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RESUMEN

Escherichia coli O157: H7 es uno de los patégenos
mas importantes que contaminan la carne y comprometen
su seguridad y calidad. Los tratamientos térmicos son la
opcién principal para garantizar la inocuidad; aunque el uso
de barreras adicionales como la adicion de agentes antimi-
crobianos, aumentan los margenes de seguridad contra los
patégenos. En este trabajo se evalué el efecto y las interac-
ciones de temperatura (55-65 °C), carvacrol (0-2%) y grasa (5-
20%) sobre la resistencia térmica (valor D) de Escherichia coli
0157: H7 en carne molida de res utilizando la metodologia
de superficie de respuesta. La temperatura fue el principal
factor de inactivacién y la grasa mostré un efecto protector
sobre el patégeno. Hubo un efecto de interaccién entre la
grasay el carvacrol, a altas concentraciones de grasa el carva-
crol disminuyé la resistencia del patégeno. La combinacion
Optima de grasa, carvacrol y temperatura que minimizan
los valores D fue 63 °C, 11% de grasa y 1.6% de carvacrol. El
modelo obtenido permite predecir la resistencia térmica de
E. coli O157: H7 en cualquier combinacién de temperatura,
carvacrol y grasa, dentro de los limites estudiados.
Palabras clave: Resistencia térmica, antimicrobianos natu-
rales, inocuidad de la carne, metodologia de superficie de
respuesta.

ABSTRACT

Escherichia coli 0157: H7 is one of the most important
pathogens in ground beef, and the risk of contamination
compromises its safety and quality. Thermal treatments are
the main option to ensure food safety; although, the use
of additional barriers such as the addition of antimicrobial
agents increases safety margins against pathogens growth.
In this work the effects and interactions of temperature (55-
65 °C), carvacrol (0-2%) and fat (5-20%) on thermal resistance
(D-value) of E. coli O157: H7 in ground beef were evaluated
using response surface methodology. Temperature was the
main factor of inactivation, while fat exhibited a protective
effect over the pathogen survival. There was an interaction
effect between fat and carvacrol, at high concentrations of
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fat the carvacrol favored the inactivation of the pathogen.
The optimal combination of fat, carvacrol and temperature
that ensure the highest inactivation of the pathogen was 63
°C, 11% fat and 1.6% carvacrol. The obtained model allow
to predict the thermal resistance of E. coli O157: H7 in any
combination of temperature, carvacrol and fat, within the
limits studied.

Key words: Thermal resistance, natural antimicrobials, meat
safety, response surface methodology.

INTRODUCCION

La carne es una fuente excelente de proteinas de alta
calidad bioldgica, vitaminas y minerales de gran importancia
para mantener una buena salud fisica en todas las etapas de
la vida (Cashman y Hayes, 2017). La produccién de carne de
res en México es cercana alos 2 millones de toneladas anuales
con un consumo per capita de 15 kg (Rios-Flores y Castillo-
Arce, 2015). La carne fresca de res se vende al consumidor en
forma de bistec, filete y carne molida, principalmente. Esta
ultima es la base para la preparaciéon de diferentes platillos
como hamburguesas, picadillo y albéndigas, tanto en el
hogar como en establecimientos comerciales para su venta
al publico.

Escherichia coli O157: H7 es uno de los patégenos
mas importantes que contaminan la carne (Kim et al., 2020).
Esta bacteria se encuentra con frecuencia en el intestino del
ganado vacuno, llega a la superficie de la canal durante el
desollado y evisceracion a través del equipo y las manos de
las personas que manipulan las canales, y es incorporado en
la matriz carnica durante el proceso de molienda, por eso la
mayoria de los casos de infeccion se han relacionado con el
consumo de carne molida cocinada inadecuadamente (CDC,
2020). El Centro para el Control y Prevencién de Enfermeda-
des de los Estados Unidos reporta anualmente mas de 95,000
casos de infecciones por E. coliO157: H7, y aunque la carne es
la principal fuente de infeccién, alimentos como ensaladas,
lechuga romana, leches y jugos sin pasteurizar, son también
fuentes importantes (CDC, 2020).
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Para asegurar lainocuidad de la carne, el Departamen-
to de Agricultura de los Estados Unidos recomienda cocinar
la carne molida hasta alcanzar una temperatura de 71.1 °C
(USDA-FSIS, 2020), medida ésta por medio de un terméme-
tro. Sin embargo, su uso no es tan comun, siendo el color
visual de la carne el método mas extendido para juzgar su
cocimiento, a pesar de que éste no garantiza la inocuidad del
producto (Lin, 2018). Se ha reportado que, a una temperatura
interna de cocimiento de 57 °C, el color visual de la carne es
similar al de una completamente cocida, pero es insuficiente
para eliminar bacterias patégenas (Lyon et al., 2000).

