1 6.38 25.77 -2.3 -1.48 -0.04 -0.3 1.05 1.09
28 5 1 6.39 25.77 -2.36 -1.46 -0.04 -0.35 1.06 1.12
28 7.5 1 6.38 25.92 -2.23 -1.44 0.12 -0.23 1.08 1.11
28 7.5 1 6.39 25.92 -2.2 -1.46 0.11 -0.2 1.06 1.09
28 10 1 6.39 25.99 -2.27 -1.42 0.19 -0.26 1.1 1.15
28 10 1 6.39 25.98 -2.26 -1.44 0.18 -0.25 1.08 1.13
28 13 1 6.34 25.75 -2.16 -1.14 -0.05 -0.15 1.38 1.39
28 13 1 6.38 25.75 -2.19 -1.16 -0.06 -0.18 1.36 1.38
28 16 1 6.28 25.74 -2.18 -1.32 -0.06 -0.18 1.2 1.22
28 16 1 6.27 25.74 -2.21 -1.26 -0.06 -0.2 1.26 1.28
28 20 1 5.36 26.7 -1.9 0.77 0.89 0.1 3.29 3.41
28 20 1 5.3 26.7 -1.88 0.8 0.9 0.12 3.33 3.45
28 24 1 4.58 29.61 -1 4.52 3.81 1.01 7.05 8.07
28 24 1 4.58 29.62 -1.02 4.57 3.82 0.99 7.1 8.12
28 28 1 4.3 32.68 -1.56 7.38 6.88 0.45 9.91 12.07
28 28 1 4.29 32.67 -1.57 7.37 6.87 0.43 9.9 12.06
28 32 1 4.1 35.91 -1.51 10.72 10.11 0.5 13.24 16.67
28 32 1 4.16 35.92 -1.49 10.71 10.11 0.52 13.23 16.66
28 0 2 6.43 25.65 -2.4 -1.38 -0.15 -0.4 1.14 1.22
28 0 2 6.43 25.63 -2.39 -1.39 -0.17 -0.38 1.14 1.21
28 2.5 2 6.36 25.52 -2.28 -1.33 -0.28 -0.27 1.2 1.26
28 2.5 2 6.38 25.51 -2.28 -1.33 -0.29 -0.28 1.2 1.26
28 5 2 6.39 25.71 -2.18 -1.39 -0.09 -0.18 1.13 1.15
28 5 2 6.39 25.7 -2.23 -1.4 -0.1 -0.22 1.12 1.15
28 7.5 2 6.37 25.9 -2.23 -1.35 0.09 -0.22 1.17 1.19
28 7.5 2 6.38 25.87 -2.25 -1.42 0.07 -0.25 1.11 1.14
28 10 2 6.36 25.74 -1.94 -1.31 -0.06 0.07 1.21 1.22
28 10 2 6.36 25.76 -1.91 -1.29 -0.04 0.1 1.23 1.24
28 13 2 6.38 25.74 -2.2 -1.34 -0.06 -0.2 1.18 1.2

