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1. INTRODUCCION



1.1 Dulce de leche

1.1.1 Origen

El origen del dulce de leche es desconocido. Es un producto de viejo arraigo en los
habitos alimentarios de nuestro pais. Debido a su popularidad en Argentina y Uruguay, y al
hecho de que sea muy limitado el nimero de paises que lo cuenten entre sus productos de
consumo, se considera que se trata de un alimento de origen rioplatense.

Se lo produce también en los demas paises integrantes del Mercosur (en Brasil, se
lo suele gelificar y vender como dulce de corte). Su consumo se ha extendido a otros paises
latinoamericanos y por via de la poblacién latina, ha llegado también a los Estados Unidos.
En Ecuador se lo conoce con el nombre de “manjar de leche” y en México con el nombre
de “cajeta”.

El dulce de leche es el quinto producto lacteo en volumen de produccion nacional
(excluyendo las leches fluidas). La produccion argentina de dulce de leche aumenté un
40% entre 1987 y 1996, acompaiiando un crecimiento muy marcado del consumo, que en

el mismo periodo alcanzo el 20%, uno de los mas altos entre los lacteos.

Consumo Argentino
de Dulce de Leche

" 3 3
T T T
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FIGURA 1.1
Evolucion del consumo argentino de dulce de leche entre los afios 1987 y 1996 (Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion, Ministerio de la Produccion, Republica

Argentina).
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El aumento del consumo per capita fue muy acentuado en ei quinquenio 199I-
1995, periodo en el que el se increment6 en un 34%, hasta superar en 1995 la barrera de los
3 kg/hab. afio, valor récord de la década (FIGURA 1.1). Hasta 1999 el volumen de
consumo oscilé en valores cercanos, pero a partir del afio 2000 disminuyd, debido a una
caida de la demanda interna.

Las exportaciones se incrementaron notablemente a partir de 1997, sin embargo, los
volumenes exportados representan un pequefio porcentaje de la produccién nacional,
debido a que este es un tradicional producto rioplatense que no ha trascendido demasiado
las fronteras, excepto con destino a pequefias colonias argentinas en el exterior (Secretaria

de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion, Ministerio de la Produccién, 2003).

1.1.2 Definicién

El Cédigo Alimentario Argentino define dulce de leche como el producto obtenido
por concentracion y accidon del calor, a presion normal o reducida de la leche o leche
reconstituida, con o sin adiciéon de sélidos de origen lacteo y/o crema, y adicionado de
sacarosa (parcialmente sustituida o0 no por monosacaridos y/u otros disacaridos), con o sin

Ia adicion de otras sustancias alimenticias (CAA, Anexo Mercosur “E-287-289”, 1997).

1.1.3 Clasificacién

Segun las condiciones del proceso, la composicion de la materia prima usada y la
naturaleza de los agregados durante la preparacion del dulce de leche, éste se puede

clasificar en:

v Dulce de leche (comercialmente llamado "clasico" o "familiar"). Se lo consume

solo o untado como dulce.

v Dulce de leche repostero o pastelero: adicionado con espesantes y/o estabilizantes

y/o humectantes que lo hacen mds oscuro y consistente otorgandole el “corte” necesario



para dicho uso. Se lo utiliza industrial y artesanalmente en confituras, ya sea como relleno

o cobertura de postres, tortas y galletitas.

v Dulce de Ieche con crema: se le adiciona crema de leche. El dulce de leche

resultante debe contener por lo menos 11% de grasa de leche.

v Dulce de leche mixto: adicionado con uno o mas productos autorizados por el
Cédigo Alimentario Argentino como cacao, chocolate, almendras, mani, frutas secas,
cereales. Ademas pueden ser adicionados o no, con espesantes y/o estabilizantes y/o

humectantes.

v Dulce de leche heladero: para ese uso particular, estd permitida la adiciéon de

colorantes.

1.1.4 Composicién

Una composicion tedrica porcentual (% p/p) deseable en un dulce de leche de

buena calidad es la siguiente:

Humedad 30%
( (
Proteinas 7,5%
Solidos de leche 26% ) Materia grasa 7,5%
Extracto seco 70% < Lactosa 11%
 Cenizas 2%
Azucares agregados 44%
\

1.1.5 Elaboracién

La mayoria de las plantas dulceras operan segin el sistema de elaboracion

tradicional, concentrando en pailas abiertas, sin embargo hace algunos afios la productora



de dulce de leche mas importante del pais, implement6 un método para elaborarlo segin un

proceso continuo.
a) Proceso continuo

La alimentacion de la mezcla al equipo y la salida de dulce de leche se hacen en
forma continua, conformandose una cadena de produccién sin interrupcioén. Este proceso
se aplica en la elaboracién del dulce de leche familiar (FIGURA 1.2).

Una vez preparada la mezcla de ingredientes es sometida a un tratamiento térmico
en un intercambiador de calor tubular, para lograr la pasteurizacion y el desarrollo de color
a partir de las reacciones de Maillard. Para producir el color justo de la mezcla no
concentrada, se deben controlar como parametros de proceso la temperatura, el tiempo de
retencion y el pH de la misma.

A continuacién la mezcla pasa a un equipo de evaporador donde se la concentra
hasta alcanzar el punto final del dulce. Se utiliza para ello un evaporador del tipo de
pelicula descendente en dos etapas donde se concentra hasta aproximadamente un 55% de
solidos, y finalmente, un evaporador terminador que en una sola etapa lo lleva hasta el
porcentaje de humedad final deseado (= 65-75 °Brix). Esta disposiciéon permite un 6ptimo
aprovechamiento energético (especialmente en el primer equipo). Durante la
concentracion, el color se habra ido acentuando, hasta llegar al color caracteristico del
producto terminado.

Cuando el dulce de leche sale del evaporador, es enfriado rapidamente hasta
alrededor de 65°C y homogeneizado a una presiéon de entre 60 y 200 kg/cm’. Este
tratamiento disminuye la viscosidad del dulce, mejora la textura otorgandole mayor
suavidad y realza el brillo. Finalmente se lo fracciona en las diferentes presentaciones.

Si el envase lo permite (frascos de vidrio con tapa metalica o latas), se pueden
esterilizar prolongando el periodo de aptitud comercial.

Este proceso continuo tiene la ventaja de poder estandarizar mejor las condiciones de
produccion y obtener un producto de caracteristicas constantes. Ademas, permite trabajar
con grandes volumenes, logrando un dptimo aprovechamiento energético (se consume
menor cantidad de vapor por kg de agua evaporada) y reduciendo los costos de mano de

obra.



FIGURA 1.2

Diagrama de flujo del proceso continuo de elaboracion del dulce de leche.
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b) Proceso discontinuo

Consiste en una concentracion a presiéon atmosférica o bajo vacio, en pailas
calefaccionadas en camisa por vapor a 3-4 kg/cm? de presion y que operan bajo enérgica
agitacion. A medida que avanza la concentracion se van produciendo las reacciones de
pardeamiento no enzimatico y va cambiando la textura de la mezcla hasta alcanzar el punto
final, donde, tanto el contenido de sélidos como las propiedades organolépticas, son los
caracteristicos del dulce de leche. Es el proceso utilizado en la elaboracion del dulce de
leche industrial (FIGURA 1.3).

Es de fundamental importancia determinar el momento en que debe darse por
terminada la concentracion. Si se pasa del punto, se reducen los rendimientos y se
perjudican las caracteristicas organolépticas del dulce. Por el contrario, la falta de
concentracion arroja un producto fluido, sin la consistencia tipica. Generalmente la llave
de vapor se cierra cuando el dulce indica un 66-68% de soélidos, calculando que con la
evaporacion producida durante la descarga y enfriamiento, la humedad se reducira hasta el
30% deseado.

Una vez elaborado, el dulce debe ser rapidamente enfriado hasta la temperatura de
fraccionamiento para evitar la formacién de grandes cristales de lactosa. Esta operacion
puede llevarse a cabo en la misma paila (haciendo circular agua fria en lugar de vapor) o
en un tanque para enfriamiento, con agitacion y refrigeracion con camisa o pelicula de

agua. Finalmente, se procede al fraccionamiento.

1.1.6 Ingredientes
U Leche

Es la materia prima basica, por lo tanto para obtener un dulce de calidad, se debe
partir de leche de buena calidad. No deben emplearse leches calostrales, o que presenten
cualquier otra anormalidad fisico-quimica. La leche para la elaboracion de dulce no recibe
ningun tratamiento térmico previo, lo cual es razonable, dado que en el transcurso del

proceso estara sometida a condiciones suficientemente rigurosas de temperatura y tiempo.
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FIGURA 1.3

Diagrama de flujo del proceso discontinuo de elaboracion del dulce de leche.
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Para la estandarizacion, puede sustraerse o adicionarse materia grasa partir de la
composicion centesimal de la leche fluida, segun la tipificacion deseada. Algunos fabricantes
avanzan un paso en el proceso de concentracion, enriqueciendo la leche con leche en polvo
(Zamboni y Zalazar, 1994).

Durante el proceso de elaboracidn, el producto va evaporando agua, el acido lactico se
va concentrando en la fase acuosa progresivamente mas pobre y la acidez va aumentando. Es
por ello que tampoco debe tener acidez desarrollada (con mas de 0,20% de acidez (20°D) su
neutralizaciéon consumirda mucho alcali, el que podra saponificar algunas grasas y producir
sabores indeseables). El uso de leche con acidez elevada produciria un dulce de leche de
textura granulosa, aspera; ademas impide que el producto terminado adquiera su color
caracteristico, ya que las reacciones de Maillard son retardadas por el descenso del pH. Por
ello es necesario reducir la acidez inicial de la leche pudiéndose utilizar como neutralizantes

bicarbonato de sodio o bien hidroxido de calcio.

Q Azucares

En principio, por razones econdmicas, edulcorantes y energéticas, conviene que el
contenido de azucares del producto final sea tan elevado como sea posible. El factor que limita
el agregado de azicar es la humedad final que debe tener el producto terminado (28-30%). Ese
contenido de humedad debera mantener en solucion los azicares agregados, mas la lactosa de
la leche. La solubilidad de la lactosa es diez veces menor que la de la sacarosa, si a ello le
sumamos los azucares agregados, el problema inmediato sera evitar la saturacion de la
solucion, ya que llegandose al limite de saturacién, el exceso de azucares precipitara en forma
de cristales (cristalizacion o azucaramiento), defecto fisico que cominmente se presenta en los
dulces comerciales.

El producto final debera tener alrededor de un 44% de azicares, para lo cual se parte
de agregar a la leche hasta un 20% de sacarosa como maximo.

Desde multiples aspectos, conviene reemplazar parte de la sacarosa por glucosa. No
solo es mas barata, sino que su poder edulcorante es mayor, reemplazando mayor cantidad de
sacarosa. Ademas, reduce en mayor medida la actividad acuosa (a,), logrando mayor

estabilidad microbioldgica. El agregado de glucosa confiere al dulce mas brillo y mejora su



textura. El porcentaje a agregar esta entre el 2 y el 6%. Mayores cantidades producen un dulce
demasiado viscoso, debido a la formacion de un complejo proteina-dextrosa, con fuerte
capacidad de hidratacion. Para solucionar este inconveniente se recomienda agregar la glucosa
durante la fase final de la concentracion del dulce.

En razon de su costo y alto poder edulcorante, algunos fabricantes reemplazan total o
parcialmente otros azicares por la fructosa. Su agregado desmerece logicamente las
caracteristicas organolépticas del dulce, pero en contraposicion otorga color mucho mas rapido
porque la misma reacciona con los aminoédcidos de la leche a una velocidad mayor que la

glucosa.

Q Aromatizantes

Los aromatizantes usados son los derivados de la vainillina, ya sea naturales (chauchas
de vainilla, enteras o molidas), polvo artificial o soluciones de etilvainillina. La vainillina es
volatil a las altas temperaturas de obtencion del dulce de leche, por lo que su agregado debe
hacerse al terminar la concentracion y comenzar el enfriamiento, cuando la temperatura del
dulce se encuentre entre los 65-70°C.

Ademas de su propiedad aromatizante, la vainillina tiene propiedades antimicrobianas.
Sin embargo, se ha encontrado que sobre sustratos ricos en proteinas y/o grasas, como bananas
0 mango, su efectividad disminuye considerablemente siendo necesarias altas concentraciones
para lograr la inhibicién de los microorganismos (Alzamora y col., 2002). Por esta razon se

asume que su accion antimicrobiana sobre el dulce de leche es despreciable.

O Conservantes

El acido sorbico y sus sales de sodio, calcio o potasio son los unicos conservantes
quimicos autorizado por el Codigo Alimentario Argentino, en el Anexo Mercosur “E-287-
289” (1997). Los niveles maximos permitidos son 600 mg/kg para el dulce de leche tipo
familiar y 1000 mg/kg s6lo para el dulce de uso industrial.

En el hombre se metaboliza a CO, y H;O, de la misma forma que los acidos grasos de

los alimentos, por lo que es considerado sustancia GRAS (generally recognized as safe) (Sofos



y Busta, 1981). Ademas, de ser fisiolégicamente inerte, tiene un flavour relativamente neutro,

por lo que es mundialmente utilizado para extender la vida util de multiples alimentos tales

como: jarabes de chocolate, jaleas, tortas, frutas secas, mermeladas, jugos, quesos, etc.
Particularmente en la conservacion del dulce de leche, se lo puede utilizar de dos

maneras diferentes (Zamboni y Zalazar, 1994):

v’ en forma de solucién sobre el material de empaque, o bien a bafiar los vasos y tapas en una

solucion de sorbato.
v’ adicionar directamente sorbato de potasio al dulce de leche durante la etapa de

enfriamiento.

1.1.7 Caracteristicas sensoriales

Debido a las condiciones reinantes durante la preparacion del dulce de leche
(temperatura-tiempo, pH, y especies reaccionantes) ocurren reacciones de pardeamiento no
enzimatico en forma extensiva, que dan como resultado un producto de coloracién marron
mas o menos intensa, de sabor muy caracteristico y agradable (Ferramondo y col., 1984).

Con la denominacion de “pardeamiento no enzimatico” se designa a un conjunto de
reacciones muy complejas, que conducen a la formacion de pigmentos pardos o marrones, asi
como a modificaciones del olor y del sabor. Al pardeamiento no enzimatico también se lo
llama “reaccion de Maillard”, “caramelizacion”o “formacion de melanoidinas”; esta ultima
palabra designa, de forma general, los pigmentos pardos o marrones resultantes de las
reacciones de pardeamiento no enzimatico (Cheftel y Cheftel, 1976).

Los sustratos de estas reacciones son los compuestos con funcién carbonilo, como el
grupo aldehido de los azicares reductores y otros compuestos, como por ejemplo algunas
vitaminas (principalmente el 4dcido ascorbico y la vitamina K) y la vainillina. Los aminoacidos
y las proteinas participan y catalizan estas reacciones por medio de grupos amino libres
(especialmente el grupo e-amino de los restos de lisina). Estas reacciones se aceleran por el
calor y se ven favorecidas por el pH cercano a la neutralidad. Muchos dulceros corrigen el

color final del dulce variando ligeramente la cantidad de bicarbonato empleado en la

11



neutralizaciéon. Un aumento del mismo, incrementa el pH, favoreciendo las reacciones de
Maillard.
Como consecuencia de las mismas se produce:
Descenso de pH.
Produccién de CO;
Produccién de compuestos reductores
Insolubilizacién de proteinas

Coloracion oscura

D N NI N NI N

Sabor a caramelo

Algunos aminoacidos esenciales, particularmente la lisina e histidina, al formar parte
de estas reacciones, pierden sus propiedades. Lo mismo ocurre con otras reacciones que
producen uniones cruzadas entre las cadenas proteicas. La reduccion de la calidad nutricional
de las proteinas de la leche se atribuye a la disminucion de la digestibilidad y la inactivacion
biologica o destruccion de los aminoacidos esenciales. La lisina es el aminoacido mas afectado
por tener un grupo €-amino libre muy reactivo (Malec y col., 1999).

El llamado “sabor a cocido”, aparece como consecuencia de la degradacién de los
aminoacidos sulfurados de las cadenas proteicas. Este sabor no es el del caramelo y no puede
atribuirse a una simple caramelizacion de la lactosa, sino que, necesariamente deben estar

presentes ademas los grupos amino de las proteinas (Zamboni y Zalazar, 1994).