El uso de barreras adicionales como la adicién de
antimicrobianos permiten dar una mayor confianza al tra-
tamiento con calor y dar un margen de seguridad mayor
contra los principales microorganismos contaminantes de
la carne (Surendran Nair et al., 2016). El carvacrol es un fenol
monoterpénico producido por varias plantas aromaticas,
principalmente orégano. Se utiliza en concentraciones
bajas como ingrediente aromatizante y condimento de los
alimentos, y ejerce una importante actividad antimicrobiana
contra los patdégenos transmitidos por los alimentos (Scan-
dorieiro et al., 2016). El carvacrol provoca la formacién de
poros en la bicapa lipidica a través de los cuales se crea un
flujo de protones hacia el exterior celular. La formacién de
los poros trae como consecuencias la desestabilizacion de la
membrana debido a la insercién del carvacrol y la ruptura del
equilibrio iénico causado por la salida de los protones. Para
aumentar los mérgenes de seguridad durante el tratamiento
térmico, se ha utilizado el carvacrol en sinergia con el calor
para la inactivacion de Salmonella en carne de pollo (Juneja
etal., 2012), asi como también la inactivacion de E. coli O157:
H7 y Clostridium perfringes en carne molida de res (Juneja'y
Friedman, 2008; Juneja et al., 2006).

La carne molida de res usualmente contiene grasa en
cantidades que oscilan entre 5y 20%, siendo ésta ultima la
mas econdmica y popular. Se ha demostrado que la grasa
en la carne ejerce un efecto protector contra patdégenos. La
grasa reduce la transferencia de calor y aumenta los tiempos
de exposicién a una temperatura dada, disminuyendo asi la
efectividad del tratamiento térmico (Juneja et al., 2001).

En la mayoria de las investigaciones reportadas se es-
tudian en forma separada los diversos factores involucrados
en la inactivacion de microorganismos patdégenos, pasando
por alto posibles interacciones entre ellos. Estas interacciones
ayudan a comprender las relaciones entre los componentes
de la matriz carnica que se dan de manera natural. Para la
descripcion del proceso de inactivacién térmica no es sufi-
ciente conocer la resistencia del patégeno a la temperatura
o a los antimicrobianos, sino que también es necesario saber
como es la interaccién del patégenos con todos los compo-
nentes de la matriz carnica y como estos pueden influir en
la supervivencia de los microorganismos funcionando como
barreras protectoras como en el caso de la grasa. La incor-
poracién de un mayor nimero de componentes de la matriz
permite recrear mejor como se llevan a cabo los procesos
de contaminacion por parte de los patégenos y el papel de
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cada componente en su proteccién o inhibicién. Estudiar los
efectos combinados del calor, antimicrobianos naturales y
contenido de grasa sobre la resistencia de patégenos, puede
volverse una tarea complicada si no se utiliza la estrategia
metodoldgica adecuada. Los modelos de predicciéon son
herramientas utiles que facilitan el estudio de multiples fac-
tores que afectan la resistencia térmica de los patégenos. La
metodologia de superficie de respuesta es una herramienta
matemadticay estadistica utilizada para evaluar varios factores
al mismo tiempo y estimar sus efectos lineales, cuadraticos y
de interaccién (Mongomery, 2013). El objetivo del presente
trabajo fue estudiar la resistencia térmica de E. coli 0O157: H7
en carne molida de res en funcién de la temperatura y las
concentraciones de carvacrol y grasa utilizando la metodolo-
gia de superficie de respuesta.