28 13 2 6.37 25.73 -2.22 -1.36 -0.07 -0.21 1.17 1.19
28 16 2 6.27 25.7 -2.02 -1.29 -0.1 -0.01 1.23 1.24
28 16 2 6.28 25.7 -1.98 -1.29 -0.1 0.02 1.24 1.24
28 20 2 5.22 26.81 -1.63 0.98 1 0.38 3.51 3.67
28 20 2 5.32 26.78 -1.62 0.97 0.98 0.38 3.5 3.65
28 24 2 4.54 29.1 -0.25 4.01 3.3 1.75 6.54 7.53
28 24 2 4.54 29.09 -0.22 4.02 3.29 1.79 6.55 7.54
28 28 2 4.25 32.34 -0.4 7.59 6.54 1.6 10.11 12.15
28 28 2 4.26 32.34 -0.39 7.65 6.54 1.61 10.18 12.2
28 32 2 4.18 34.79 -1.82 9.58 8.99 0.18 12.1 15.07
28 32 2 4.16 34.78 -1.84 9.58 8.98 0.17 12.1 15.07
28 0 3 6.43 25.58 -2.33 -1.43 -0.22 -0.32 1.09 1.16
28 0 3 6.42 25.58 -2.29 -1.43 -0.22 -0.28 1.09 1.15
28 2.5 3 6.41 25.58 -2.22 -1.56 -0.22 -0.22 0.97 1.01
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28 2.5 3 6.41 25.58 -2.19 -1.63 -0.22 -0.18 0.89 0.93
28 5 3 6.39 25.72 -2.23 -1.54 -0.08 -0.22 0.98 1.01
28 5 3 6.39 25.71 -2.22 -1.55 -0.09 -0.22 0.98 1.01
28 7.5 3 6.39 25.94 -2.35 -1.45 0.14 -0.35 1.07 1.13
28 7.5 3 6.38 25.94 -2.32 -1.45 0.14 -0.32 1.08 1.13
28 10 3 6.39 25.87 -2.14 -1.48 0.07 -0.14 1.05 1.06
28 10 3 6.39 25.88 -2.19 -1.46 0.08 -0.18 1.06 1.08
28 13 3 6.36 25.81 -2.21 -1.24 0 -0.2 1.28 1.3

28 13 3 6.38 25.79 -2.22 -1.26 -0.01 -0.22 1.26 1.28
28 16 3 6.29 25.76 -2.29 -1.3 -0.04 -0.29 1.23 1.26
28 16 3 6.3 25.75 -2.28 -1.3 -0.05 -0.28 1.23 1.26
28 20 3 5.31 26.58 -1.75 0.71 0.78 0.25 3.23 3.33
28 20 3 5.37 26.56 -1.71 0.68 0.76 0.3 3.2 33

28 24 3 4.58 29.71 -1.24 4.22 3.9 0.76 6.74 7.83
28 24 3 4.58 29.7 -1.29 4.23 3.9 0.72 6.75 7.83
28 28 3 4.28 32.99 -1.72 7.83 7.19 0.28 10.36 12.61
28 28 3 4.3 32.98 -1.75 7.8 7.18 0.25 10.33 12.58
28 32 3 4.13 35.72 -2.16 10.46 9.92 -0.16 12.98 16.34
28 32 3 4.13 35.72 -2.15 10.49 9.91 -0.15 13.01 16.36
20 0 1 6.36 25.6 -2.31 -1.23 -0.21 -0.3 1.29 1.34
20 0 1 6.37 25.6 -2.32 -1.27 -0.2 -0.32 1.25 1.31
20 8 1 6.35 25.58 -2.16 -1.2 -0.22 -0.15 1.32 1.35
20 8 1 6.34 25.57 -2.2 -1.18 -0.23 -0.19 1.34 1.37
20 16 1 6.33 25.47 -2.17 -1.07 -0.34 -0.17 1.45 1.5

20 16 1 6.33 25.49 -2.17 -1 -0.32 -0.17 1.52 1.56
20 24 1 6.35 25.52 -2.26 -1.23 -0.28 -0.25 1.29 1.35
20 24 1 6.35 25.53 -2.24 -1.2 -0.27 -0.24 1.32 1.37
20 32 1 6.21 25.66 -2.11 -1.08 -0.15 -0.11 1.44 1.46
20 32 1 6.22 25.67 -2.1 -1.04 -0.13 -0.09 1.49 1.5