1.1.8 Defecto mas comun del dulce de leche: cristalizacion de la lactosa

La cristalizaciéon o “azucaramiento” es el defecto mas comin del dulce de leche y
sobreviene con el tiempo de almacenamiento en dulces relativamente envejecidos (un mes o
mas). Es perceptible al paladar sélo cuando los cristales alcanzan un cierto tamafio minimo.

La lactosa es un azucar relativamente poco soluble (aproximadamente 10 veces menos
soluble que la sacarosa) y su solubilidad decrece notablemente con el descenso de la

temperatura. Al finalizar el proceso de concentracion del dulce a una temperatura de entre 130

12



y 140°C, comienza el enfriamiento. En ese momento la cantidad de lactosa en exceso como
sobresaturacion es muy pequefia, pero a medida que el dulce termina de enfriarse la
sobresaturacion aumenta. A los 55°C, el dulce presenta una solucion de lactosa ya en su punto
de saturacion. La velocidad del enfriamiento es muy importante ya que un descenso de
temperatura muy lento favorece la formacién de grandes cristales de lactosa; en tanto que un
rapido descenso de temperatura, facilitarda la formaciéon de muchisimos cristales muy
pequefios, menos perceptibles.

La velocidad de cristalizacion aumenta a medida que la temperatura desciende,
alcanzando un maximo alrededor de los 30°C; a temperaturas menores el aumento de la
viscosidad comenzara a dificultar la formacion de cristales. Esta temperatura de maxima
cristalizacion varia con la proporcion lactosa/agua, la cual depende del total de s6lidos y del
contenido de sacarosa.

De cualquier manera, la cristalizacion irremediablemente sobrevendra después de un
cierto tiempo de almacenamiento, evitarla o postergarla sera fundamental para mejorar la

calidad y prolongar la vida util del producto. Con tal objeto se han propuesto dos métodos:

a) Siembra con cristales de lactosa

Se siembra la leche ya concentrada con finisimos cristales de lactosa, éstos actian
como nucleos de cristalizacion. Con un nimero muy grande de nucleos, el crecimiento es
menor y los cristales son mas pequefios y menos perceptibles. Este método no es utilizado

actualmente por la industria.

b) Hidrélisis de la lactosa

Un verdadero progreso en la tecnologia del dulce de leche se ha logrado con la
introduccién del tratamiento enzimatico de la leche con lactasa (B-galactosidasa o (-D
galactdsido galactohidrolasa), que hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa. Puede asi
obtenerse una hidrdlisis total o parcial de la lactosa, solucionando importantes problemas

dietéticos (intolerancia a la lactosa) y tecnolégicos (cristalizacion).



Mediante una hidrdlisis del 30 al 35% de la lactosa presente, el dulce ya no formara
cristales perceptibles aun después de un almacenamiento de varios meses. Tanto la glucosa
como la galactosa formadas son azicares mas solubles que la lactosa original, con lo que el
problema de sobresaturacion de azicares disminuye notablemente.

Ademas la mezcla glucosa-galactosa es de 2 a 3 veces mas dulce que la lactosa, con lo
que el procedimiento disminuira la cantidad de azucares necesarios.

Un aporte adicional muy importante sera la mayor reduccion de ay, porque se tendran
dos solutos de menor peso molecular que la sacarosa, por lo que mejorara la estabilidad

microbiolégica.

1.2 Tecnologias combinadas de preservacion

La estabilidad microbioldgica y la calidad sensorial de la mayoria de los alimentos,
estan basados en la combinacidon de factores de preservacion. Esto es cierto, tanto para
alimentos tradicionales con factores empiricos inherentes, como para productos nuevos para
los cuales se han seleccionado racionalmente los factores de estrés y se han aplicado
intencionalmente (Alzamora y col., 2000).

El objetivo de las tecnologias de obstaculos es seleccionar y combinar factores de
preservacion o barreras de forma tal que la estabilidad y seguridad microbiolégica puedan ser
garantizadas, reteniendo las caracteristicas nutritivas y la aceptacion sensorial (Leistner,
1992). Este método usa varias barreras que separadamente pueden no dar una adecuada
preservacion, pero que cuando se las combina pueden brindar la proteccion necesaria. Las
barreras pueden incluir la disminucion de la temperatura, pH o actividad de agua (por adicion
de por ejemplo NaCl o azicares); el calentamiento minimo; o la adiciéon de antimicrobianos
(Buchanan y Phillips, 1990; Leistner, 1992; Leistner, 1995). Para que este concepto sea
aplicado exitosamente, es necesario cuantificar la influencia de los distintos factores sobre el
crecimiento microbiano.

La aplicacion de este concepto ha sido muy exitosa en los dltimos afios, dentro del

conjunto de tecnologias de preservacion de minimo procesamiento, y ello ha sido posible
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debido a los grandes avances ocurridos en el conocimiento del modo de accidn de los distintos
factores de preservacion y de su interaccion en los microorganismos (Sajur, 1985; Alzamora y
col., 1989; Guerrero y col., 1993; Rojas y col., 1994).

La estabilidad u homeostasis del medio interno (composicion y volumen de los fluidos)
es vital para la supervivencia y el crecimiento de los microorganismos. En los alimentos
preservados por factores combinados, la homeostasis activa de los microorganismos
vegetativos y la homeostasis refractaria pasiva de las esporas se interfieren en “un nimero de
sitios” o de “manera cooperativa”, utilizando una combinacion de factores de conservacion,
aplicando cada uno de ellos en forma no letal, disminuyendo la severidad de los tratamientos.
Por ejemplo, en el caso de células vegetativas, se reduce la disponibilidad de energia
(removiendo O, limitando nutrientes, reduciendo la temperatura) y/o se incrementa la
demanda de energia (reduciendo a, y pH, afiadiendo compuestos activos a nivel de
membrana). Para esporas, la idea es dafiar estructuras claves (por ataque quimico, enzimatico
o fisico sobre el cortex) o provocar la germinacion de las mismas (con “falsos disparadores”,
por aplicacion de altas presiones, etc.) (Gould y col., 1983; Gould, 1995).

Como se coment6 antes, este concepto de combinaciéon no sélo se aplica a la
estabilidad microbioldgica, sino que se hace extensivo a la calidad total. También desde el
punto de vista microbioldgico, el concepto se ha tomado mas abarcativo y se refiere no sélo a
la interferencia de la homeostasis por barreras sinérgicas o aditivas sobre un mismo
microorganismo, sino a la aplicacion selectiva de factores de conservacion que puedan ser
efectivos contra un organismo especifico o un grupo de microorganismos solamente. Es asi,
que en los ultimos afios, un gran nimero de publicaciones en la literatura internacional se
refiere a la utilizacion de este concepto con distintas finalidades: optimizar tecnologias
tradicionales; desarrollar nuevos productos y como medida de seguridad o “back-up” para
asegurar la calidad microbioldgica de alimentos minimamente procesados (Alzamora, 1997).

La adopcion de altos estandares en el control de calidad, buenas practicas de
manufactura y el sistema HACCP son esenciales para asegurar la calidad microbioldgica del
producto. Mas aun, debido a los reducidos margenes de seguridad, los distintos organismos de
contralor internacionales han recomendado el uso de “obstaculos” adicionales en el disefio de
los sistemas de preservacion tal que procesos, distribucién y almacenamiento no adecuados

puedan todavia garantizar productos microbioldgicamente seguros. Asi, el uso de factores
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combinados juega un importante rol en la seguridad microbiolégica de aquellos productos
donde los puntos criticos de control sean imposibles o dificiles de controlar.

El dulce de leche forma parte del grupo de alimentos de humedad intermedia (A.H.L.),
en los cuales se ha logrado la reduccion parcial de la actividad de agua por agregado de
solutos y por evaporacion, a valores de 0,75-0,90. Dentro de los A.H.I. se encuentran tanto
alimentos preservados por el agregado de azucar (dulces, frutas, frutas confitadas, jarabes,
etc.); como alimentos preservados por agregado de sal (jamo6n curado, embutidos crudos,
vegetales, etc.) y productos de reposteria (tortas de fruta, pasteles rellenos de fruta, etc.)
(Brimelow, 1985; Guerrero, 1993). Estos valores intermedios de a,, obtenidos no son
suficientes para garantizar la seguridad microbiol6gica de este tipo de alimentos, por lo que es
necesaria la combinacion con otros factores y/o formas tradicionales de preservacion.

Varios factores de preservacion, cuyos efectos se describen a continuacién, son
frecuentemente utilizados en estas tecnologias. Algunos de ellos han sido empleados en este

trabajo.

1.2.1 Efecto de la reduccion de la a,,

Cuando la a,, del medio externo se reduce, los microorganismos tienden rapidamente a
alcanzar el equilibrio osmético con el medio que los rodea, principalmente a través de la
pérdida de agua, produciéndose plasmoélisis de la célula con pérdida del turgor de membrana.
Inmediatamente se pone en marcha un mecanismo osmoregulador que les permite recuperar el
agua pérdida y mantener la homeostasis con respecto de su contenido de agua. Se produce la
acumulacidn intracelular de solutos “compatibles” por sintesis y/o por transporte activo desde
el medio extracelular hasta balancear la osmolalidad externa (Gould, 1995).

El modo de accion de estos solutos “compatibles” no sdlo se explica por su papel de
osmolitos, sino que se cree, tienen una propiedad molecular fundamental: estabilizar la
estructura proteica (y por lo tanto sus funciones) preservando las funciones de la capa de
hidratacién (Leistner y Russell, 1991). En las bacterias, los solutos compatibles de mayor

importancia son los aminoacidos (acido glutamico, glicilbetaina, acido y-aminobutirico,
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prolina, etc.) y en las levaduras y los hongos, los polioles (manitol, arabitol, sorbitol, glicerol,
etc.).

Las diferencias en la capacidad de biosintesis 0 de mecanismos de transporte son
responsables de la diferencia en los valores de a,, limite de crecimiento de las varias especies y
géneros de microorganismos.

También se puede producir una alteracion de la composicion de los lipidos de la
membrana, incrementandose la proporcion de lipidos anidnicos de forma tal de impedir el
pasaje de la fase lamelar (o bicapa) a la fase no lamelar (hexagonal) (Bygraves y Russel,
1988). La disrupcion de la conformacién lipidica normal de la membrana, destruiria sus
propiedades de permeabilidad pasiva y alteraria las interacciones lipido-proteina,
influenciando las actividades proteino-mediadas de la misma (por ej. metabolismo intermedio,

bombeo de iones, sistemas de transporte) (Leistner y Russell, 1991).

1.2.2 Efecto de la reduccion del pH

El pH es otro factor basico en la preservacion de alimentos, afectando la conformacion
de las proteinas, el camino de sintesis enzimatica y los productos finales del metabolismo. El
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos estan fuertemente influenciados por el
pH y el contenido de acidos organicos del alimento. Estos determinan, de acuerdo a su valor,
floras contaminantes diferentes y de distinta resistencia a los factores de conservaciéon. Las
bacterias, en general, requieren un rango de pH externo entre 4 y 9 para poder crecer, mientras
que los hongos y las levaduras exhiben mayor tolerancia, pudiendo desarrollarse en los rangos
de pH externo 1,5-11,0 y de 1,5-8,0, respectivamente (Alzamora, 1997).

Los microorganismos necesitan mantener su pH intracelular (pH;) dentro de cierto
rango muy estrecho y cercano a la neutralidad para poder crecer. Este valor éptimo de pH
depende de la especie: las bacterias acidofilas tienen pH; comprendidos entre 4,5-6,0, al igual
que hongos y levaduras; las neutréfilas entre 7,5-8,0 y las alcalofilas, entre 8,4-9,0. Los
organismos tienen distintas capacidades para regular su pH, y por lo tanto, exhiben también
diferente tolerancia a la perturbacion del pH externo. Los microorganismos que son mas

resistentes a valores bajos de pH (hongos, levaduras y bacterias acidofilas), poseen también
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valores menores de pHi, lo que indicaria una adaptacion especifica al medio acido (Booth y
Kroll, 1989).

Existen tres formas en que puede actuar el pH como factor de conservacién (Corlett y
Brown, 1980; Brown y Booth, 1991), si bien todavia no se conoce totalmente el mecanismo

por el cual los microorganismos interactian con el pH:

v’ Via icidos fuertes: éstos disminuyen el pH externo, pero no permean a través de las
membranas celulares y ejercerian su accion alterando la conformacion y la actividad de
una o mas enzimas esenciales presentes en las capas externas de la célula, y por lo tanto
disminuyendo la efectividad de los sistemas de transporte de iones esenciales y nutrientes.
Tales niveles de acidez son generalmente inaceptables en los alimentos y sélo permisibles

en bebidas carbdnicas, en las que se emplea el acido fosforico como acidulante.

v’ Via acidos débiles lipofilicos (acidos citrico, sorbico, benzoico, propidnico, etc.): las
formas no disociadas de estos acidos débiles, permean a través de las membranas y actian
como transportadores de protones, ionizandose en el citoplasma y acidificando el medio
interno. El efecto primario es disminuir el pH;, pero ademas, el anién del acido no
disociado puede tener efectos inhibitorios especificos en el metabolismo, incrementando el

efecto del pH (ej: acido acético, férmico, sérbico).

v’ Via iones acido-potenciados: el bajo pH potencia la actividad de compuestos tales como
bicarbonato, sulfito y nitrito, incrementando la accion de la especie antimicrobiana; es
decir, que el efecto del pH es indirecto.

1.2.3 Efecto del sorbato de potasio

El sorbato de potasio es principalmente efectivo contra mohos y levaduras, aunque

tiene cierta efectividad sobre algunas bacterias. El efecto sobre los hongos, se debe a la

inhibicion de los sistemas de enzimaticos de deshidrogenasas, las cuales intervienen en el
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mecanismo de oxidacion de los acidos grasos (Jay, 1991) y enzimas sulfihidrilicas tan
importantes como aspartasas, succinodeshidrogenasas y fumarasas. Es altamente efectivo en la
inhibicion de la produccion de micotoxinas por algunas cepas (Ryu y col., 1993).

Su efectividad depende de muchos factores tales como pH, a,, presencia de otros
aditivos, procesamiento y envasado, temperatura y condiciones de almacenamiento (Sofos y
Busta, 1983). La cantidad a utilizar depende del tipo de microorganismo, la a,, del alimento y
de la carga inicial considerados. En general, concentraciones de sorbato afiadidas en el orden
de 0,05 — 0,10 %, inhiben el desarrollo de hongos y levaduras en una amplia gama de

alimentos.

1.2.4 Tratamiento térmico

Los tratamientos térmicos se aplican para lograr la inactivacion o destruccion de
microorganismos y/o enzimas que producen deterioro o afectan la inocuidad de los alimentos.
Dentro de los procesos que aplican calor se encuentran: esterilizacion, pasteurizacion,
escaldado (considerado un pretratamiento), deshidratacion y concentracién por evaporacion.

Un aspecto importante, que ha contribuido a extender la estabilidad microbioldgica de
los alimentos envasados es el llenado en caliente. Este consiste en calentar el producto a
temperatura elevada (superior a los 100 °C, en intercambiadores de calor) durante un tiempo
corto, pero suficiente para asegurar la inocuidad del alimento, introducirlo en recipientes

estériles y enfriarlo hasta = 35 °C.

1.3  Estabilidad microbiolégica del dulce de leche
Una combinacién de factores de preservacidon contribuye en forma conjunta a la

estabilidad microbiologica que presenta el dulce de leche a temperatura ambiente. Entre ellos

se encuentran: reducciéon de la ay, presencia de conservantes quimicos como el sorbato de
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potasio (SK), reduccion del pH, tratamiento térmico y llenado en caliente. Las condiciones
temperatura-tiempo durante el proceso de concentracion, destruyen la flora microbiana propia
de la leche y demas materias primas, asi como patdgenos. Adicionalmente, el envasado por
llenado en caliente contribuye a reforzar la asepsia durante el envasado.

La alta concentracion de solutos lograda por la evaporacion se traduce en una actividad
acuosa normalmente inferior a 0,85, lo que constituye el principal factor de la buena
conservacion del producto.