MATERIALES Y METODOS
Disefo experimental

Se utilizé un disefio central compuesto (DCC) para
determinar los efectos e interacciones de la temperatura (T,
en los niveles de 55, 57,60, 63y 65 °C), carvacrol (C, en los ni-
velesde0,0.4,1.0,1.6y2.0%) y grasa (G, en los niveles de 5, 8,
12.5,17 y 20%) sobre la resistencia térmica (valores D, tiempo
en min para reducir el 90% de la poblacién microbiana) de
E. coli O157: H7 inoculada en carne molida de res. Las corri-
das experimentales del DCC se formaron por ocho puntos
factoriales, ocho puntos axiales a una distancia de +1.68 del
centroy seis réplicas del punto central para un total de 20 tra-
tamientos. Fueron incluidos como control cinco tratamientos
sin la adicion de grasa y carvacrol (Tabla 1). Se realizaron dos
repeticiones del experimento completo y cada combinacion
de tratamientos se realizé por duplicado en cada repeticién.

Cepas bacterianas y preparacion del inéculo

Se empled la cepa ATCC 43890 de E. coli O157: H7
perteneciente al Laboratorio de Tecnologias Emergentes del
Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. de
Hermosillo, Sonora. La cepa se conservé en viales a — 80 °Cen
caldo cerebro-corazon (Labline-Thermo Scientific, Melrose
Park, Illinois) con un 15% (vol/vol) de glicerol.

Para la preparacion del inéculo se siguié la metodo-
logia de Juneja y Novak (2003). Se descongeld el vial que
contenia la cepa y se transfirieron 0.1 mL del cultivo descon-
gelado a 10 mL de caldo cerebro-corazén, seguido de 24 h
de incubacién a 37 °C (Labline-Thermo Scientific, Melrose
Park, lllinois). Este procedimiento se realizé por duplicado y
posteriormente se tomd 0.1 mL del cultivo para serinoculado
en tubos con 50 mL de caldo cerebro-corazén e incubado a
37 °C por 24 h.

Para la preparacién de la suspension de bacterias
a emplear en el ensayo se tomé 0.1 mL del cultivo y se
transfirid a un matraz que contenia 50 mL de caldo cerebro-
corazény se incubé por 24 h a 37 °C. Pasadas 24 h los cultivos
fueron centrifugados (Eppendorf, modelo 5810R, Hamburgo,
Alemania) a 5,000 x g durante 15 min a 4 °C, se decanté el
sobrenadante y se disolvio el precipitado en 9.9 mL de agua
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Tabla 1. Valores codificados y experimentales de los tratamientos resultan-
tes del disefio central compuesto

Table 1. Coded and experimental values of treatments from the central
composite design

Valores Codificados Valores Experimentales

Corridas X, X, X, Temperatura Grasa Carvacrol
(°C) (%) (%)
1 =1l =1l =1l 57 8 0.4
2 1 =1l =1l 57 8 1.6
3 =1l 1 =1l 57 17 0.4
4 =1l =1l 1 57 17 1.6
5 1 1 =1l 63 8 0.4
6 1 =1l 1 63 8 1.6
7 =1l 1 1 63 17 0.4
8 1 1 1 63 17 1.6
9 -a 0 0 55 12.5 1.0
10 a 0 0 65 12.5 1.0
11 0 -a 0 60 5 1.0
12 0 a 0 60 20 1.0
13 0 0 -a 60 12.5 0
14 0 0 a 60 12.5 2.0
15 0 0 0 60 12.5 1.0
16 0 0 0 60 125 1.0
17 0 0 0 60 12.5 1.0
18 0 0 0 60 12.5 1.0
19 0 0 0 60 12.5 1.0
20 0 0 0 60 12.5 1.0
21 -a -a -a 55 5 0
22 -1 -a -a 57 5 0
23 0 -a -a 60 5 0
24 1 -a -a 63 5 0
25 a -a -a 65 5 0

Las corridas 1-8, son puntos factoriales, las 9-14 son puntos axiales, las 15-
20 son puntos centrales, y las 21-25 son puntos control del DCC.

de peptona 1% de (BD Diagnostics Systems, Sparks, MD),
para una nueva centrifugacidon a las mismas condiciones.
El precipitado fue finalmente disuelto en 2 mL de agua de
peptona al 1% obteniendo un indculo de aproximadamente
8 Log UFC/mL que se empled para inocular la muestra.