20 40 1 5.09 27.24 -1.28 1.81 1.43 0.73 4.34 4.62
20 40 1 5.15 27.23 -1.28 1.86 1.42 0.72 4.38 4.66
20 44 1 4.78 26.33 -0.71 3.47 0.53 1.29 5.99 6.15
20 44 1 4.81 26.3 -0.72 3.4 0.5 1.28 5.92 6.08
20 48 1 4.3 33.73 0.02 9.45 7.93 2.02 11.97 14.5
20 48 1 4.28 33.67 0 9.42 7.87 2.01 11.94 14.45
20 52 1 4.14 35.2 -0.08 11.14 9.4 1.92 13.67 16.7
20 52 1 4.21 35.2 -0.04 11.13 9.4 1.96 13.65 16.69
20 57 1 4.1 37.94 -0.04 13.99 12.14 1.96 16.51 20.58
20 57 1 4.06 37.95 -0.07 13.98 12.15 1.93 16.5 20.58
20 74 1 3.89 41.1 -0.05 16.94 15.29 1.96 19.46 24.83
20 74 1 3.88 41.1 -0.05 17 15.29 1.96 19.53 24.88
20 0 2 6.34 25.44 -2.12 -1.1 -0.37 -0.12 1.43 1.48
20 0 2 6.33 25.43 -2.1 -1.08 -0.37 -0.09 1.44 1.49
20 8 2 6.35 25.56 -2.27 -1.16 -0.24 -0.26 1.36 1.41
20 8 2 6.35 25.54 -2.24 -1.14 -0.26 -0.23 1.38 1.42
20 16 2 6.34 25.58 -2.36 -1.03 -0.23 -0.36 1.49 1.55
20 16 2 6.37 25.57 -2.35 -0.99 -0.23 -0.35 1.53 1.58
20 24 2 6.32 25.47 -2.13 -1.06 -0.33 -0.12 1.46 1.5

20 24 2 6.33 25.48 -2.14 -1.07 -0.33 -0.13 1.45 1.49
20 32 2 6.2 25.45 -1.97 -0.91 -0.36 0.04 1.61 1.65
20 32 2 6.19 25.44 -1.94 -0.91 -0.37 0.06 1.62 1.66
20 40 2 5.06 27.3 -1.31 1.85 1.5 0.7 4.37 4.67
20 40 2 5.22 27.28 -1.26 1.85 1.48 0.75 4.37 4.68
20 44 2 4.68 29.08 -0.63 3.93 3.28 1.37 6.45 7.37
20 44 2 4.81 29.09 -0.68 3.96 3.29 1.33 6.49 7.39
20 48 2 4.28 33.81 0.16 9.55 8.01 2.16 12.08 14.65
20 48 2 431 33.82 0.16 9.56 8.02 2.17 12.08 14.66
20 52 2 4.18 34.83 0.16 10.98 9.03 2.17 13.5 16.38
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20 52 2 4.2 34.82 0.13 10.98 9.01 2.14 13.5 16.38
20 57 2 4.07 37.47 0.16 13.66 11.67 2.16 16.18 20.07
20 57 2 4.14 37.48 0.16 13.63 11.67 2.16 16.15 20.05
20 74 2 3.86 40.95 -0.06 16.93 15.14 1.94 19.45 24.73
20 74 2 3.87 40.92 -0.04 16.88 15.11 1.97 19.41 24.68
20 0 3 6.37 25.55 -2.32 -1.22 -0.25 -0.31 1.3 1.36
20 0 3 6.37 25.54 -2.31 -1.27 -0.26 -0.31 1.26 1.32
20 8 3 6.35 25.59 -2.25 -1.25 -0.21 -0.24 1.28 1.32
20 8 3 6.54 25.59 -2.23 -1.25 -0.21 -0.22 1.28 1.31
20 16 3 6.34 25.54 -2.31 -1.07 -0.26 -0.31 1.45 1.51
20 16 3 6.35 25.53 -2.31 -1.11 -0.27 -0.31 1.41 1.47
20 24 3 6.29 25.33 -1.78 -0.93 -0.47 0.22 1.59 1.68
20 24 3 6.28 25.31 -1.83 -0.94 -0.49 0.18 1.58 1.66
20 32 3 6.16 25.65 -2 -0.82 -0.15 0.01 1.7 1.71
20 32 3 6.18 25.64 -2 -0.86 -0.16 0.01 1.66 1.67
20 40 3 5.16 27.16 -1.4 1.65 1.36 0.6 4.18 4.43
20 40 3 5.21 27.12 -1.35 1.64 1.32 0.66 4.17 4.42
20 44 3 4.58 28.58 -0.63 3.33 2.78 1.37 5.86 6.63
20 44 3 4.78 28.57 -0.68 3.36 2.77 1.32 5.88 6.63
20 48 3 4.31 33.41 0.37 9.14 7.61 2.37 11.67 14.13
20 48 3 4.3 33.4 0.36 9.18 7.6 2.36 11.7 14.15
20 52 3 4.21 34.55 0.38 10.62 8.75 2.38 13.14 15.97
20 52 3 4.2 34.52 0.38 10.62 8.72 2.39 13.14 15.95
20 57 3 4.12 37.73 0.1 13.79 11.93 2.1 16.32 20.32
20 57 3 4.08 37.74 0.12 13.83 11.94 2.12 16.36 20.36
20 74 3 3.88 40.14 0.77 16.57 14.34 2.78 19.09 24.04
20 74 3 3.86 40.12 0.75 16.58 14.32 2.75 19.1 24.03
12 0 1 6.40 25.88 -2.25 -0.15 0.08 -0.24 2.38 2.39
12 0 1 6.44 25.89 -2.28 -0.15 0.09 -0.27 2.37 2.39
12 8 1 6.41 2591 -2.2 -0.14 0.11 -0.19 2.38 2.39
12 8 1 6.37 25.9 -2.2 -0.14 0.1 -0.2 2.39 2.4