Ferramondo y col. (1984) determinaron el a,, de 28 muestras de dulce de leche tipo
“familiar” de seis marcas diferentes, encontrando la a,, comprendida en un rango de 0,812 a
0,847; y en un rango de 0,802 a 0,831 para muestras de dulce del tipo “repostero” de dos
marcas diferentes. Encontraron que estos valores de a, estuvieron determinados
principalmente por la concentraciéon molal de sacarosa, glucosa y lactosa y que también
contribuyeron otras especies quimicas de relativamente bajo peso molecular (electrolitos
originalmente presentes en la leche). Componentes macromoleculares como las proteinas no
contribuyen en la reduccion del a,,

Estos autores también determinaron el pH de los dulces comerciales, encontrando
rangos de pH entre 5,57-5,97 para el dulce de leche tipo “familiar” y entre 5,79 y 6,17 para los
dulces tipo “repostero”.

Aun en presencia de todos los factores de estrés antes mencionados, ciertos hongos y
levaduras pueden desarrollar cuando se lo mantiene almacenado sin refrigeracion por largos
tiempos. El periodo de comercializacion del producto en envases de plastico es de 3 meses. Si
se trabaja con envases de vidrio o latas para exportacion, se pasteuriza una vez envasado, a
80°C = 2°C por 20 minutos, lo que permite comercializarlo hasta los 12 meses. Esto tltimo es
particularmente importante para algunos mercados que no son sensibles a algunas
modificaciones organolépticas del dulce producidas por el tiempo (cristalizacion), y
acostumbran a ampliar el periodo de aptitud comercial del producto mas alla de lo
conveniente.

Una alternativa, es realizar el envasado a una temperatura de compromiso, ya que las
altas temperaturas que favorecen el flujo por la boquilla de dosificacion, tendrian el

inconveniente de que continuarian produciéndose vapores dentro del envase, que condensando
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en la superficie interior de la tapa pueden facilitar la aparicion de colonias de hongos y
levaduras. Por esta razon se sugiere que el envasado del dulce se realice a una temperatura de
50-55°C (Zamboni y Zalazar, 1994).

Las levaduras, pueden fermentar la glucosa y lactosa, produciendo etanol y CO; (con
formacidon de espuma) y otros productos secundarios, que confieren al dulce sabor y olor

desagradables.

1.4 Microorganismos de relevancia

El dulce de leche se clasifica como un producto de humedad intermedia. La
contaminacion por organismos xerofilicos en este tipo de productos generalmente proviene de
la etapa de enfriamiento y envasado, a partir de esporas presentes en el aire del ambiente y
maquinaria, ya que las altas temperaturas del proceso de evaporacion generalmente son
suficientes para eliminar la contaminacion previa.

La micoflora de los alimentos de humedad baja e intermedia (a,, 0,60-0,95) esta
dominada por relativamente pocos géneros de hongos. Por lejos los mas diseminados y
probablemente los mas importantes en el biodeterioro son las especies de Eurotium,
Aspergillus y Penicillium. Especies de estos hongos se encuentran en alimentos a todos los
niveles de a,, pero generalmente causan contaminaciéon por debajo de a,, 0,90 (Abellana y
col., 1999 a). El crecimiento de los mohos en estos productos depende también del soluto
utilizado para controlar el a,, (NaCl, sacarosa o glucosa/fructosa), la formulaciéon del producto
y la temperatura (Rosso y col., 2001).

El crecimiento de los mohos en alimentos procesados y granos almacenados es un serio
problema, que puede causar pérdidas econémicas considerables. La alteracion de la apariencia
y del desarrollo de off-flavours, van en detrimento de la calidad de los alimentos, produciendo
el rechazo de los consumidores. Ademas, algunas especies pueden producir micotoxinas
durante el almacenamiento de los alimentos, que pueden derivar en serios problemas de salud
en animales y humanos, ya que muchas de ellas son carcinogénicas (Paster y col., 1999;

Gibson y Hocking, 1997).
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Q Eurotium chevalieri

Es uno de los hongos contaminantes mas comunes sobre la tierra, especialmente en las
regiones mas calidas. Desde el punto de vista de la contaminacién y pérdida de alimentos, las
especies de Eurotium son probablemente las mas destructivas de todas. Ellos son los primeros
en colonizar commodities almacenadas que han sido inadecuadamente deshidratadas. A
medida que crecen incrementan el a, permitiendo la proliferacion de otras especies
potencialmente toxigénicas (como Aspergillus y Penicillium).

Las especies de Eurotium no producen micotoxinas importantes, pero producen gran
variedad de metabolitos secundarios y causan problemas de rancidez oxidativa en granos y
nueces. Se ha reportado que esta especie es fuente de isopreno, causa de mal olor en productos
de panaderia (Berenguer y col., 1991). También produce rancidez cetonica en coco
(Kinderleler, 1984; Kinderleler y Kelard, 1984) y tiene alta actividad proteolitica en carnes y
moderada actividad lipolitica en aceites vegetales (Kuku, 1980).

Ha sido causante de la contaminacion de ciruelas de alta humedad, pastas, galletitas
semiduras, queso untable, garbanzos, y porotos. Se aislé de una gran variedad de alimentos,
especialmente cereales incluyendo trigo y harina; arroz y derivados como harina y salvado de
arroz; maiz; copos de cereal; etc. También es comin en carnes procesadas y disecadas. Otras
fuentes incluyen chocolates rellenos; porotos de soja; semillas de girasol; granos de cacao;
especias; pescado seco salado o curado.

La a,, Optima para su crecimiento es de 0,94 a 0,95. Sin embargo, se ha informado
crecimiento con un minimo de a,, 0,74 a 25°C en un medio de pH 3,8 (Pitt y Christian, 1968) y
a a, 0,71 a 33°C (Ayerst, 1969). La germinacion de ascosporas se ve poco afectada por
glucosa o glicerol como solutos, pero disminuye con NaCl. Variaciones de pH de 4,0 a 6,5 no
afectan la germinacion. Las fuentes nutritivas pueden influenciar la a,, minima para el
crecimiento y consecuentemente los estudios en sustratos artificiales pueden no reflejar
exactamente las capacidades de crecimiento sobre el sustrato natural (Magan y Lacey, 1984 a).

Es el moho xerofilico mas termo-resistente, 18-25% de los ascosporos sobrevivieron el
calentamiento a 70°C por 10 minutos en un medio de a,, 0,98 y pH 3,8 y hasta un 0,5% de

ascosporos con un tratamiento similar, pero a 80°C (Pitt y Christian, 1970).



Q Aspergillus fumigatus

La caracteristica fisioldgica mas importante es su naturaleza termofilica: su
temperatura minima de crecimiento es 12°C, la dptima 40-42°C y la maxima de 55°C. A.
Jfumigatus es un xer6filo marginal, creciendo con un minimo de a,, 0,82 cerca de los 40°C
(Ayerst, 1969). Requirié mas de 15% de CO, para reducir las velocidades de crecimiento a la
mitad a a,, 0,98 pero sélo 2,5% a a,, 0,90 (Magan y Lacey, 1984 b).

Produce micotoxinas como fumitremdrgenos, verruculégenos y gliotoxina con un
aparente rol como causante de enfermedades en animales. Se ha publicado poco sobre la
posible produccion o significacion de estas toxinas en alimentos. Evidencia reciente sugiere
que la gliotoxina es importante en la invasion de los pulmones de aves, animales y humanos
por A. fumigatus (Richard y col., 1994). Por esta razon, se debe evitar su presencia en la
pimienta usada en los alimentos para pacientes hospitalarios (de Bock y col., 1989).

Su habitat primario es la vegetacion recién cosechada, en la que causa calentamiento
espontaneo. Se lo encuentra en granos de cacao durante y luego de la fermentacion y en
especias. También se ha reportado su presencia en commodities almacenadas en la zonas
tropicales, donde su habilidad de crecer simultineamente a bajas a,, y altas temperaturas, le
provee ventajas ecologicas. Se lo ha aislado de huevos almacenados; porotos de soja y
vegetales. Se lo ha reportado como una de las causas de off-flavours en el café, pero no es un
tipico hongo contaminante de esta materia prima. También se lo ha encontrado en cereales
como trigo; arroz; arroz parbolizado y cebada. Es bastante comin en cames procesadas o
curadas, especialmente en las zonas tropicales pero menos comin en nueces; mani y pescado
seco. Otras fuentes incluyen pan baladi, snacks de maiz, semillas de meldn, pickles de mango,
cebolla seca, queso cottage de leche de bufalo descremada y queso procesado (Pitt y Hocking,
1997).

Q Penicillium simplicissimum
Aislados de Penicillium simplicissimum de diferentes lugares del mundo, muestran
variacion en el crecimiento a altas temperaturas. Los aislados tropicales crecen muy bien a

37°C, mientras que otros de las regiones mas frias de Australia, crecen débilmente, si es que lo
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hacen, a estas temperaturas. Esta especie parece ser resistente al formaldehido, y se ha aislado
de cloruro de polivinilo o plasticos poliésteres.

Su habitat primario es la vegetacion cosechada y el suelo, siendo un moho ubicuo. Se
ha informado su presencia en jamones curados de campo, mani y porotos; agua mineral
gasificada; malta de sorgo y salsas fermentadas.

Las especies de Penicillium son las mas frecuentemente encontradas como micoflora
asociada en quesos duros, semi-duros y semi-blandos. Constituyen mas del 90% de las cepas
aisladas de la superficie de quesos y 45% de las cepas aisladas de leche en polvo. Muchas
especies de Penicillium son capaces de atacar frutas (Valik y col., 1999).

P. simplicissimum produce varias micotoxinas: verruculégeno, fumitremorgeno B,
acido penicilico y viridicatumtoxin. Es el mayor productor de verruculégeno. De todas
maneras, no se ha observado la produccién natural de estas toxinas, y su implicancia en la

salud humana o animal es dudosa (Pitt y Hocking, 1997).

Otras especies de Penicillium juegan un rol importante en la maduracién de alimentos
fermentados con mohos: P. roqueforti para quesos azules, P. camemberti para quesos blancos

y P. chrysogenum, para productos carnicos.

1.5 Modelado matematico del comportamiento microbiano

Para describir las interacciones entre varios factores de preservacion cuando actian en
combinacién, una buena opcion es recurrir a los modelos predictivos (Mc Meekin y col.,
1993; Buchanan y Phillips, 1990; Peleg, 1997).

1.5.1 Microbiologia predictiva

El modelado microbiano comenzdé aproximadamente en 1920 con los calculos del

tiempo de muerte térmica y el uso de los valores D (tiempo de reduccion decimal) y z (grados
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de variacion en la temperatura, necesarios para reducir el valor de D en un 90%), para
describir la resistencia térmica bacteriana. En la década del ‘70, se profundizd principalmente
en el modelado de la probabilidad de produccién de toxinas de C. botulinum, principalmente
en USA y en el Reino Unido (Roberts e Ingram, 1973). En los afios *80 el marcado incremento
en la incidencia de brotes de enfermedades producidas por alimentos, lievé a tomar conciencia
publica de la necesidad de un abastecimiento seguro de alimentos. En ese momento, los
microbidlogos de alimentos comenzaban a aceptar que los métodos microbiolégicos
tradicionales para determinar la calidad y seguridad alimenticia, estaban limitados por el
tiempo requerido para obtener los resultados y que los métodos indirectos basados en cambios
quimicos, fisicos o fisicoquimicos, no proporcionaban una respuesta hasta que un gran nimero
de células se encontraba presente. Lo mismo ocurria con varios métodos rapidos que
necesitaban, o bien un alto nivel de contaminacién para que la respuesta sea evidente, o
dependian del uso de equipamiento muy sofisticado y oneroso.

Antes del advenimiento de la microbiologia predictiva, la mayor parte de la
bibliografia definia las condiciones ambientales limitantes del crecimiento, cuando los demas
factores ambientales se encontraban en los valores optimos. Ademas, s6lo ocasionalmente los
efectos de dos o mas factores de conservacion se estudiaban de tal forma que permitieran
cuantificar la interaccion de los mismos. A consecuencia de ello, muchos de estos datos no
eran de utilidad o bien no permitian predecir la respuesta microbiana.

En muchos alimentos el control de los microorganismos, ya sean patdgenos y/o
deteriorativos, depende de la combinacion de factores de preservacion donde generalmente
ocurren situaciones sinérgicas, por lo que se requiere menor intensidad de los factores cuando
éstos se aplican en forma simultanea. Por lo tanto, si se quieren obtener juicios confiables
sobre la calidad del alimento, su vida atil y su seguridad, es necesario disponer de datos
cuantitativos sobre los efectos de los factores que afectan el crecimiento, la supervivencia y/o
la inactivacion. Los modelos matematicos son la mejor manera de hacer predicciones bajo
estas circunstancias.

Una alternativa al desarrollo de tecnologia para proveer analisis microbioldgicos mas
rapidos y menos costosos, es la aplicacion de la microbiologia predictiva (Mc Meekin y col.,
1993). La microbiologia predictiva consiste en el desarrollo de modelos matematicos para

predecir la velocidad de crecimiento o de declinacion de los microorganismos bajo un dado
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conjunto de condiciones ambientales. El conocimiento detallado de las respuestas de
crecimiento de los microorganismos frente a las condiciones ambientales, es decir, el
conocimiento de la ecologia microbiana, permite evaluar objetivamente el efecto del
procesamiento, la distribucion y el almacenamiento en la seguridad microbiolégica y la
calidad de los alimentos.

Si bien el modelado no revela comportamientos microbianos extrafios o poco
esperados, los modelos se pueden usar para predecir, por interpolacidn, el crecimiento bajo
una combinacién de condiciones que no fueron especificamente testeadas en el protocolo

experimental (Whiting, 1995).

1.5.2 Clasificacion de los modelos predictivos

Se han propuesto varios esquemas para categorizar los modelos, uno de ellos propone
dividirlos en modelos de crecimiento y modelos de inactivacion/supervivencia. Dentro de cada
categoria se subdividen en modelos primarios, secundarios y terciarios (Whiting y Buchanan,

1994; Whiting, 1995; Lopez-Malo, 2000 c; Alzamora y col., 2002).

a Modelos primarios: describen cambios en la respuesta microbiana con el tiempo en
un ambiente especifico. El modelo puede cuantificar unidades formadoras de colonia por
mililitro o por gramo (UFC/ml), formacién de toxinas, niveles de sustrato o productos
metabolicos (que son medidas directas del crecimiento); absorbancia e impedancia (medidas
indirectas de la respuesta). Una vez generada la curva de crecimiento o muerte microbiana, se
utiliza una funcién o ecuacién matematica para describir el cambio de la respuesta en funcién
del tiempo. Ejemplos de modelos primarios son: la funcién de Gompertz para crecimiento
exponencial; los modelos de primer orden para describir la inactivacion térmica; modelos para
describir la declinacion no lineal de esporas sobrevivientes con el tiempo; el modelo logistico
aplicado a destruccion térmica; el modelo de Stannard; el modelo de Schnute; la ecuacidn de

Fermi; etc.
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Q Modelos secundarios: describen las respuestas de los parametros de los modelos
primarios frente a cambios en uno o mas factores ambientales como temperatura, pH o a..
Ejemplos de modelos secundarios son el modelo de Arrhenius y el modelo de la raiz cuadrada

(Bélehradek), que describen la dependencia con la temperatura, y el modelo polinémico.

Q Modelos terciarios: son rutinas de software para computadora que convierten a los
modelos primarios y secundarios en programas amigables. Estos programas pueden calcular
las respuestas microbianas frente a condiciones que no fueron evaluadas inicialmente,
comparar el efecto de diferentes condiciones o contrastar el comportamiento de varios
microorganismos, por lo que permiten elegir a el o los microorganismos blanco de ataque en
situaciones cspecificas de formulacion-procesamiento de alimentos. Ejemplos de modelos
terciarios son ¢l “USDA Pathogen Modeling Program” (FIGURA 1.4), rcalizado por cl
Dcpartamento dc Agricultura de los Estados Unidos, disponible gratuitamente cn Internct
(http://www.arscrrc.gov) y ¢l “Food Micromodel” avalado por cl Ministerio dc Agricultura
Pcsca y Alimentacion del Reino Unido. Ambos programas describen, modelan y predicen cl
comportamicnto dc las bactcrias patégenas de mayor importancia dcntro dc las quc sc
cncuentran: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Escherichia coli
O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus y
Yersinia enterocolitica. El Gnico microorganismo deteriorativo incluido hasta ¢l momento cs
Zygosaccharomyces bailii.