Materiales de ensayo y preparacion de los tratamientos

Los tratamientos incluyeron carne de res (musculo
Semimembranosus), grasa dorsal y carvacrol de origen na-
tural grado alimenticio con 98% de pureza (Sigma-Aldich®,
Darmstadt, Germany). Tanto la carne como la grasa fueron
obtenidos del comercio local y utilizadas el mismo dia de
la adquisicion. Se cortaron en piezas no mayora 5 cm3y se
molieron en lotes por separado usando un molino Hobart
(modelo 4152, Troy, Ohio, USA) a través de una malla con
orificios de 4.8 mm. La carne, grasa y carvacrol fueron mez-
cladas manualmente durante 1 min, seguido de un mezclado
mecanico (Stomacher 80, Lab System, Steward) durante 1
min adicional. La combinacién de tratamientos se realizé de
acuerdo alo mostrado en laTabla 1. Se tomaron porciones de
5.0+ 0.1 g de cada tratamiento y se colocaron en bolsas esté-
riles para vacio de 9 x 14 cm (Whirl Pak®, USA). Las muestras
se congelaron a - 40 °C hasta su uso posterior.

Tratamiento térmico y enumeracién de bacterias super-
vivientes

En los dias de prueba, las muestras fueron desconge-
ladas a temperatura ambiente e inoculadas con 0.1 mL de la
solucion bacteriana en agua de peptona 1% para obtener una
concentracion aproximada de 7 log UFC/g. Posteriormente se
mezclé en el stomaker (Stomacher 80, Lab System, Steward)
durante 1 min para lograr una distribucion homogénea de
la bacteria en el producto. Después de esto, cada bolsa se
comprimio en una capa delgada (0.5 a 1 mm de espesor) para
conseguir una distribucion de calor uniforme en la muestra
y excluir el aire presente dentro de la bolsa antes de sellarla
térmicamente.

Las muestras preparadas para cada tratamiento se
colocaron en una gradilla y se sumergieron en un bano de
agua con recirculacién (ThermoFisher Scientific Neslab
Instruments, Inc,, Newington, NH) con una temperatura
fijada segun el DCC de la Tabla 1. Los tiempos para alcanzar
la temperatura de prueba en el centro del producto fueron
menores a 5 s, por lo que se incluyeron en el tiempo total de
calentamiento para el calculo de los valores D (tiempo para
inactivar el 90% de las células bacterianas viables).

El intervalo de tiempo para el muestreo se establecié
en funciéon de la exposicién y oscilé entre 15 min a 55 °Cy
10 s a 65 °C. Después del tratamiento térmico, las muestras
se sumergieron en un bano de hielo-agua durante 10 min
para lograr su rapido enfriamiento. Cada bolsa se abrio
asépticamente; se anadieron 5 mL de agua de peptona 1%
y se homogeneizaron para recoger la suspensién de liquido
resultante de la interaccién con la carne. Después de esto,
se realizaron diluciones seriadas transfiriendo 0.1 mL del
filtrado a 9.9 mL de agua de peptona, y se inocularon sobre
agar para conteo en placas (Difco, BD, Sparks, MD), las cuales
se dejaron en reposo por 2 h para luego cubrirlas con una
capa de agar MacConkey-sorbitol (Difco, BD, Sparks, MD). Las
colonias se enumeraron después de 24 h de incubacién a
37 °C en una incubadora (Thermo Scientific, Heratherm IMH
180). Cada corrida experimental se realizé por duplicado y se
utilizé la media de las UFC/g de dos placas de cada punto de
muestreo para determinar la letalidad de la temperatura.