12 24 1 6.38 25.99 -2.05 -0.18 0.19 -0.05 2.34 2.35
12 24 1 6.38 25.98 -2.03 -0.19 0.18 -0.03 2.33 2.34
12 48 1 6.39 25.89 -2.02 -0.25 0.08 -0.02 2.28 2.28
12 48 1 6.43 25.87 -2.04 -0.29 0.06 -0.04 2.23 2.24
12 72 1 6.35 26.23 -2.04 -0.03 0.43 -0.03 2.49 2.53
12 72 1 6.36 26.22 -2.01 -0.07 0.42 0 2.45 2.49
12 95 1 6.39 25.9 -2.08 -0.07 0.1 -0.08 2.46 2.46
12 95 1 6.47 2591 -2.14 -0.1 0.1 -0.14 2.42 2.43
12 144 1 6.25 25.96 -1.98 -0.03 0.16 0.02 2.49 2.5

12 144 1 6.34 25.96 -1.99 -0.05 0.16 0.01 2.47 2.48
12 168 1 6.28 26.03 -2.1 0.17 0.23 -0.1 2.69 2.7

12 168 1 6.04 26.01 -2 0.1 0.21 0 2.62 2.63
12 192 1 5.38 27.03 -1.35 1.5 1.23 0.65 4.02 4.25
12 192 1 5.68 27 -1.32 1.43 1.2 0.68 3.96 4.19
12 216 1 491 31.04 0.1 6.13 5.24 2.1 8.66 10.33
12 216 1 4.4 31.05 0.11 6.14 5.25 2.12 8.66 10.35
12 0 2 6.45 26.22 -2.96 -0.41 0.42 -0.96 2.11 2.36
12 0 2 6.45 26.22 -2.96 -0.41 0.42 -0.96 2.12 2.36
12 8 2 6.43 26.1 -2.42 -0.06 0.3 -0.42 2.46 2.51
12 8 2 6.46 26.09 -2.41 -0.09 0.28 -0.41 2.43 2.48
12 24 2 6.42 26.06 -2.13 -0.15 0.26 -0.13 2.38 2.39
12 24 2 6.4 26.06 -2.16 -0.09 0.25 -0.16 2.43 2.45
12 48 2 6.62 25.79 -2.09 -0.23 -0.01 -0.09 2.29 2.3