Para opcrar cstos programas sc ingresan los valores requeridos de pH, a. y/o
tcmpceratura (cn ¢l programa dc la USDA se pueden ingresar también los niveles de NaNO»,
atmosfcra gascosa y poblacion bactcriana inicial), para el microorganismo cn estudio. Los
programas luego proveen las estimacioncs de los valores de la cinética dc crecimiento, tiempo
necesario para alcanzar un tamaiio dc poblacion especifico, o un grafico mostrando la curva de
crecimiento cspcrada.

La proxima fasc de los modelos terciarios es un sistema cxperto, muchos de los cuales
sc encuentran en desarrollo. Estos son programas de computacion que emulan el razonamiento

y la toma de decisiones de cxpertos humanos.
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FIGURA 1.4
Ejemplo de utilizacion del USDA Pathogen Modeling Program.
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Los modelos primarios y secundarios también pueden ser clasificados como
empiricos (puramente descriptivos) o mecanisticos, basados en criterios microbiologicos.
Algunos modelos empiricos incluyen aspectos mecanisticos (como el modelo de la raiz
cuadrada y el de Baranyi y Roberts) y viceversa (Gibson y Hocking, 1997).

Los modelos mecanisticos o semi-mecanisticos generalmente incluyen parametros
de ecuaciones diferenciales de teorias conocidas aplicables (cinética de crecimiento,
velocidades de utilizacion y deplecion de sustrato, etc. Estos modelos pueden representar
mejor lo que esta ocurriendo que un modelo empirico por lo que han sido ampliamente
utilizados en biotecnologia y en ingenieria quimica.

Los modelos empiricos simplemente describen las condiciones bajo las cuales se
desarrollé la experiencia, es decir, el efecto fisico y quimico de los componentes del
alimento y del ambiente. Por lo tanto no se pueden usar para hacer predicciones fuera de
los limites experimentales iniciales. Estos modelos son generalmente polinémicos.

Si bien los factores que intervienen afectando el crecimiento microbiano en los
alimentos son muchos, la mayoria sélo produce un pequefio porcentaje en la variacién de
la respuesta. Por lo tanto, con la inclusion de los factores de mayor peso tales como
temperatura, ay, pH, etc., en los modelos empiricos se obtiene una buena aproximacion, la

cual resulta de gran utilidad.

Las tendencias en microbiologia predictiva hasta la fecha han seguido dos caminos:
los modelos cinéticos, en donde se modelan y predicen importantes parametros cinéticos
del crecimiento o inactivacion microbiano, tales como la fase lag, la velocidad y el alcance
(limite) del crecimiento; y los modelos probabilisticos, en donde los modelos se
construyen para predecir la “probabilidad” de que un evento ocurra, pero no proporciona
informacion sobre la velocidad a la que se produce, como por ejemplo: la germinacién de
las esporas bacterianas o la produccion y concentracion de toxina bacteriana después de un
periodo de incubacion a tiempo fijo (Gibson y Hocking, 1997; Lépez-Malo, 2000).

Dentro de los modelos cinéticos se pueden mencionar al modelo de Gompertz, el de
la raiz cuadrada, el modelo cardinal de Rosso, el de Baranyi, etc. E1 modelo de Gompertz
se ha convertido en el modelo primario mas extensamente usado para describir el
crecimiento microbiano. La aplicacion de dicha funcién resulta en una curva sigmoidea
asimétrica que ajusta muy bien con los datos de crecimiento muchos microorganismos

(Gibson y col, 1987, Whiting y Buchanan, 1994). Describe las tres fases de la curva de
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crecimiento a través de la reparametrizacion de los tres parametros matematicos que
aparecen en la ecuacion. Estos nuevos parametros obtenidos son: A, asintota del maximo
valor de crecimiento alcanzado; pm, maxima velocidad de crecimiento especifica y A,
tiempo de latencia; y otorgan al modelo significado biolégico (FIGURA 1.5) (Zwietering
y col., 1990). Dentro de las desventajas se encuentran: el requerimiento de un gran numero
de puntos, particularmente alrededor de las inflexiones (son deseables de 15 a 20 puntos) y
errores al ajustar datos de una curva déonde hubo poco crecimiento (Sutherland y col.,

1994).

In (N/Ny)

A Tiempo (dia)

FIGURA 1.5
Modelo de Gompertz modificado aplicado a los datos de crecimiento de un

microorganismo; e datos experimentales; = ajuste del modelo.

Los modelos probabilisticos utilizan en general para su resolucion la regresién
logistica. Esta es la mejor opcion para el analisis de variables de respuesta binaria, porque
desde el punto de vista matematico es una funcion extremadamente flexible y facil de usar
y ademas se logra una interpretacion biologicamente significativa de los resultados

(Hosmer y Lemeshow, 1989).
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El objetivo que se persigue con el modelado probabilistico es predecir exactamente
la localizacion de la interfase entre la zona cuyas condiciones permiten el crecimiento y la
zona donde se lo inhibe, es decir, definir en un espacio multidimensional la combinacién
de condiciones como ay, pH, concentracion de antimicrobiano, etc., que influyen sobre la
chance de que el microorganismo indeseado sea capaz de reproducirse (FIGURA 1.6)
(Ratkowsky y Ross, 1995). De esta manera, los modelos probabilisticos cuantifican el
efecto de los factores de estrés sobre la probabilidad de crecimiento y definen las
combinaciones de factores en las cuales la velocidad de crecimiento sera cero 6 la fase de
latencia infinita. Asi, aumentando la fuerza de una o mas barreras en la interfase, en sélo
una pequeila proporcion, disminuye notablemente la probabilidad de crecimiento del
microorganismo (McMeekin y col., 2000).

Este tipo de regresion se utiliza ampliamente en medicina y agricultura, porque lo
que interesa en muchos de estos casos es la respuesta total, de un paciente, insecto, cultivo
0 microorganismo, es decir, si sobreviven o mueren frente a determinadas condiciones

ambientales, histdricas y/o genéticas.

20

10
0 Tiempo (dia)

FIGURA 1.6
Superficie de respuesta que predice la probabilidad de crecimiento de un

microorganismo en un rango de variables.
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Los primeros estudios en los cuales se aplicé regresion logistica en microbiologia
de alimentos fueron los de Cole y col. (1987), para predecir el crecimiento de
Zygosaccharomyces bailii en un jugo de frutas; Ratkowsky y Ross, (1995) para modelar la
interfase de crecimiento/no crecimiento de Shigella flexneri; y Presser y col. (1998), que
evaluaron el efecto del pH, a,, temperatura y concentraciones de acido lactico disociado y
sin disociar sobre la interfase crecimiento/no crecimiento de Escherichia coli.

Una de las ventajas de la regresion logistica, es que permite manejar las variables
independientes como continuas o como discretas, por lo que permite contar con modelos
integrados donde variables como el tipo de conservador, tipo de soluto utilizado para
deprimir la actividad de agua, tipo de acido utilizado para ajustar el pH, etc., puedan ser
tomadas en cuenta y se pueda cuantificar su efecto en la probabilidad de que el evento,
crecimiento/no-crecimiento, ocurra. Sin embargo, la contribucién mas importante es que
ademas de modelar los datos de crecimiento, incorpora los eventos de no crecimiento.
Ignorar los eventos de no-crecimiento, como ocurre con la mayoria de los modelos, es

simplificar y distorsionar lo que esta ocurriendo (Lopez-Malo y Palou, 2000).

1.5.3 Validacién de los modelos

Los modelos generales para crecimiento o inactivacion derivan tipicamente de
pruebas realizadas en medios de laboratorio con factores controlados. Luego de recolectar
un apropiado numero de datos experimentales y aplicar los modelos primarios y
secundarios, es importante evaluar la exactitud de dichos modelos con nuevos datos y
nuevas combinaciones de factores. Esto provee una estimacién de la bondad de ajuste e
indica si es que se necesitan datos adicionales y dénde.

El segundo paso en la validacion es comparar las predicciones con el
comportamiento real de los microorganismos en los alimentos. Esto muestra las
limitaciones del modelo y cuando un alimento en particular no es descripto con exactitud,
sugiere qué factores adicionales necesitan ser incluidos en el modelo para incrementar su
aplicabilidad.

La mayoria de los modelos desarrollados hasta el momento, se han basado en datos
determinados en medios de laboratorio. Por lo tanto no toman en cuenta dos aspectos

fundamentales:



a) el papel de la matriz alimentaria, que puede tanto aportar factores inhibitorios
adicionales, como interactuar con los factores de estrés aplicados, disminuyendo su
disponibilidad para actuar como antimicrobiano;

b) el papel de la flora competitiva.

Los modelos no se pueden usar con confianza para hacer predicciones en alimentos

hasta concluir con la validacion.

1.5.4 Limitaciones de los modelos

a) Limitaciones estadisticas: Con condiciones marginales de crecimiento, la
variacion entre los replicados aumenta. Se utilizan transformaciones matematicas para
homogeneizar las variaciones en los modelos. La transformacién logaritmica de los
parametros en funcién del tiempo frecuentemente genera valores que se encuentran mas
cercanos a una distribucién normal que si no se aplicara dicha transformacion (Whiting,

1995).

b) Limitaciones biolégicas: Es importante especificar claramente los limites del
modelo, es decir, para qué microorganismos puede aplicarse, qué factores, los rangos de
cada factor y qué combinaciones de factores dan respuestas validas. La presencia de
factores inhibitorios adicionales en el alimento, que no fueron tenidas en cuenta en la
construccion dcl modelo, lo invalidan o sc debe ser muy cuidadoso en la interpretacion de
sus prcdicciones. La mayoria dc los modclos predictivos no incluycn factores como cl
efecto del anién del acidulante o del antimicrobiano, o el efecto de otros humectantes
diferentes al NaCl en la reduccion del a,,, o la presencia de la flora competitiva cuando sc

aplica un modclo producido cn medios de laboratorio al alimento real.
1.5.5 Aplicaciones dc los modclos microbianos
Los modclos microbianos son una herramienta muy valiosa para predecir cl

crecimicnto o supervivencia de los microorganismos y en ¢l plancamicnto de la

implementacion de los programas de Andlisis de Ricsgos y Puntos Criticos de Control



(HACCP). Estos modelos han evolucionado rapidamente desde ser utilizados en los
laboratorios de investigacion basica a ser implementados por la industria y las agencias
regulatorias. Los modelos son el medio para obtener rapidamente una estimacioén del
comportamiento del microorganismo y son las guias para evaluar problemas potenciales.
Sin embargo, los modelos no reemplazan completamente el testeo microbioldgico y el

juicio del microbidlogo experimentado.

Los modelos predictivos proveen informaciéon muy util para la toma de decisiones

en las siguientes situaciones:

v" Prediccién de seguridad y vida util: los modelos permiten estimar riesgos potenciales
de crecimiento de patégenos en los alimentos luego de un periodo de almacenamiento
normal o en condiciones de abuso. Ayudan a establecer "fechas de vencimiento” a

través de la estimacion del crecimiento de microorganismos patogenos y deteriorativos.

v’ Control de calidad: los modelos pueden ayudar en el desarrollo de programas
HACCP, mostrando qué condiciones permiten el crecimiento y supervivencia y de este
modo, identificar los puntos criticos de control. Estimaciones cuantitativas del
crecimiento microbiano a diferentes niveles de los factores composicionales o
ambientales pueden indicar los rangos permitidos de dichos factores. Contribuyen en
hacer mas objetivas y consistentes las decisiones de re-procesamiento, utilizacion
rapida o reciclado de un alimento o ingrediente sin esperar los resultados

experimentales.

v" Desarrollo de productos: los cambios en la composicion de los alimentos, o una
nueva formulacion pueden ser rapidamente evaluados. Los modelos muestran qué
factores tienen mayor influencia sobre la poblacion microbiana y pueden comparar las

nuevas formulaciones con las viejas.
v’ Planeamiento de laboratorio y anilisis de datos: permiten lograr mayor eficiencia,

ahorrando tiempo, recursos y dinero; ademas permite que el laboratorio concentre sus

esfuerzos en los pasos criticos.
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v Educacién: a través de los modelos se puede mejorar didacticamente la capacitacion
del personal utilizando graficos que pueden, por ejemplo, demostrar dramaticamente la
importancia de mantener las temperaturas adecuadas o los beneficios de utilizar
materias primas con bajos recuentos iniciales sobre la seguridad y calidad de los

productos.

Los modelos matematicos serviran como una parte integral del analisis de riesgos
microbioldgicos por proveer los medios para desarrollar estimaciones realistas de
exposicion. En el analisis de riesgos, en definitiva, lo que se desea saber es cudles son las
chances de enfermarse luego de consumir un alimento especifico. Encontrar la respuesta

requiere una evaluacion cuantitativa en tres areas:

v" Identificacién de las fuentes de contaminacién, calculo de la frecuencia de ocurrencia y

cuantificacion de microorganismos patégenos en las materias primas.

v’ Comprension de la fisiologia, bioquimica y comportamiento de los patégenos. Conocer
la rapidez con que creceran o produciran toxinas y otros factores relacionados con la

virulencia bajo las condiciones especificas del alimento cuando estan presentes.

v’ Caracterizacién de la respuesta humana al patégeno, es decir, la dosis infecciosa de

distintos grupos de personas.

Se deben integrar estos puntos en un modelo abarcativo efectivo para fijar las
prioridades relacionadas con la seguridad microbioldgica de los alimentos objetivamente.
Se debe realizar un andlisis costo-beneficio para determinar las etapas que minimicen el
riesgo.

El progreso en la microbiologia de alimentos ha sido impresionante. El modelado
es actualmente una técnica de investigacion estandar y una herramienta poderosa en el
disefio de alimentos y en el control de procesos. Sin embargo, todavia no se puede contar
solo con los modelos para determinar la seguridad de los alimentos y los sistemas de
proceso. Los ensayos de laboratorio siguen siendo necesarios para determinar
inequivocamente la factibilidad del crecimiento o supervivencia de patégenos en el

producto.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos generales

Este estudio tiene como objetivos:

Q Evaluar el efecto de la combinacion de distintos niveles de los factores de estrés del
dulce de leche sobre la respuesta de crecimiento de los mohos contaminantes Aspergillus
Sfumigatus, Eurotium chevalieri y Penicillium simplicissimum. La seleccién de los factores
de estrés a combinar se realizard a partir de aquellos tradicionalmente utilizados en la
preservacion del dulce, como son la reduccion de la actividad de agua y del pH y el uso de

antimicrobianos como el sorbato de potasio.

Q Modelar de la cinética de crecimiento de cada microorganismo aplicando la funcién
de Gompertz modificada y evaluar la influencia de los factores de estrés aplicados sobre

los parametros de crecimiento de los mohos estudiados.

Q Describir la interfase crecimiento/no crecimiento de cada moho, a través de la
aplicacion de modelos probabilisticos, para poder predecir las condiciones inhibitorias del
crecimiento que aseguren la estabilidad microbioldgica del dulce de leche durante su

almacenamiento.

2.2 Objetivos especificos

El presente trabajo se lievo a cabo en dos etapas:
1° Etapa: evaluacion de la respuesta de crecimiento de Aspergillus fumigatus, Eurotium
chevalieri y Penicillium simplicissimum en dulce de leche formulado con 6 sin sorbato de

potasio (1000 ppm), pH = 5,5 6 = 6,0 y a,, reducida = 0,74, = 0,79; = 0,83 6 = 0,85.

2° Etapa: estudio del efecto de distintas concentraciones de sorbato de potasio (0, 500,

1000, 1500 6 2000 ppm) sobre el desarrollo de los mencionados microorganismos en dulce

de leche de a,, reducidaa=0,856 =0,80 y pH= 5,5 6 =6,0.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Elaboracion del dulce de leche base

El dulce de leche base fue elaborado y provisto por SanCor Cooperativas Unidas
Ltda. El mismo fue preparado en un sistema de pailas, a escala piloto. El proceso se¢ llevo a
cabo por evaporacion a presion atmosférica de leche pasteurizada parcialmente hidrolizada
(= 51 % p/p) con el agregado de jarabe de glucosa (18 % p/p), sacarosa (30% p/p),
carbonato acido de sodio (0,3 % p/p) y vainillina como agente saborizante (FIGURA 2.1).