Procesamiento de datos, y calculo del valor D y calculo
del valor z

Se utiliz6 el modelo Baranyi (Baranyi y Roberts, 1995)
con el software de edicion DMFit Excel (Institute of Food
Research, Norwich, Reino Unido) para ajustar el logaritmo de
las poblaciones microbianas y calcular los valores D a partir
de la pendiente de la parte lineal de la curva de inactivacion.
A continuacion, los valores D se transformaron a la forma de
logaritmo natural (In) para estabilizar la varianza. Los valores
D obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico
Design Expert para la obtencion de los modelos de regresion
en funcién de la temperatura de inactivacion y contenidos de
grasay carvacrol.

Los valores z (incremento en la temperatura en °C ne-
cesaria para cambiar el valor D en una unidad logaritmica) se
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estimaron a partir de la regresion lineal derivada del registro
de los valores D frente a sus temperaturas de calentamiento
correspondientes, utilizando para ello el software Excel (Mi-
crosoft, Redmond, WA). Los valores z se calcularon como el
valor absoluto del reciproco de la pendiente de la linea de
regresion.

Analisis estadistico

Se utilizd la metodologia de superficie de respuesta
para establecer el modelo de regresion. Se realizé un andlisis
de varianza y se determiné el coeficiente de determinacion
(R?) y la falta de ajuste del modelo utilizando el paquete
estadistico Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis,
MN, USA). El modelo matematico correspondiente al DCC es:

3 3
y = Po +Z/3iX1+ZﬂiiXi2 +Zﬁinin+€ (€))
=1 =1

<)

donde y es la variable respuesta (valor D), [30, Bi, Bﬁ, y ij
son el intercepto y los coeficientes lineales, cuadraticos y de
interaccion, respectivamente; y X, son las variables indepen-
dientes (temperatura, carvacrol y grasa).

Para la optimizacion de la variable de respuesta
(valor D), se utilizé la técnica de optimizacién numérica del
software Design-Expert. En el presente trabajo se establecié
la combinacion éptima de temperatura de inactivacién, con-
tenido de grasa y contenido de carvacrol que minimizan el
valor D durante el procesamiento de carne molida de res. Se
prepardé un lote de carne molida con los niveles 6ptimos de
los ingredientes, se determind el valor D experimentalmente
y se comparo estadisticamente (p < 0.05) con el valor D pre-
dicho por el modelo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Efectos de la temperatura, grasa y carvacrol sobre el
valorD

Los efectos de la temperatura, grasa y carvacrol sobre
la resistencia térmica de E. coli O157: H7 inoculada en carne
molida de res se determinaron a partir del calculo del valor
D. La Figura 1T muestra un ejemplo de las curvas de muerte
térmica para E. coli 0157: H7 que fue usada para calcular el
valor D de acuerdo al modelo de Baranyi y Roberts (1995).
El calculo se realizd para cada una de las 2 réplicas de las 25
corridas experimentales y el promedio del valor D se utilizé
para desarrollar el modelo de regresién aplicando la MSR. La
Tabla 2 muestra los resultados experimentales para las 25
combinaciones de los tratamientos de acuerdo al DCC usado.
El mayor valor estimado fue 14.45 min obtenido en la corrida
9 (axial) con la combinacién de factores: 55 °C, 12.5% grasa
y 0% de carvacrol, y el mas bajo fue de 0.17 min a partir de
la combinacion: 65 °C, 5% de grasa y 0% de carvacrol en la
corrida 25 (control).

Los efectos de la temperatura, la grasa y el carvacrol
se observan en las corridas axiales mostradas en la Tabla 2.
Por ejemplo, en las corridas 9y 10 el valor D disminuye desde
14.45 min hasta 0.18 min cuando la temperatura aumenta de
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Figura 1. Ajuste de los datos experimentales por el modelo de Baranyi
(linea continua) para la supervivencia de E. coli 0157: H7 (UFC/g) vs tiempo
del tratamiento térmico correspondiente a la corrida 5 del DCC (temperatu-
ra 63 °C, grasa 8% y carvacrol 0.4%).

Figure 1. Adjustment of experimental data by Baranyi model (continuous
line) for the survival of E. coli 0157: H7 (CFU/g) vs heat treatment time cor-
responding to CCD run 5 (temperature 63 °C, fat 8% and carvacrol 0.4%).