12 48 2 6.4 25.78 -2.1 -0.27 -0.02 -0.09 2.25 2.25
12 72 2 6.41 26.39 -2.36 -0.05 0.59 -0.36 2.47 2.56
12 72 2 6.38 26.39 -2.37 -0.06 0.59 -0.36 2.47 2.56
12 95 2 6.37 25.93 -2.07 -0.04 0.12 -0.07 2.48 2.49
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12 95 2 6.39 25.92 -2.12 0.03 0.12 -0.11 2.55 2.55
12 144 2 6.4 26.26 -2.72 -0.04 0.46 -0.72 2.48 2.63
12 144 2 6.34 26.27 -2.72 -0.04 0.46 -0.72 2.48 2.63
12 168 2 5.92 26.19 -2.17 0.33 0.39 -0.16 2.85 2.88
12 168 2 6.16 26.18 -2.17 0.34 0.38 -0.16 2.86 2.89
12 192 2 5.18 28.06 -0.46 2.75 2.26 1.54 5.27 5.94
12 192 2 5.01 28.01 -0.51 2.74 2.21 1.5 5.26 5.9
12 216 2 4.7 30.22 -0.32 5.16 4.42 1.69 7.68 9.02
12 216 2 4.72 30.21 -0.35 5.19 4.41 1.65 7.72 9.04
12 0 3 6.38 25.84 -2.2 -0.16 0.04 -0.19 2.37 2.37
12 0 3 6.37 25.84 -2.22 -0.21 0.04 -0.21 2.32 2.33
12 8 3 6.47 26.16 -2.43 -0.2 0.36 -0.43 2.32 2.39
12 8 3 6.4 26.16 -2.48 -0.23 0.36 -0.47 2.29 2.36
12 24 3 6.42 26.19 -2.48 -0.24 0.39 -0.47 2.29 2.36
12 24 3 6.41 26.18 -2.51 -0.16 0.38 -0.51 2.36 2.44
12 48 3 6.42 26.04 -2.51 -0.12 0.24 -0.5 2.41 2.47
12 48 3 6.47 26.03 -2.48 -0.19 0.23 -0.48 2.33 2.39
12 72 3 6.47 26.34 -2.4 -0.17 0.54 -0.4 2.36 2.45
12 72 3 6.43 26.36 -2.48 -0.12 0.55 -0.47 2.41 2.51
12 95 3 6.38 26.12 -2.52 -0.07 0.32 -0.52 2.45 2.52
12 95 3 6.43 26.11 -2.52 -0.05 0.31 -0.51 2.48 2.55
12 144 3 6.28 26.09 -2.17 0.12 0.29 -0.17 2.64 2.66
12 144 3 6.32 26.07 -2.22 0.09 0.27 -0.21 2.62 2.64
12 168 3 5.97 26.03 -1.94 0.25 0.23 0.06 2.77 2.78
12 168 3 6.17 26.04 -1.94 0.25 0.24 0.06 2.77 2.78
12 192 3 5.28 26.95 -1.07 1.38 1.15 0.94 3.91 4.18
12 192 3 5.77 26.96 -1.15 1.44 1.16 0.85 3.96 4.21
12 216 3 4.78 28.78 -0.26 3.67 2.98 1.75 6.2 7.09
12 216 3 4.96 28.78 -0.26 3.67 2.98 1.74 6.2 7.09
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Anexo 9: Grafica de residuales del ajuste del modelo para el cambio de color a partir del pH en el

indicador
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Anexo 10: Tiempos de reaccion en condiciones dinamicas de temperatura

Tiempos de respuesta para perfiles de temperatura generados aleatoriamente

Caso Tiempo (h) Crecimiento=1x10°UFC/mL Tiempo (h) Respuesta AE=8
1 16 13
2 22 21
3 17 17
4 37 27
5 21 19
6 29 26
7 17 13
8 37 25
9 23 22
10 22 21
Tiempos de respuesta para perfiles de temperatura correspondientes a condiciones de abuso
Caso Tiempo (h) Crecimiento=1x10°UFC/mL Tiempo (h) Respuesta AE=8
1 13 15
2 29 30
3 11 11
4 10 10
5 37 30
6 29 29
7 37 31
8 33 31
9 30 30
10 31 31
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