3.2 Preparacion de los sistemas

Se prepararon los distintos sistemas utilizando el dulce de leche base concentrado al
que se le ajusto la ay con agua destilada estéril a los valores requeridos. Se redujo el pH a
5,5 6 6,0 con una solucidn de acido citrico 50% p/p (calidad alimentaria). El escaso margen
elegido de reduccidn del pH se debid a que en la practica, el dulce de leche no soporta una
reduccion mayor, porque a pH mas bajo precipitarian las proteinas durante el proceso de
elaboracién. Se agrego6 sorbato de potasio (calidad alimentaria) disuelto en agua destilada
estéril, segun lo requerido en cada una de las etapas.

Las TABLAS 3.1 y 3.2 muestran la conformacion de condiciones que fueron
evaluadas en cada sistema, para cada etapa del trabajo y cada microorganismo. En el caso

de P. simplicissimum los niveles de aw evaluados fueron 0,74; 0,79 y 0,83.

3.3 Microorganismos

Se utilizaron cepas de Aspergillus fumigatus, Eurotium chevalieri y Penicillium
simplicissimum. Todas ellas fueron aisladas de alfajores de dulce de leche contaminados y
posteriormente identificadas por el Dr. L. I. Gonzéilez de la catedra de Microbiologia

Industrial de la Facultad de Ingenieria (UBA).
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FIGURA 2.1

Diagrama de flujo del proceso de elaboracion del dulce de leche base utilizado en este

estudio.
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TABLA 3.1

Sistemas elaborados a partir de dulce de leche base utilizados en la etapa 1

SOLIDOS
SISTEMA ay pH SK (ppm)
TOTALES (°Brix)
1 6,0 0 67,1
2 55 0 70,4
0,83
3 6,0 1000 69,3
4 5,5 1000 68,6
5 6,0 0 70,3
6 55 0 70,1
0,79
7 6,0 1000 72,5
8 5,5 1000 71,5
9 6,0 0 76,4
10 55 0 74,4
0,74
11 6,0 1000 82,8
12 5,5 1000 75,9
13 6,0 0 65,0
14 55 0 65,4
0,85
15 6,0 1000 71,2
16 55 1000 65,6
control 0,99 5,0 0 -

4]



TABLA 3.2

Sistemas elaborados a partir de dulce de leche base utilizados en la etapa 2

SOLIDOS
SISTEMA ay pH SK (ppm)
TOTALES (°Brix)
17 500 71,0
18 1000 71,2
0,85 6,0
19 1500 71,2
20 2000 68.4
21 500 70,8
22 1000 67,8
0,85 5,5
23 1500 67,8
24 2000 68,9
25 500 73,7
26 1000 73,6
0,80 6,0
27 1500 72,8
28 2000 74,4
29 500 71,9
30 1000 73,2
0,80 5,5
31 1500 71,5
32 2000 70,9
control 0,99 5,6 0 -
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3.4 Otros insumos y reactivos utilizados

v Agar Sabouraud Dextrosa (Biokar Diagnostics, Beauvais, France), composicion
(g/1): peptona de carne 10; glucosa 35; agar bacteriolégico 15; pH del medio preparado a

25°C:5,7+0,2.
v Tween 80 (polioxietilensorbitan monooleato)

v NaOH

Todos de grado analitico y provistos por (Merck Quimica Argentina).

3.5 Metodologia de trabajo

3.5.1 Medicién de actividad de agua

La actividad de agua del dulce de leche se midi6 con un higrometro de punto de
rocio AquaLab CX-2 (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA) calibrado con soluciones
saturadas de NaCl, (NH4);SOs4, KCl y BaCl,; como lo describen Roa y Tapia de Daza
(1991).

Las determinaciones se realizaron por duplicado informandose el promedio. El
control de la actividad acuosa durante el almacenamiento se realiz6 en sistemas sin

inocular.

3.5.2 Medicién del pH

El pH se determiné con un pHmetro PerpHect pH/ISE modelo 310 (Orion Research Inc.,
Beverly MA).
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3.5.3 Determinacién de los sélidos totales

Cada muestra de dulce de leche se diluy6é convenientemente con agua destilada
segun el método propuesto por la AOAC (Official Methods of Analysis of the AOAC,
1990). Se midieron los °Brix con un refractometro digital PR-101 Palette (ATAGO Co.,

LTD, Jap6n).

3.5.4 Determinacion del contenido de humedad.

Se determiné gravimétricamente por deshidratacion de una alicuota de la muestra
mezclada con arena de mar purificada con acido (Merck, Germany) y calcinada a 100°C

durante 3,5 horas.

3.6 Preparacion de los inéculos

Los mohos estudiados se sembraron en estrias de agar Sabouraud y se incubaron a
35°C (A. fumigatus y P. simplicissimum) 6 a 25°C (E. chevalieri) por 7 dias. Los indculos
se obtuvieron removiendo las esporas del cultivo nor agitacion con 3 ml de una soluciéon de
agua destilada estéril conteniendo una gota del agente humectante Tween 80. El recuento
de conidiosporas se realizd utilizando un hematocitometro (Camara de Neubauer)
obteniéndose concentraciones de inéculo en el rango de 0,8 a 1,2 x 10’ esporas/ml en el
caso de A. fumigatus y E. chevalieri y una concentracion promedio aproximada de = 4 x

108 esporas/ml en el caso de P. simplicissimum.

3.7 Inoculacién

Se inocularon placas de Petri conteniendo cada uno de los distintos sistemas antes

descriptos. Para cumplir con el primer objetivo, se pipetearon 3 alicuotas de 10 pl de la
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suspension de esporas en 3 puntos equidistantes de cada placa, ensayando cada condicién
por duplicado (un total de 6 colonias por cada condicion). En la etapa siguiente se sembro
solo una alicuota central (10 pl) por placa para evitar el solapamiento de las colonias y
poder prolongar el tiempo de seguimiento de la experiencia. Se ensay6 cada condicion por
triplicado (un total de tres colonias por cada condicién).

Como sistema control de crecimiento se utilizaron placas conteniendo agar
Sabouraud.

Las placas inoculadas se almacenaron en incubadoras de temperatura controlada
(Sanyo, Japon) durante un periodo minimo de 90 dias a 35°C (4. fumigatus y P
simplicissimum) 6 25°C (E. chevalieri), dentro de cajas de plastico conteniendo capsulas
con soluciones salinas saturadas apropiadas para minimizar la transferencia de agua hacia o
desde las placas y el medio ambiente.

Para cada sistema se informé la a,, promedio dado que se observaron ligeras

variaciones de este pardmetro durante el tiempo de almacenamiento estudiado.

3.8 Determinacién del crecimiento de los hongos

El crecimiento de los hongos se determind por la medicion diaria del promedio de
los dos diametros perpendiculares de cada colonia utilizando una regla al doble milimetro.

Se consideré como diametro inicial de crecimiento aquel correspondiente a la gota
de inéculo excepto en los sistemas con condiciones mas adversas al crecimiento, donde las
colonias comenzaron a crecer a partir de diametros menores al didmetro de la gota
inoculada.

Las curvas de crecimiento se obtuvieron graficando los diametros promedio de

todas las colonias en funcion del tiempo.
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3.9 Modelado de las curvas de crecimiento

3.9.1 Modelado primario mediante la funcién de Gompertz

La mayoria de las curvas de crecimiento de hongos inoculados en los sistemas
preparados con dulce de leche exhibieron un comportamiento no lineal. Se utilizé la

ecuacion de Gompertz (Zwietering y col, 1990) para describir dicho comportamiento:

Y = aexp[-exp(b—cx)] ¢}

donde:
Y =In D(t) /Do
= tiempo
a, b y ¢ = parametros matemadticos relacionados con los parametros bioldgicos A,

pmy A.

Como los parametros matematicos no tienen significado biologico, dichos valores
se recalcularon para obtener los valores biologicos (A, pm y A) con el objeto de una mejor
interpretacion de las curvas de crecimiento. Para ello se utilizaron las siguientes

ecuaciones:

A=a (2)

(3)

P Glnd), @

Sustituyendo la ecuacion original se obtuvo la ecuacion de Gompertz modificada:
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Y= Aexp{—exp(l +&Ej'_t—))} (%)

donde:
Y = In (D(t)/Do), siendo D(t) el didmetro de la colonia en el tiempo t y Dy el

diametro inicial.

A = maximo crecimiento = In (Dw/Dg), siendo Do el maximo didmetro de la
colonia alcanzado y Dy el diametro inicial.

pm = maxima velocidad de crecimiento

A =tiempo lag

e=exp(l)

Los valores de los parametros se pueden determinar por el ajuste de los datos a la
funcién de Gompertz por un procedimiento de estimacion iterativa que determine el mejor
ajuste de acuerdo al criterio de los cuadrados minimos. Bratchell y col. (1989) examinaron
el nimero de puntos por curva de crecimiento y el error resultante del ajuste. Ellos
sugirieron que para un buen ajuste son necesarios mas de diez puntos por curva.

El modelo de Gompertz se validé internamente mediante el cédlculo de diversos
parametros estadisticos: el coeficiente de determinacion (R%) y el test F de significancia de

la regresion (ver apéndice de Procedimientos Estadisticos, apartados 6.2 y 6.3).

3.9.2 Modelado secundario
Se estudié la influencia de las variables independientes ( aw, pH, SK 6 tiempo)

sobre los parametros de crecimiento A, pm y A, postulando una relacion polinémica de

segundo grado obteniéndose la siguiente ecuacion de regresion:
Yi=Bo+ X Bu Xu + Z Buu X,” + ZX By Xu X 6)

donde:

Y; = valor de la variable de respuesta para el parametro biologico i (A, pm 6 A)
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X, y Xj = variables independientes. En este caso particular: ay, pH y/o SK
o = término constante
B. = estimadores de los coeficientes de regresion de primer orden

By Y By = estimadores de los coeficientes regresionales de segundo orden

Se aplico el método de eliminacion retrospectiva para la seleccion de la mejor
ecuacion de regresion en cada caso. También se analizaron los valores del coeficiente de
determinacion ajustado por grados de libertad del sistema (R? ajustado) y del test F para la
regresion completa (ver apéndice de Procedimientos Estadisticos, apartados 6.2, 6.3 y 6.6).

Una vez obtenida la mejor ecuacion de regresion se aplicé la Metodologia de
Superficies de Respuesta (ver apéndice: Procedimientos Estadisticos, apartado 6.7). Se
obtuvieron las superficies de respuesta correspondientes a A, um y A en funcion de dos de
las variables independientes, manteniendo en valores preseleccionados las otras variables
independientes.

Se construyeron también graficos de contorno a partir de las superficies

correspondientes para lograr una mejor interpretacion de la informacion.

3.10 Modelado de la interfase crecimiento/no crecimicnto

Se model6 la interfase crecimiento/no-crecimiento con el fin de obtener
informacion cuantitativa de los limites de crecimiento.

El modelo de regresion logistica relaciona la probabilidad de que un evento Y
ocurra, en funcion de las variables condicionantes o independientes, x. La cantidad
E (Y/x) es la media condicional de Y dado x, (es el valor esperado para Y dado el valor de
x). Para simplificar la notacion en regresion logistica se usé n(x) = E (Y/x). El modelo

especifico de la regresion logistica es el siguiente:

_ exp| > Bx |
x)= 1+exp [ZB.X.] @
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La transformacion logit de n(x)

logit(p)=g(x)=ln(%)=2b.x. (8)

La importancia de esta transformacion es que g(x) tiene muchas de las propiedades
deseables de un modelo de regresion lineal. La transformacion logit, g(x), es lineal en sus
parametros, puede ser continua y puede comprender un rango desde - a + oo, dependiendo
del valor de x (Hosmer y Lemeshow,1989).

En esta etapa del estudio, las variables independientes consideradas fueron: a,,
tiempo de almacenamiento (t), pH y concentracion de SK, segun el caso particular. Se
consideraron también sus interacciones.

Se asigno a la variable dependiente (respuesta) los valores 1 (crecimiento) y 0 (no
crecimiento), obteniéndose de esta manera una respuesta binaria o dicotomica.

Para ajustar el modelo logistico a la respuesta de crecimiento/no crecimiento de los

hongos estudiados se propusieron ecuaciones polindmicas primer orden:
g (x) = Po + Bi Xi + B Xi Xj + Bijz Xi X; X, )]

donde:

Bo = término constante

Bi, Bij, Biz = coeficientes a ser estimados aplicando el modelo a los datos
experimentales.

Xi, Xj, X, = variables independientes: aw, pH, t y/o SK

En cada caso se selecciond la mejor ecuacion de regresion aplicando el método de
eliminacion retrospectiva, utilizando el test Chi-cuadrado para eliminar de la ecuacion
aquellos términos con probabilidad de no existencia > 0,05. También se evaluaron en cada
caso, el estadistico G (Likelihood Ratio Test) y el estadistico Wald (ver apéndice de
Procedimientos Estadisticos, apartados 6.8 y 6.9).

Luego de ajustada la ecuacion de regresion logistica, se calculé la probabilidad de
crecimiento de cada hongo bajo las condiciones experimentales evaluadas. Para ello se

fijaron los valores de dos variables con determinado nivel y se establecié un rango de
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variacion dentro de los niveles testeados experimentalmente para las otras dos variables

independientes.

Se hicieron predicciones de los tiempos criticos de almacenamiento a partir de las
ecuaciones polindmicas para niveles de probabilidad asignados por el valor de corte
seleccionado (cut off), es decir, el valor donde es maxima la capacidad de prediccion del
modelo y la mayor cantidad de los valores predichos son correctos. Esto se logré

resolviendo la ecuacion para la variable tiempo, manteniendo fijas las demas variables

independientes.

3.11 Software utilizado

Todas las regresiones se siguieron utilizando el paquete Statgraphics plus para

Windows, version 3.0.



4. RESULTADOS y CONCLUSIONES
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4.1 PRIMERA ETAPA
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Evaluacién de la respuesta de crecimiento de Aspergillus fumigatus, Eurotium

chevalieri y Penicillium simplicissimum en dulce de leche formulado con 6 sin SK

(1000 ppm), pH = 5,5 6 = 6,0 y a,, reducida = 0,74; = 0,79; = 0,83 6 = 0,85.

4.1.1 Curvas de crecimiento

Las FIGURAS 4.1 a 4.6 muestran los diametros de crecimiento en funcién del
tiempo de Eurotium chevalieri, Aspergillus fumigatus y Penicillium simplicissimum en
dulce de leche formulado con ¢ sin SK (1000 ppm), pH = 5,5 6 = 6,0 y a, reducida = 0,74;
=0,79; = 0,83 6 = 0,85. Se incluyen también los datos de los controles sembrados en agar
Sabouraud (pH 5,7; a,, = 0,99). Las FOTOGRAFIAS 4.1 a 4.3 ejemplifican las colonias
observadas para cada hongo estudiado. El comportamiento de cada moho en los replicados
realizados para cada condicion ensayada fue similar, teniendo coeficientes de variabilidad
(desviacion estandar/media) menores o iguales a 10% en la mayoria de los casos.

Como puede verse, luego de un periodo de latencia, el aumento del diametro de las
colonias siguid, en algunos casos, una cinética lineal mientras que, en otros un claro
comportamiento no lineal. Este comportamiento no lineal fue mas notorio en las
condiciones mas criticas de crecimiento (aw = 0,79; presencia de SK y pH §,5).

Otros autores estudiaron el efecto de diversos factores de cstrés sobre las curvas de
crecimiento de distintos mohos en sistemas modelo hallando en general, respuesta del tipo
lineal (Horner y Anagnostopoulos, 1973; Gonzalez y col., 1987; Parra y col., 1992 y 1993;
Lépez-Malo y col., 1995; Cuppers y col., 1997).

En ausencia de SK, los tres mohos crecieron en todo el rango de ay evaluado y a los
dos niveles de pH estudiados. Sin embargo, la germinacion y el crecimiento se vieron
notablemente afectados por la presencia del sorbato de potasio. Este efecto se acentu6 con
la disminucidon de la a,, y del pH, llegandose a no observar crecimiento hasta los 90-120
dias de incubacion en los sistemas con una combinacion de pH 5,5; 1000 ppm de SK y a,
reducida (ay, = 0,79 en el caso de E. chevalieri y a, = 0,83 para A. fumigatus y P.
simplicissimum).