55 a 65 °Cy la grasa y el carvacrol permanecen constantes.
Cuando la grasa aumenta desde el 5 al 20% y la temperatura
y el carvacrol permanecen constantes el valor D aumenta de
0.88 hasta 2.14 min (corridas 11 y 12, respectivamente), lo
cual indica que existe un efecto protector de la grasa sobre la
bacteria. Un incremento en la concentracién de carvacrol de
0 a 2%, disminuye la resistencia térmica de la bacteria como
se muestra en las corridas 13 y 14, manteniendo constantes
la temperatura y la cantidad de grasa.

Modelo de regresion para estimar el valor D

La Tabla 3 muestra el coeficiente de regresion para
cada uno de los términos del modelo, ademas de la signifi-
canciay el coeficiente de determinacién R?y la falta de ajuste.
De acuerdo al ANOVA el modelo es adecuado (p < 0.0001)
para predecir la variable respuesta, el calculo del coeficiente
de determinacién indica que el 98% de la variacion total
puede ser explicada con este modelo, ademas no hay falta de
ajuste en él (p =0.206). La Figura 2 muestra el grado de ajuste
lineal entre los datos experimentales del valor D y los valores
predichos por el modelo estadistico. Los criterios anteriores
muestran que el modelo es adecuado para describir los datos
experimentales y puede ser empleado para predecir el valor
D en los limites establecidos para los factores temperatura
(55-65 °C), grasa (5-20%) y carvacrol (0-2%). La ecuacién del
modelo de regresion se expone a continuacion:

Ln (Valor D) = 0.097 —1.25T + 0.18 6 — 0.13 C — 0.1 GC + 0.16 T? + 0.12 G*
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Tabla 2. Valores D (min) expe-
rimentales y predichos para E.

Valores D (min)

coliO157:H7 en carne molida | Corrida® Temperatura Grasa Carvacrol Experimental Predicho
de res con diferentes nlv.eles 0 (%) (%) B DE® Lsd
de grasa y carvacrol, cocina-
das a diferentes temperaturas 1 57 8 04 5.35 0.66 4.39
Table 2. EXperimental and 2 57 8 16 4.90 0.32 414
predicted D-values for E. coli
0157: H7 in ground beef with 3 57 17 0.4 7.71 0.44 7.64
different levels of fatand car- 4 57 17 16 457 0.10 4.83
vacrol, cooked at different
temperatures. 5 63 8 0.4 043 0.03 036
6 63 8 1.6 0.42 0.02 0.34
7 63 17 0.4 0.63 0.00 0.63
8 63 17 1.6 0.53 0.05 0.40
9 55 12.5 1.0 14.45 0.64 14.22
10 65 12.5 1.0 0.18 0.00 0.21
11 60 5 1.0 0.88 0.01 1.14
12 60 20 1.0 2.04 0.08 2.08
13 60 12.5 0 1.62 0.00 1.37
14 60 12.5 20 0.85 0.03 0.89
15 60 12.5 1.0 0.88 0.24 1.10
16 60 12.5 1.0 0.98 0.07 1.10
17 60 12.5 1.0 0.88 0.13 1.10
18 60 12.5 1.0 0.97 0.12 1.10 .
2Las corridas 1-8, son puntos
19 60 12.5 1.0 1.06 0.08 1.10 factoriales, las 9-14 son puntos
20 60 125 10 125 0.28 1.10 axiales, las 15-20 son puntos
centrales, y las 21-25 son pun-
21 55 5 0 13.50 0.10 13.83 tos control del DCC
22 57 5 0 4.05 0.72 4.46 b Promedio de dos replicas,
cada una por duplicado
23 60 5 0 1.16 0.02 1.07 < Desviacion estandar
24 63 5 0 0.41 0.12 0.36 9dLimite superior del intervalo
de confianza (95%) del valor
25 65 5 0 0.17 0.01 0.21 predicho por el modelo
Tabla 3. Coeficientes de regresion estimados (CR) y analisis de varianza 4
del modelo de regresién para E. coli O157: H7 en carne molida de res con
diferentes niveles de grasay carvacrol, cocinadas a diferentes temperaturas
Table 3. Estimated regression coefficient (RC), and analysis of variance of )
the regression model for E. coli O157: H7 in ground beef with different fat . T ]
and carvacrol levels, cooked at different temperatures 5
=
Factor CR DE ValorF  Probabilidad & s
= [=]
§
Intercepto 0.097 0.058 179.43 < 0.0001 ;:
Temperatura -1.25 0.039 1032.14 < 0.0001 0.6 —
Grasa 0.18 0.046 14.81 <0.0012 "
Carvacrol -0.13 0.046 7.8 0.012 &
Grasa x Carvacrol -0.1 0.045 4.88 0.0403 124
Temperaturax 016 0039  17.045 0.0006 1 s e o -
Temperatura
Grasax Grasa 0.12 0.043 7.64 0.0128 Vaores D experimentaes
Valor P de la regresion <0.0001 Figura 2. Concordancia entre los valores D experimentales y predichos
Falta de ajuste 0.206 por el modelo para E. coliO157: H7 en carne molida de res con diferentes
niveles de grasa y carvacrol, cocinadas a diferentes temperaturas.
R? 0.9836