E. chevalieri demostré ser el moho mas resistente, creciendo en condiciones tan
adversas como presencia de SK; ay 0,83 y pH 5,5. Creci6 incluso en una combinacion de

ay 0,79 y 1000 ppm de SK a pH 6,0.
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FIGURA 4.1
Efecto de la actividad de agua y del sorbato de potasio sobre las curvas de crecimiento de

Eurotium chevalieri a pH 6,0. (a) sin SK; (b) con SK (1000 ppm). = control; ® a, 0,85,
® 2,083, a,0,79y ®a,0,74.
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*No se observo crecimiento de E. chevalieri en el sistema con 1000 ppm de SK y
ay 0.74.

54




FIGURA 4.2

Efecto de la actividad de agua y el sorbato de potasio sobre las curvas de crecimiento de
Eurotium chevalieri a pH 5,5. (a) sin SK; (b) con SK (1000 ppm). = control; @ a 0,85,
® a, 083, a,079y @a, 0,74.
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*No se observo crecimiento de E. chevalieri en los sistemas con 1000 ppm de SK y
a, 0,79y 0,74.
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FIGURA 4.3

Efecto de la actividad de agua y el sorbato de potasio sobre las curvas de crecimiento de
Aspergillus fumigatus a pH 6,0. (a) sin SK; (b) con SK (1000 ppm).
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*No se observo crecimiento de A. fumigatus en los sistemas con 1000 ppm de SK y

a, 0,79y 0,74
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FIGURA 4.4

Efecto de la actividad de agua y el sorbato de potasio sobre las curvas de crecimiento de
Aspergillus fumigatus a pH 5,5. (a) sin SK; (b) con SK (1000 ppm).
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*No se observo crecimiento de A. fumigatus en los sistemas de a,, 0,79 y 0,74.
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FIGURA 4.5

Efecto de la actividad de agua y el sorbato de potasio sobre las curvas de crecimiento de
Penicillium simplicissimum a pH 6,0. (a) sin SK; (b) con SK (1000 ppm). control;
® a,083, ay0,79 y @a, 0,74
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*No se observo crecimiento de P. simplicissimum en los sistemas con 1000 ppm de
SK ya, 0,79y 0,74.
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FIGURA 4.6

Efecto de la actividad de agua y el sorbato de potasio sobre las curvas de crecimiento de

Penicillium simplicissimum a pH 5,5 sin SK. control; @ a, 0,83; ay 0,79 y
@ a, 0,74.
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*No se observo crecimiento de P. simplicissimum en los sistemas con SK a ningun

nivel de a,, evaluado.
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4.3

4.1 Evolucion de las colonias de Aspergillus fumigatus en duce de leche con ay 0,85; sin
SK y pH 6,0 a los 14 dias de incubacion.

4.2 Evolucion de las colonias de Eurotium chevalieri en duce de leche con ay 0,85; sin SK
y pH 6,0 a los 14 dias de incubacion.

:4.3 Evolucién de las colonias de Penicillium simplicissimum en duce de leche con a,, 0,85,
sin SK y pH 5,5 a los 14 dias de incubacion.




A. fumigatus resultd mas sensible a la presencia del antimicrobiano utilizado. En
dulce de leche con 1000 ppm de SK creci6 a pH 6,0 sélo a ay, 0,83 y 0,85 y al disminuir el
pH a 5,5 s6lo a a, 0,85. El aumento de la efectividad del sorbato de potasio con la
disminucion del pH se debe a que el acido sorbico tiene mayor actividad antimicrobiana
debajo de pH 6,0, donde la proporcion de acido sin disociar es mayor (Jay, 1991).

En los sistemas preparados sin SK, la variacion de la a, dentro de los niveles
superiores testeados afectd poco las velocidades de crecimiento de este microorganismo,
acentuando su accion al acercarse a los niveles criticos, donde afectd también el tiempo de
latencia. Del mismo modo, la influencia del pH sobre el crecimiento fue mas notoria a
bajas ay, y en presencia de SK.

P. simplicissimum creci6 en todo el rango de a,, testeado en dulce de leche sin SK
tanto a pH 6,0 como a pH 5,5. Sin embargo, fue el moho mas afectado por la presencia de
SK: crecié en dulce con 1000 ppm de SK y ay 0,83 sélo con pH 6,0. El aumento del pH no
modificé las velocidades de crecimiento de este microorganismo, pero prolongd su fase de
latencia haciendo incluso, que en los sistemas con SK no hubiera crecimiento atin después
de 120 dias de observacion. La disminucion de la a,, prolongé el tiempo de inicio del
crecimiento, a la vez que disminuyo las velocidades, al igual que en las demas cepas.

Mincz y col. (2000) evaluaron el crecimiento de E. chevalieri, A. fumigatus y P.
simplicissimum en sistemas modelo agarizados simil dulce de leche siguiendo la misma
metodologia que en este trabajo. Dichos sistemas se prepararon a partir de glucosa,
sacarosa, lactosa, extracto de levadura, triptona, peptona, glicerol (para reducir la a,, a 0,90
6 0,85), acido citrico (para fijar el pH en 5,0 6 5,5) y sorbato de potasio (0 6 1000 ppm).
Estos autores encontraron que en la mayoria de los sistemas estudiados las curvas de
crecimiento tuvieron un comportamiento no lineal. Sin embargo, las diferencias més
notorias surgen de analizar la influencia de las variables ay, pH y SK en la respuesta de
crecimiento. En dichos sistemas, la reduccion de la a, de 0,90 a 0,85 aumento
marcadamente la duracion de la fase de latencia (tiempo lag) de E. chevalieri (400%) y de
P. simplicissimum (70%) mientras que no afectd dicho parametro en el caso de A.
fumigatus. Esta reduccion de la actividad acuosa tuvo escasa influencia sobre la velocidad
de crecimiento exponencial para los tres mohos estudiados. Tampoco tuvo una influencia
significativa la reduccion del pH de 5,5 a 5,0 en la velocidad de crecimiento exponencial
de estos microorganismos. Mientras que la presencia de SK inhibio el crecimiento de los

mismos en dichos sistemas modelo con ay 0,90 6 0,85 y pH 5,5 6 5.0.
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Estos resultados ponen en evidencia la dificultad de la extrapolacién de resultados
de sistemas modelo al sistema real ya que, como puede observarse, el dulce de leche
soporta el crecimiento de estos hongos en distintas condiciones de ay, pH y SK que
resultan inhibitorias cuando se utiliza como matriz un sistema modelo simil dulce de leche.
Esto se puede deber a la presencia de otros nutrientes aportados por el dulce de leche, tales
como vitaminas y lipidos no incluidos en los sistemas modelos agarizados.

Abellana y col., (1999 b) estudiaron la influencia de la ay, y la temperatura sobre E.
chevalieri en medios analogos a productos de panificacién (ay 0,75; 0,80; 0,85 y 0,90; pH
7,0). Encontraron que dos aislados de E. chevalieri no crecieron a ay 0,75 y 25°C.

Sin embargo, Pitt y Christian (1968) informaron una a,, minima de crecimiento en
medio agarizado de 0,74 a 25°C y pH 3,8 para este microorganismo, similar a los valores
obtenidos en este trabajo.

La a,, minima de crecimiento de Penicillium reportada por la bibliografia es 0,86
(Hocking y Pitt, 1979) y para A. fumigatus 0,82 a 40°C (Ayerst, 1969). Se sabe que la a,,
minima para la germinacion y crecimiento estd marcadamente influenciada por la
temperatura, nutrientes y el soluto usado para controlar la a,, (Marin y col., 1995). Por esto,
en los sistemas preparados a partir de dulce de leche llevado a las distintas a,, por
evaporacion, la presencia de nutrientes propios de la matriz alimenticia favoreci6 el

crecimiento, incluso a niveles de a,, menores que los reportados por la bibliografia.

a, minima reportada
FUENTE
E. chevalieri A. fumigatus P. simplicissimum
Bibliografia 0,74' 0,822 0,86°
Sistemas modelo* 0,85* 0,85* 0,85*
Dulce de leche 0,74* 0,74* 0,74*

* minimo valor de a,, evaluado
! Pitt y Christian (1968)

2 Ayerst (1969)

? Hocking y Pitt (1979)

4 Mincz y col. (2000)
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4.1.2 Modelado primario. Aplicacion de la ecuacién de Gompertz.

Con el objeto de realizar una evaluacion cuantitativa de las curvas de crecimiento
de los hongos estudiados en dulce de leche, se aplicé el modelo de Gompertz obteniendo
los parametros caracteristicos del mismo. Las FIGURAS 4.7 a 4.20 muestran el ajuste del
modelo a los datos experimentales para cada microorganismo y cada condicion evaluada.

Las TABLAS 4.1 a 4.3 exhiben los parametros de crecimiento A (maximo
crecimiento), um (maxima velocidad de crecimiento especifica) y A (tiempo de latencia)
obtenidos a partir de la aplicacion de la ecuacion de Gompertz. El ajuste logrado fue muy
satisfactorio, obteniéndose valores de R? ajustados entre 98,5 y 99,9 %.

Este modelo ha demostrado ser altamente efectivo para describir un amplio
espectro de curvas de crecimiento y ha sido aplicado extensamente por muchos
investigadores (Zwietering y col., 1990; Sutherland y col, 1994; Whiting y Buchanan,
1994; Whiting, 1995; Zhao y col., 2000). Si bien este modelo cinético fue ideado para
modelar el crecimiento bacteriano, muchos autores han logrado aplicarlo exitosamente
para describir el comportamiento de mohos (Gibson y col, 1994; Gibson y Hocking, 1997;
Cuppers y col, 1997; Valik y col, 1999), tal como se observo en este trabajo.

La reduccién de a,, desde 0,85 a 0,74 disminuyé en gran medida las maximas
velocidades de crecimiento especificas (entre un 85 y un 90 %) para los tres mohos
estudiados, a la vez que el aumento de A se aceler6 considerablemente al trabajar con a,, <
0,79.

La germinacién y el crecimiento fueron muy rapidos a a,, > 0,83 y en ausencia de
sorbato de potasio, hecho que quedé manifiesto por los bajos tiempos de latencia (1) y
altas velocidades de crecimiento especificas (um). La presencia de este antimicrobiano
afecté en gran medida la respuesta de crecimiento, como lo demuestra el aumento en los
valores de A y la disminucién en um. Su efecto fue mas notorio a a, mas bajas (0,74 y
0,79), dénde incluso no se observd crecimiento de A. fumigatus ni de P. simplicissimum
durante al menos 90 dias de almacenamiento. E. chevalieri, en cambio, tolerd la presencia

de SK pero a ay, > 0,79 con menores tiempos de latencia.
El efecto del pH sobre los parametros de crecimiento um y A dependié de manera

importante de la presencia del SK y del descenso de la a,, del dulce de leche. El parametro
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FIGURA 4.7
Aplicacion del modelo de Gompertz a la curva de crecimiento de Eurotium chevalieri en el

sistema control: ay 0,99; sin SK y pH 5,6.

e datos experimentales ~ ajuste del modelo
L5 .
1
In d/do
0.5 ;
0 '
0 2 4 6 8
Tiempo (dia)

Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador

a 1,51 0,05 0,033
b 1.4 0,2 0,14
c 0,63 0,07 0,11
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FIGURA 4.8
Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Eurotium chevalieri en

los sistemas de ay, = 0,83:

1) sin SK y pH 6,0. 2)sin SKy pH 5,5, e datos experimentales
3) con SK'y pH 6,0. 4) con SKy pHS5,5. — ajuste del modelo
1) 2)
1.5 3 1.5 ;
, y /‘/
A P
| ‘/‘," 1 v
In d/d, 4 In d/dy y
0.3 s/ 0.5 =
(O ——o—r/o/ 0 __'_/' !
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tiempo (dia) Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estiandar/ Parametro | Estimador | Error | E. Estiandar/
Estandar | Estimador Estandar | Estimador
a 1,62 0.07 0.04 a 1.56 0.07 0.05
b 2:6 0.2 0.08 b 3.0 0.3 0.1
C 0.47 0.04 0.09 C 0.54 0.06 0.1
3) 4)
1.5 1.5 - —
» 4l .‘/,V
7"‘ 4
I I
In d/do / In d/dy V4
13 ‘ 0.3 “/'
0 NE T : 1] _._—._._/\//
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tiempo (dia) Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/ Parametro | Estimador | Error | E. Estandar/
Estandar | Estimador Estandar | Estimador
a 1.47 0.05 0.03 a 1.60 0.08 0.05
b 48 0.3 0,06 b 3.4 0.3 0.09
C 0.18 0.01 0.06 c 0.15 0.02 0.1
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FIGURA 4.9

Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Furotium chevalieri en

los sistemas de ay, = 0,79:
5) sin SK y pH 6,0.

6)sin SKypHS,S.

e datos experimentales

7) con SK 'y pH 6,0. 8)con SKypHS,5. —— ajuste del modelo
5) 6)
1.5 e 1.6
/4
./‘,, £ ////)/”
1.2
| /’./ "',
In d/dy ’ Ind/dy g /
)5 y
4
/’, ‘
() =t ® . .—_—‘/v"
() 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Tiempo (dia) Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/ Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador Estandar | Estimador
a 1.53 0,02 0.01 a 1,59 0.02 0.01
b 3.2 0.1 0.03 b 2.89 0.09 0,03
C 0.31 0.01 0.03 o] 0.274 0.009 0.03
7) 2
o =
1.5‘ .'
In d/du 1 . 1"
l‘,
)
0 L =
] 30 60 90 120
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador
a 2.00 0.03 0.02
b 3.1 0,1 0.03
C 0.053 0.002 0.04

*No se observo crecimiento de . chevalieri en el sistema 8 durante al menos 90 dias de

incubacion.
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FIGURA 4.10

Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Eurotium chevalieri en

los sistemas de ay = 0,74:
9) sin SK y pH 6,0.
11) con SKy pH 6,0.*

10) sin SK y pH §,5.
12) con SKy pH 5,5.*

9)
1.5
o
1/’
A
1 ./_/.
In d/dy /"V"“
“.5 .!’
P
|
0 13 30 435 60
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Ermror |E. Estandar/
Estandar | Estimador
a 1.40 0.03 0.02
b 3.0 0.1 0,03
C 0.090 0,004 0.04

s datos experimentales
— ajuste del modelo

10)
1.5
|“/
,4/
1 ,.,4'/‘
/./
In d/dy J
0.5 4
0 _._._..-//-.
() 15 30 45 60
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estindar/
Estandar | Estimador
a 1.34 0.03 0.02
b 3.3 0.2 0.06
C 0,109 0,006 0,06

*No se observo crecimiento de E. chevalieri en los sistemas 11 y 12 durante al menos 90 dias de

incubacion.
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FIGURA 4.11

Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Eurotium chevalieri en

los sistemas de ay = 0,85:

13) sin SK 'y pH 6,0.
15) con SK y pH 6,0.
13)
1.6 i
///
12
In d/dy8
0.4
0 ——.-—/://
0 2 4 6 8
Tiempo (dia)

14) sin SK y pH §,5.
16) con SKy pH 5,5.

Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador

a 1.68 0,06 0.3
b 2.6 0.2 0.08
C 0,64 0,05 0.08
15)
1.6 ;
////
1.2 - :
In d/dn 1.8
)4 o
0 p——r
(1] 3 10 13 20
Tiempo (dia)

Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador

a 1.61 0,07 0,04
b 2.6 0,2 0.08
C 0.27 0,03 0.1

e datos experimentales
— ajuste del modelo

14)
135
/ﬁ//’
| '
In d/do Y
0.3 / :
.
0 2 4 6 8
Tiempo (dia)

Parametro | Estimador | Error | E. Estandar/
Estandar | Estimador

a 1.45 0.02 0.01
b 3.0 0.2 0.07
C 0.80 0.04 0.05
16)
1.3
/f/“/
| 4
In d/do "
0.3

0 6 12 I8 24

Tiempo (dia)

Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador

a 1.40 0.04 0.03
4.9 0.5 0.1
c 0.35 0.04 0.1
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FIGURA 4.12

Aplicacion del modelo de Gompertz a la curva de crecimiento de Aspergillus fumigatus en
el sistema control: a,, 0,99; sin SK y pH 5,6.

e datos experimentales

1

~ ajuste del modelo

In d/dy
05 T
0
0 2 4 6 8
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador

a 1,38 0,06 0,04
b 1.2 0,1 0.08
c 0,49 0,06 0,12
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FIGURA 4.13

Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Aspergillus fumigatus

en los sistemas de ay = 0,83:

1) sin SK 'y pH 6,0. 2)sin SKypHS5,5. e datos experimentales
3)con SKy pH 6,0. 4) con SK y pH 5,5*. —— ajuste del modelo
1) 2)
1.5 W 1.6
,'//' .v’/
1.2 /
1 i A
In d/dy / In d/dg 0.8
0.5 4 '
0.4
, A
() —t———t—"s 0 e
0 2.5 5 7.3 10 0 25 ) 7.5 10
Tiempo (dia) ‘Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estindar/ Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador Estandar | Estimador
a 1.51 0,08 0.05 a 1,57 0.06 0.04
b 5.9 0.8 0.1 b 54 0.6 0.1
C 1.0 0.1 0.1 c 0.9 0.1 0.1
3) | .5 ,’M
&
4
1 i
'l
.0
In d/dﬂ ¥
)5
() +—4—0—0—/o/
0 15 30 435 60
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador
a 1.53 0.06 0.04
b 4.1 0.5 0.1
c 0.14 0.02 0.1

*No se observo crecimiento de A. fumigatus en el sistema 4 durante al menos 90 dias de
incubacion.
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FIGURA 4.14

Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Aspergillus fumigatus
en los sistemas de ay = 0,79:

5) sin SK y pH 6,0. 6) sin SK y pH 5,5. » datos experimentales
7) con SK y pH 6,0*. 8) con SK y pH 5,5*. — ajuste del modelo
5) 6)
1.6 ; 1.6 5
12 ,// 1.2 5 A
.«’/ v
In d/dn 0.8 In d/d()”'s /
0.4 v/ 0.4 o
4/‘/‘/
() " | P D ———
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tiempo (dia) Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estindar Parametro | Estimador | Error | E. Estindar
Estandar | / Estimador Estandar | / Estimador
a 1,51 0,02 0,01 a 1,52 0,04 0.03
b 3.5 0.1 0,03 b 3.9 0.4 0,1
(<] 0.40 0.02 0,05 C 0,42 0,04 0.1

*No se observo crecimiento de A. fumigatus en los sistemas 7 y 8 durante al menos 90 dias de

incubacion.
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In d/dy

FIGURA 4.15
Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Aspergillus fumigatus
en los sistemas de ay = 0,74:
9) sin SK y pH 6,0.
11) con SK 'y pH 6,0*.

9)

10) sin SK y pH §5.5.
12) con SK y pH 5,5%.

0 25 30 75 100
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estandar
Estandar | / Estimador
a 2,53 0.06 0.02
b 3.0 0.2 0.07
C 0,065 0.004 0.06

10)

» datos experimentales
— ajuste del modelo

1.8
'l
/
12 _/-'
7 4
In d/dy ',f
0.6 //'7
() —r——o/\/o
0 25 S0 75 100
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estandar
Estandar | / Estimador
a 1.76 0,03 0,02
b 2.5 0.1 0.04
C 0,053 0,003 0.06

*No se observo crecimiento de 4. fumigatus en los sistemas 11 y 12 durante al menos 90 dias de

incubacion.
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FIGURA 4.16
Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Aspergillus fumigatus
en los sistemas de ay = 0,85:

13) sin SK y pH 6,0.

15) con SK y pH 6,0.
13)
1.5
1
In d/dy
0.3

14) sin SK y pH 5,5.
16) con SKy pH 5,5.

//’

w

(1] 2 4 [§)
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/

Estandar | Estimador

a 1,51 0,03 0,02

b 45 0.5 0.1

C 0.98 0,09 0,09

15)
1.3
) //—
Y
A
| e
In d/do
0.5 ’
'
/
() -—0——0——0—//.
(4] 10 20 30 40
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estandar/

Estandar | Estimador

a 1.47 0.03 0.02

b 7.1 0.5 0.07

C 0,30 0.02 0.07

e datos experimentales
—— ajuste del modelo

14)
1.6
/"/’
12 ¥
In d/dy ¥ /
04
() —o—-o—-———/\//
0 2 4 6 8
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador
a 1.63 0,02 0.01
b 4.1 0.2 0,05
c 0.89 0,05 0.06
16)
2.8
l/-—
2.1 {
|
In d/d, ' :‘
L]
0.7
0 4
0 20 40 60 80
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estandar/
Estandar | Estimador
a 2.5 0.2 0.08
b 16 9 0.6
() 0.3 0.2 0.7
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FIGURA 4.17
Aplicacion del modelo de Gompertz a la curva de crecimiento de Penicillium
simplicissimum en el sistema control: ay 0,99; sin SK y pH 5,6.

e datos experimentales ~ ajuste del modelo

1.6

1.2

In d/dy **

0.4

0

0 2 4 6 8
Tiempo (dia)

Parametro | Estimador | Error |E. Estandar/
Estandar | Estimador

a 1,77 0,06 0,034
b 1,01 0,04 0,04
c 0,40 0,03 0,075
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FIGURA 4.18
Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Penicillium

simplicissimum en los sistemas de a,, = 0,83:

1) sin SK y pH 6,0. 2)sin SKypHS5,S5. ¢ datos experimentales
3) con SK y pH 6,0. 4) con SK y pH 5,5%. —— ajuste del modelo
1) 2)
1.3 A 1.6
/ 1.2 v 3
i /
/ / ¥
In d/dg In d/dy 18
)5 / /
)4 //“‘
() —— 0 >
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tiempo (dia) Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estindar/ Parametro | Estimador | Error [E. Estandar/
Estandar | Estimador Estandar | Estimador
a 1.64 0.03 0,02 a 1.63 0.02 0,01
b 2.9 0.1 0.03 b 2.9 0.1 0.03
c 0.66 0.04 0.06 c 0.69 0.03 0.04
3)
1.5 e
g
|
I
In d/dy
0.5 v,
()  t——————l /n/
10 20 30 40
Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error |E. Estindar/
Estandar | Estimador
a 1.55 0.06 0,04
b 4.1 0.3 0.07
c 0.21 0.02 0.1

*No se observo crecimiento de P. simplicissimum en el sistema 4 durante al menos 90 dias de

incubacion.
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FIGURA 4.19
Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Penicillium

simplicissimum en los sistemas de a,, = 0,79:

5) sin SK y pH 6,0. 6)sin SKy pHS,5. ¢ datos experimentales
7) con SK y pH 6,0*. 8) con SK y pH 5,5%. — ajuste del modelo
5) 6)
1.6 1.6
. 2| =l
12 W 12 o/
Ind/dy "* Ind/dy
v /
0.4 i/ )4 5
0 AR il B .
0 3 10 15 20 0 3 10 13 20
Tiempo (dia) Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estindar Parametro | Estimador | Error | E. Estandar
Estandar | / Estimador Estandar | / Estimador
a 1.62 0.04 0.03 a 1.62 0.04 0.03
b 2.3 0.2 0.09 b 2.3 0.2 0.09
c 0.29 0.02 0,07 c 0.29 0,02 0,07

*No se observd crecimiento de P. simplicissimum en los sistemas 7 y 8 durante al menos 90 dias de
incubacion.
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FIGURA 4.20
Aplicacion del modelo de Gompertz a las curvas de crecimiento de Penicillium

simplicissimum en los sistemas de ay, = 0,79:

9) sin SK y pH 6,0. 10) sin SK'y pH 5.5. » datos experimentales
11) con SK y pH 6,0%*, 12) con SK y pH 5,5%. — ajuste del modelo
9) 10)
18 ' 1.8 :
//“#// 4/‘//
v ;.:'
12 r 1.2 i
ll" "
l’ r
In d/d, 5 In d/d¢ s
0.6 ’~" 0.6 i
4 rd
,: '(’, ,.-i“'
0 =0 () —s——v"
0 23 30 75 100 0 25 S0 75 100
Tiempo (dia) Tiempo (dia)
Parametro | Estimador | Error | E. Estandar Parametro | Estimador | Error | E. Estindar
Estandar | / Estimador Estandar | / Estimador
a 1.75 0.03 0.02 a 1,79 0,03 0.02
b 2.41 0.08 0.03 b 243 0.08 0.03
C 0.057 0.002 0.04 C 0.055 0,002 0.04

*No se observo crecimiento de P. simplicissimum en los sistemas 11 y 12 durante al menos 90 dias
de incubacioén.
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TABLA 4.1

Parametros A (maximo crecimiento), pm (maxima velocidad de crecimiento especifica) y
A (tiempo de latencia) calculados a partir del modelo de Gompertz correspondientes al
crecimiento de Eurotium chevalieri en dulce de leche formulado con 6 sin SK (1000 ppm),
pH =5,5 6 =6,0 y a, reducida = 0,74; = 0,79; = 0,83 6 = 0,85.

SISTEMAS PARAMETROS
Ne a, (SK(ppm)| pH A pm(d') | A(d) |R%ajustado
control 0,99 - 56 1,5 0,96 0,7 99,0
1 - 6,0 1,6 0,76 3,4 99,6
2 - 5,5 1,6 0,84 3,6 99,5
3 0.83 1000 6,0 1,5 0,26 21,0 99,8
4 1000 5,5 1,6 0,24 16,0 99,4
5 - 6,0 1,5 0,47 7,1 99,8
6 - 5,5 1,6 0,44 6,9 99,9
7 0.79 1000 6,0 2,0 0,11 39,0 99,7
8 1000 55 S/C S/C S/C S/IC
9 - 6,0 1.8 0,17 16,8 992
10 - 5,5 1,7 0,20 15,9 99,7
11 0,74 1000 6,0 S/C S/C S/C S/C
12 1000 55 S/C S/C S/C S/C
13 - 6,0 1,7 1,07 2,6 99,7
14 - 5,5 1,5 1,18 2,5 99,9
15 0,85 1000 6,0 1,6 0,43 59 99,3
16 1000 5,5 1,4 0,49 11,1 99,4

S/C: sin crecimiento hasta los 90 dias de incubacion.




TABLA 4.2

Parametros A (maximo crecimiento), pm (maxima velocidad de crecimiento especifica) y
A (tiempo de latencia) calculados a partir del modelo de Gompertz correspondientes al
crecimiento de Aspergillus fumigatus en dulce de leche formulado con 6 sin SK (1000
ppm), pH = 5,5 6 = 6,0 y ay reducida = 0,74; = 0.79; = 0,836 = 0,85.

SISTEMAS PARAMETROS
Ne a, |SK(ppm)| pH A pm(d') | A(d) |R’ajustado
control 0,99 - 5,6 1,4 0,68 0,5 99,2
1 - 6,0 1,5 1,45 5,1 99,3
2 083 - 5,5 1,6 1,43 4,8 99,6
3 1000 6,0 1,5 0,21 22,5 98,8
4 1000 5,5 S/C S/C S/C S/C
5 - 6,0 1,5 0,61 6,2 99,9
6 0.79 - 55 1,5 0,64 6,8 99,3
7 1000 6,0 S/C S/C S/C S/C
8 1000 5,5 S/C S/C S/C S/C
9 - 6,0 2,5 0,16 31,3 98,5
10 0.74 - 5,5 1,8 0,09 27,3 99,2
11 1000 6,0 S/C S/C S/C S/C
12 1000 5,5 S/C S/C S/C S/C
13 - 6,0 1,5 1,48 3,6 99,9
14 0.85 - 5,5 1,6 1,45 3,5 99,9
15 1000 6,0 1,3 0,53 20,7 99,7
16 1000 5,5 2,6 0,73 55,5 98,9

S/C: sin crecimiento hasta los 90 dias de incubacion.
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TABLA 4.3

Parametros A (maximo crecimiento), pm (maxima velocidad de crecimiento especifica) y
A (tiempo de latencia) calculados a partir del modelo de Gompertz correspondientes al
crecimiento de Penicillium simplicissimum en dulce de leche formulado con 6 sin SK
(1000 ppm), pH = 5,5 6 = 6,0 y a,, reducida = 0,74; = 0,79 6 = 0,83.

SISTEMAS PARAMETROS
N° *w  |SK (ppm)| pH A pm(d") | A() [R’ajustado
control 0,99 - 5,6 1,8 0,71 0,1 99.8
1 - 6,0 1,6 1,08 2,8 99,9
2 0.83 - 5,5 1,6 1,13 2,8 99,9
3 1000 6,0 1,6 0,32 15,2 99,6
4 1000 5,5 S/C S/C S/C S/C
5 - 6,0 1,6 0,47 4,6 99,6
6 0.79 - 5,5 1,6 0,47 4,7 99,6
7 1000 6,0 S/C S/C S/C S/C
8 1000 5,5 S/C S/C S/C S/C
9 - 6,0 1,8 0,1 24,7 99,5
10 0.74 - 5,5 1,8 0,1 25,7 99,5
11 1000 6,0 S/C S/C S/C S/C
12 1000 5,5 S/C S/C S/C S/C

S/C: sin crecimiento hasta los 90 dias de incubacion.




A (maximo crecimiento) no presentd cambios significativos con las variaciones de a,, SK y

pH.

4.1.3 Modelado secundario. Aplicacién de un modelo polinémico

Con el propésito de estudiar la influencia de los factores de estrés (aw, concentracion
de SK, pH) sobre los parametros de la curva de crecimiento (A, pm y A), se aplicé un
modelo polinémico de segundo grado.

La TABLA 4.4 muestra los mejores polinomios de segundo grado obtenidos, que
relacionan a los parametros de crecimiento A, pm y A con las variables independientes: a,,
SK y pH para cada uno de los tres mohos estudiados. En ella se observan valores
significativamente elevados de R? ajustado (entre 90,6 y 99,9 %) para la mayoria de las
correlaciones, sin embargo para el parametro A de E. chevalieri no se encontr6 una
correlacion significativa. Este hecho podria atribuirse a la escasa variacion del maximo
crecimiento observado con las variables independientes a,,, SK y pH.

Para los tres mohos resulté significativa la influencia de la a,, sobre todos los
parametros de crecimiento, como lo demuestra la presencia de los términos a,, a,’ y el
término cruzado (aw-SK), con elevados valores de los coeficientes en la mayoria de los
polinomios correspondientes. La importancia del término cruzado (aw-SK), pone de
manifiesto que el estrés provocado por la disminucién de la a,, influyé favoreciendo la
accion del SK. El sorbato de potasio también ejercié en forma independiente su accién,
pero mas débilmente, como quedé demostrado por los bajos coeficientes regresionales que
acompailan al término SK. Su influencia fue algo mas marcada sobre el tiempo de latencia,
principalmente para E. chevalieri y A. fumigatus.

Las FIGURAS 4.21 y 4.22 ejemplifican las superficies de respuesta y los contornos
correspondientes a los polinomios analizados que relacionan a los parametros de
crecimiento pm y A de Eurotium chevalieri con las variables independientes a,, y SK en
sistemas de pH 6,0. El pH tuvo, para los tres mohos estudiados, la menor influencia en la
estimacion de los parametros de crecimiento A, pum y A. Es por ello que se fijo dicha

variable para obtener las superficies de respuesta correspondientes.
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TABLA 44
Polinomios de segundo grado que relacionan a los parametros de crecimiento A, pm y A
con las variables independientes a,, SK y pH.