DE = Desviacion estandar

Figure 2. Agreement between experimental and predicted D values for E.
coli 0157: H7 in ground beef with different fat and carvacrol levels, cooked
at different temperatures.
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De acuerdo a los coeficientes de regresién de cada
uno de los términos del modelo presentados en la ecuacién
anterior se aprecia que la temperatura (T = — 1.25) es el fac-
tor més influyente en la resistencia térmica de E. coli O157:
H7, seguido de la grasa (G = 0.18) y el carvacrol (C =-0.13).
También son significativos los efectos de interaccion entre la
grasa y el carvacrol (GQ) y los efectos cuadraticos de la tem-
peratura (7?) y la grasa (G?).

Los coeficientes de regresion negativo para la tem-
peratura y para el carvacrol indican que a medida que éstos
aumentan, el valor D disminuye. Por el contrario, la adicién de
grasa a la carne molida muestra un comportamiento opuesto
(coeficiente de regresidn positivo), con respecto al valor D
estimado por el modelo. Estos comportamientos se pueden
observar graficamente en la Figura 3a y Figura 3b donde se
muestran los efectos combinados de temperatura-grasa, y
temperatura-carvacrol, respectivamente. El efecto cuadrético
de la temperatura se evidencia en estas mismas figuras por la
curvatura observada alrededor de los 61 °C, temperatura a
partir de la cual E. coli O157: H7 no ofrece resistencia al calor.

El efecto de la temperatura en la inactivacién de E. coli
0157: H7 se debe principalmente a la accién del calor sobre
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18.0

13.5

A 90
g
<
>
2.0
A: Temperatura C: Carvacrol
a)
St
]
=
>
‘( 5.0 0.0
‘;5 Volumen XXIII, NGmero 2

las membranas celulares y las proteinas. La configuracion de
lamembrana se ve afectada porque los fosfolipidos que com-
ponen la bicapa, cambian su estructura haciéndola mas flui-
day mas permeable a los componentes del medio. También
se desnaturalizan las proteinas embebidas en la membrana
celular y el citosol, causando un grave dafio en la integridad
de la membrana y el metabolismo celular.

Smith et al. (2001), realizaron la inactivacion térmica
de E. coliO157: H7 en carne molida de res con condiciones de
temperatura (55, 58, 61y 63 °C) y grasas (4.8%) similares a los
controles del presente estudio (55, 57.5, 60y 62.5 °C con 5%
de grasa). Los valores D encontrados: 20.08 min a 55 °C, 1.22
mina58°C,0.32mina61°Cy0.16 min a 63 °C, muestran que,
al aumentar la temperatura de coccion, el tiempo necesario
para lograr la muerte térmica el patégeno se reduce signifi-
cativamente.