PARAMETRO POLINOMIO R’ajustado FISHER

Eurotium chevalieri

24 + 0,000004 SK? - 66 a,, — 0,005 a,.SK + 47 a,’ 98,4 |190****

pm

A 94 - 108 a,, + 0,25 a,, SK + 0,22 SK 92,1 48 x*x*

Aspergillus fumigatus
A -32+12,9 pH +;)£§).Iszligzl¢;,w72aw.pH -0,0019 90,6 0++
pm -3,6 —0,00016 pH.SK + 7,2 a,, 93,3 TIxHxx
A 1439 — 3453 a,, + 0,42 SK - 0,067 pH.SK+ 2077 a,2 98,7 186%***
Penicillium simplicissimum

A 23-47 a, - 0,95 pH _+0ﬁ%0£:,)215 pH.SK + 1,2 a,..pH 99.8 712%%
um 63 - 157 a, - 2,1 pH —8502‘%9 a,.SK +2,9 a,.pH + 99.9 807+
A 1705 — 4182 a,, + 0,015 a,.SK + 2568 a,,’ 99,4 328***

Significativo a un nivel de: * 5%; ** 1%; *** 0,1% y **** 0,01%.
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FIGURA 4.21
Influencia de 1a aw Y del sorbato de potasio sobre la maxima velocidad de crecimiento
pH 6.0. (3) superficie de

especifica, pm (dia") de Eurotium chevalieri en dulce de leche a
respuesta; (b) contornos.

a)
7001000
0.7 e
’ , 400
074 078 o082 og6 ‘W SK (ppm)
Ay
b)
1000
700
SK
(ppm)
400 Ta
2l 0.2 0.5 0.8
100 s
0,74 0,78 0,82 0,86

a“‘
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FIGURA 4.22

Influencia de la aw
chevalieri en dulce de lec

a)

y el sorbato de pot
he a pH 6,0.

asio sobre

(a) superficie de res

el tiempo de fase lag, A (dia) de
puesta; (b) contornos.

b)
1000

700
SK

(ppm)
400

100

>

48
40

0,74

a“’
32 24 /'.-
e
0.78
a“'

Eurotium

0,86
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El contorno correspondiente a la maxima velocidad de crecimiento especifica, um
permite inferir una amplia zona de combinaciones de a,, y SK que aseguran que este
microorganismo no desarrolle en dulce de leche. A bajos niveles de SK, el valor de um se
ve muy afectado por cambios en la a,,.

En el caso del tiempo de latencia, A el incremento de este parametro fue
notoriamente acelerado a mayores niveles de SK y menores niveles de a,, donde los
valores de la variable aumentaron marcadamente.

Si bien los modelos polindmicos son empiricos y s6lo interpretan la respuesta del
microorganismo y no contribuyen a entender el mecanismo involucrado, son utiles para
determinar el efecto de las variables independientes y sus interacciones (Lopez-Malo y
Palou, 2000).

Cabe destacar que la funcionalidad hallada entre las variables pm y A y las
variables independientes a,, y SK son resultados orientativos, ya que estrictamente se

requeririan de mas niveles de SK para analizar su influencia.

4.1.4 Modelado de la interfase crecimiento/no-crecimiento

La respuesta de crecimiento de cada hongo se transformé en dicotomica asignando
a distintos tiempos de observacion valores 0 (st no hubo crecimiento visible) 6 1 (si hubo
crecimiento). A partir de esta informacion se desarrollaron modelos para predecir la
probabilidad de crecimiento/no crecimiento aplicando regresion logistica, tal como se
detalla en Materiales y Métodos, apartado 3.10.

Las TABLAS 4.5 a 4.7 muestran las observaciones a tiempos seleccionados de
crecimiento 6 no crecimiento correspondientes a E. chevalieri, A. fumigatus y P.
simplicissimum en dulce de leche elaborado segun distintas condiciones de aw, pH y SK
durante al menos 90 dias de almacenamiento.

Las TABLAS 4.8 a 4.10 exhiben el analisis del mejor modelo logistico resultante
para cada moho estudiado. La evaluacion de los coeficientes de determinacion ajustados
por grados de libertad del sistema (R? ajustado) demuestra que, para E. chevalieri y A.
JSumigatus, mas del 77 % de la variacién observada en los valores medidos de ocurrencia de

crecimiento con respecto a la media puede ser explicada por los modelos propuestos. En el
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TABLA 4.5
Observaciones de crecimiento (1) 6 no crecimiento (0) de Eurotium chevalieri en dulce de

leche formulado segun distintos niveles de a,, SK y pH, e incubado a 25°C durante 90
dias.

TIEMPO aw 0,85 ay 0,83 a, 0,79 ay 0,74
. pH
(dia) SSSK  o/SK | s/SK ¢/SK | s/SSK o/SK | s/SK  ¢/SK
s |60 0 1 0 0 0 0 0
55| 1 0 ! 0 1 0 0 0
o 60] 1 1 0 ! 0 0 0
6,0 1 1 1 0 | 0 1 0
20
5,5 1 1 1 | 1 0 1 0
25 0 0 0
5,5 1 1 1 | 1 0 1 0
60| I I i 1 ! 0 I 0
30
35 1 0
40 1 0
6,0 1 1 1 1 1 1
90 1 0
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TABLA 4.6

Observaciones de crecimiento (1) 6 no crecimiento (0) de Aspergillus fumigatus en dulce
de leche formulado segun distintos niveles de a,, SK y pH, e incubado a 35°C durante 90

dias.
ay 0,85 a, 0,83 aw 0,79 aw 0,74
Tlg}g’O pH

! s/ISK ¢/SK | ssSK ¢SK | s/SK ¢/SK | s/SSK ¢/SK

5 6,0 1 0 1 0 0 0 0 0
5,5 1 0 1 0 0 0 0 0

10 6,0 1 0 1 0 1 0 0 0
5,5 1 0 1 0 1 0 0 0

s 6,0 1 0 1 0 1 0 0 0
5,5 1 0 1 0 1 0 0 0

20 6,0 1 0 1 0 | 0 0 0
5,5 1 0 1 0 1 0 0 0

1 1

95 6,0 1 1 1 0 0 0
5,5 1 0 1 1 1 0 0 0
6,0 1 1 1 1 1

30 0 0 0
5,5 1 0 1 1 1 0 1 0
6,0 1 1

35 » 1 l 1 0 1 0
5,5 1 0 1 1 | 0 1 0

40 6,0 1 1 1 1 1 0 1 0
5,5 1 0 1 1 1 0 1 0

45 6,0 1 | 1 1 1 0 | 0
5,5 1 0 1 | 1 0 1 0

50 6,0 1 1 1 | 1 0 1 0
5,5 1 0 1 1 1 0 1 0

55 6,0 1 1 1 1 1 0 1 0
5,5 1 1 1 1 1 0 1 0

90 6,0 1 1 1 1 1 0 1 0
5,5 1 1 1 | 1 0 1 0
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TABLA 4.7

Observaciones de crecimiento (1) 6 no crecimiento (0) de Penicillium simplicissimum en
dulce de leche formulado segun distintos niveles de ay, SK y pH, e incubado a 35°C
durante 90 dias.

TIEMPO ay 0,83 ay 0,79 ay 0,74
. pH
(dia) s/SK c/SK s/SK c/SK s/SK o/SK
) 6.0 1 0 I 0 0 0
5.5 I 0 l 0 0 0
o |80 I 0 I 0 0 0
55 I 0 I 0 0 0
. |80 1 0 I 0 0 0
5.5 1 0 I 0 0 0
6.0 1 I I 0 0 0
20
5.5 I 0 l 0 0 0
6.0 I I I 0 I 0
25
5.5 I 0 1 0 0 0
6.0 I 1 I 0 | 0
30
5.5 I 0 1 0 1 0
0 I I I
s |6 0 I 0
5.5 I 0 1 0 I 0
w0 |6 I I 1 0 I 0
5.5 1 0 I 0 1 0
w0 |60 I l 1 0 1 0
5.5 1 0 I 0 I 0
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TABLA 4.8

Estimadores de los parametros del modelo logistico y analisis de desviacion para predecir
la probabilidad de crecimiento 6 no-crecimiento de Eurotium chevalieri en dulce de leche
formulado con 6 sin SK (1000 ppm), pH=5,56=6,0y a,, =0,74;=0,79; = 0,83 6 = 0,85.

Pardmetro Estimador Error Estandar Estadistico Wald
constante 3,40 7.4
t.SK.pH -0,00014 0,00002 6,7
pH -15 3 5,7
aw-pH 16 3 6,5
aw-pH-t 0,23 0,03 6,8
ANALISIS DE LA DESVIACION
Fuente Desviacion Grados De Libertad Valor-P
MODELO 165 4 0,00001
RESIDUAL 35 140 0,99999
R? ajustado 774

Cut off seleccionado

0,45




TABLA 4.9

Estimados de los coeficientes del modelo logistico reducido para predecir la probabilidad
de crecimiento o no-crecimiento de Aspergillus fumigatus en dulce de leche formulado con

6 sin SK (1000 ppm), pH = 5,5 6 = 6,0 y ay reducida = 0,74; = 0,79; = 0,83 6 = 0,85.

Parametro Estimador Error Estandar Estadistico Wald
constante -3,2 0,7
aw-SK-t -0,005 0,001 53
SK -0,005 0,002 2,7
t -4,2 0,7 6,2
aw-t 6 | 6,2
aw-pH-SK-t 0,0008 0,0002 5,1
ANALISIS DE LA DESVIACION
Fuente Desviacién Grados De Libertad Valor-P
MODELO 150 5 0,00001
RESIDUAL 25 122 0,99999
R? ajustado 78,8
Cut off seleccionado 0,50
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TABLA 4.10

Estimadores de los parametros del modelo logistico y analisis de desviacion para predecir
la probabilidad de crecimiento o no-crecimiento de Penicillium simplicissimum en dulce de
leche formulado con 6 sin SK (1000 ppm), pH = 5,5 6 = 6,0 y a,, reducida = 0,74; = 0,79 6

=0,83.
Parimetro Estimador Error Estandar Estadistico Wald
constante -148 55
pH 10 4 2,3
pH-SK 0,0021 0,0007 2,8
ay 114 42 2,7
aw-t 0,6 0,3 2,5
ANALISIS DE LA DESVIACION
Fuente Desviacion Grados De Libertad Valor-P
MODELO 86 4 0,00001
RESIDUAL 20 79 0,99999
R? ajustado 71,2
Cut off seleccionado 0,6
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caso de P. simplicissimum, el modelo propuesto pudo explicar mas del 71% de la variacion
observada.

El andlisis de la desviacion determind, para los tres mohos estudiados, que la
variacién en la respuesta medida tenida en cuenta por el modelo es significativamente
mayor que la variacion aleatoria no tenida en cuenta por el modelo.

Se aplicaron diversos tests estadisticos para evaluar la adecuidad de la inclusién de
cada variable dentro del modelo de regresion logistica. Utilizando el Likelihood Ratio Test
(ver apéndice de Procedimientos Estadisticos, apartado 6.8) se compararon
los valores observados de la respuesta con los valores predichos por modelos con y sin la
variable cuya inclusion era cuestionada. De esta manera se obtuvieron los modelos finales,
en los cuales se incluyen todas las variables significativas. Complementariamente, se
aplico a cada variable el test estadistico de Wald, cuyo valor para cada variable definitiva
seleccionada superé el valor requerido (ver apéndice de Procedimientos Estadisticos,
apartado 6.9).

Por todo lo anteriormente expuesto, no existe razon para dudar de la adecuidad del
modelo de probabilidad de crecimiento/no-crecimiento propuesto para cada hongo.

Analizando la contribucion de cada variable al modelo (TABLAS 4.8 a 4.10) sc
observa que la a,, ya sea individualmente (como en el caso de P. simplicissimum) 6
incluida en otros términos cruzados, fue el factor mas relevante incidiendo sobre la
probabilidad de crecimiento de los tres mohos, por presentar los mayores coeficientes
regresionales. La presencia de los términos cruzados sugiere que la a, actia
sinérgicamente con otros factores de estrés, en el punto dondc cesa el crecimiento
(interfase crecimiento/no crecimiento) y determinan un efecto combinado de mayor
magnitud que la suma de sus efectos aplicados individualmente. El pH afecté la accion de
la reduccion de la ay, sobre E. chevalieri, como se observo efectivamente en las curvas de
crecimiento mostradas anteriormente. Del mismo modo, el tiempo de almacenamiento
afecté la accion de la ay en el modelo de probabilidad de crecimiento/no crecimiento
correspondiente a A. fumigatus.

La probabilidad de que ocurran los eventos de crecimiento / no crecimiento se
graficé en superficies de respuesta y contornos surgidos de cada modelo logistico validado
exhibiéndose en las FIGURAS 4.23 a 4.34. En ellos se observa el efecto de las variables

independientes sobre la probabilidad de crecimiento de cada moho (se fij6 el pH en 5,5 6
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FIGURA 4.23

Efecto de la actividad de agua ¥ del ti
crecimiento de Penicillium simplicissimu

SK: (b) con SK (1000 ppm).
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FIGURA 4.24

Efecto de la actividad de agua y del tiempo de almacenamiento en la probabilidad de
crecimiento de Penicillium simplicissimum €n dulce de leche formulado con pH 5.5. () sin
SK: (b) con SK (1000 ppm).

a)
P= exp( 2951 - 114,2 aw + 0,64 ay - t )/ (1 +exp (-95,1 - 1142 ax t 0.64ay.1))
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8 / ‘\ /// 30
A "70 .
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P =exp (-106,6 + 1142 ax T 0,64 ay .t YL exp(-106,6 +1142aw T 0.64 ay . 1))

!
P
0.5
0 Z
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FIGURA 4.25
Efecto de la actividad de agua 'y del tie

mpo de alm

crecimiento de Eurotium chevalieri en dulce de leche

(b) con SK (1000 ppm).

a)
P = eXp (' 84,3 + 96,8 a\\' + 1,4 a\\' . t )

acenamiento

en la probabilidad de

formulado con pH 6.,0. (a) sin SK:

/ (1 +exp(- 84,3 + 96,8 aw +14ay.t)

0,5

pO
1
(8]

0,79

a W

b)

P =exp (- 843-084t+ 96,8 awt+ 1.37 aw.t) [ (1+exp (-

843-084t+ 06,8 ayt 1,4 awt ))
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FIGURA 4.26
Efecto de la actividad de agua 'y del tiempo de almacenamiento €n la probabilidad de

crecimiento de Furotium chevalieri en dulce de leche formulado con pH 5,5. (a) sin SK:
(b) con SK (1000 ppm).

a)
P=exp(- 770+ 888avt 1.3 awt)/ (1+exp(- 770+ 888 avt 1.3 aw.t))
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P =exp (-77,0 - 0,77t + 88,8 aw + 13 ant)/ (1+exp (-77,0 - 0,77t + 88.8a,+ 1.3 aw-1))
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en la probabilidad de

almacenamiento
con pH 6,0 (a) sin SK:

FIGURA 4.27
leche formulado

Efecto de la actividad de agua y
crecimiento de Aspergillus_ﬁlmigalz

(b) con SK (1000 ppm).
\
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FIGURA 4.28
Efecto de la actividad de agua 'y del tiempo de almacenamiento €n la probabilidad de

crecimiento de AspergiIlusﬁlmigalus en dulce de leche formulado a pH 5,5. (a) sin SK; (D)
con SK (1000 ppm).

a)
P = eXp ("3,2 = 4,2 t + 6,0 a\\' . t )/ (l + eXp ('3,2 "4,2 t + 6,0 a\\' . t ))

|
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b)
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FIGURA 4.29
Efecto de la actividad de agua y del tiempo de almacenamiento en la probabilidad de

crecimiento de Penicillium simplicissimum en dulce de leche formulado con pH 6,0. (a) sin
SK; (b) con SK (1000 ppm).

a)
P = exp (-90.4 + 114,2 ay + 0,64 a . )/(1+ exp (-90,4 + 114,2 ay + 0,64 a . 1))
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0 : .
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P=exp (102,9+ 1142 a, +0,64ay.t)/ (1+exp (102,9+ 1142 a, + 0,642y . 1))
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30
0 $
0.72 0.79 0.86
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FIGURA 4.30

Efecto de la actividad de agua y del tiempo de almacenamiento en la probabilidad de
crecimiento de Penicillium simplicissimum en dulce de leche formulado con pH 5,5. (a) sin
SK; (b) con SK (1000 ppm).

a)
P=exp (-95,1 + 114,2 a,, + 0,64 a,, . t)/ (1+ exp (95,1 + 114,2 a, + 0,64 a,, . t))
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FIGURA 4.31
Efecto de la actividad de agua y del tiempo de almacenamiento en la probabilidad de
crecimiento de Furotium chevalieri en dulce de leche formulado con pH 6,0. (a) sin SK;

(b) con SK (1000 ppm).

a)
P=exp(-843+968ay+14ay.t)/ (1+ exp(-843+ 968a,+14a,.t))
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