La grasa tiene un efecto protector contra la inactiva-
cién térmica de E. coli O157: H7 en carne molida (G = 0.18),
por lo tanto, un aumento en ella causa la misma tendencia
en el valor D. El efecto de la grasa sobre el valor D es solo
a temperaturas inferiores a 60 °C, a partir de este valor no
hay influencia en la resistencia del microorganismo al calor,

28.0

Valor D

20.0

60.0

57.5

A: Temperatura

55.0 5.0

Figura 3. Efectos e interacciones de tempe-
ratura, grasa y carvacrol sobre el valor D en
carne molida de res. A) temperatura vs grasa
(carvacrol = 1.0%), B) temperatura vs carvacrol
(grasa = 12.5%), C) grasa vs carvacrol (tempe-
ratura = 60 °C).

20 Figure 3. Temperature, fat and carvacrol ef-
fects and interactions on the D value in ground
beef. A) temperature vs fat (carvacrol = 1.0%),
B) temperature vs carvacrol (fat = 12.5%), C) fat
vs carvacrol (temperature = 60 °C).
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independientemente de la cantidad de grasa afadida (Figura
3a). A partir de los 60 °C, la temperatura tiene un efecto ma-
yor sobre la mortalidad de los patégenos que no puede ser
afectado por la presencia de la grasa en la matriz carnica. La
temperatura de fusion de la grasa de res estéd entre 40 y 48 °C,
dependiendo de la zona de la que ésta provenga. A los 60 °C
la grasa se encuentra en estado liquido y su efecto protector
se ve reducido respecto a la temperatura debido a que la
transmisién del calor es mucho mas rapida que en estado
sélido y las micelas de grasa que protegian a las bacterias del
calor de la coccién se han perdido (Grompone et al., 1991).

La grasa en los productos carnicos juega un papel
importante en el sabor y la textura y su influencia en la
supervivencia de los microorganismos patdégenos ha sido
demostrada por su accion como barrera contra el calor du-
rante los tratamientos térmicos (Juneja et al., 2001). La matriz
carnica forma micelas de grasa que actian como barrera y
pueden contener bacterias patégenas como E. coli O157:
H7. La transmisién de calor se vuelve heterogénea y se crean
puntos térmicos aislados que favorecen la resistencia bacte-
riana y disminuyen la efectividad de los tratamientos térmi-
cos. Las bacterias suspendidas en la grasa son mas dificiles
de destruir que las suspendidas en un medio acuoso, debido
a una reduccion en la actividad de agua. Un aumento en el
contenido de grasa, disminuye el contenido de humedad
lo cual altera la transferencia de calor (Ahmed et al., 1995).
Cuanto mayor sea la cantidad de grasa que tiene la carne
molida, se debe prestar mas atencién a su coccién, ya que
podria proteger o enmascarar microorganismos patdgenos
como E. coli O157: H7.

En relacion al efecto del carvacrol sobre el valor D, este
presenta un efecto significativo (p < 0.05) y de acuerdo al
coeficiente en el modelo (C=-0.13), el signo negativo indica
que cuando se anade el carvacrol ala carne, el valor D de E. coli
0157: H7 disminuye. La influencia del carvacrol depende de
la cantidad de grasa en el producto como lo indica el efecto
significativo (p < 0.05) de la interaccion grasa-carvacrol (GC =
0.1), este comportamiento se aprecia claramente en la Figura
3c. A bajas concentraciones de grasa, de alrededor del 5%, el
efecto del carvacrol no es tan marcado como a altas concen-
traciones. Esta tendencia se debe a las propiedades quimicas
del carvacrol que lo hacen mas soluble en compuestos no
polares, ya que tiene un coeficiente de particién LogP = 3.49
(Nazzaro et al., 2013). Un valor alto de LogP (> 2.5) indica que
una sustancia es mas hidrofébica. Por lo tanto, el carvacrol es
mas soluble en sustancias organicas como la grasa que en el
agua (Balujaetal., 2017).

La accién antimicrobiana del carvacrol se basa en su
interaccién con las membranas bacterianas, provocando
danos irreparables en la estructura al elevar la permeabilidad
y la despolarizacion (Ait-Ouazzou et al., 2013). Se ha obser-
vado que anadir carvacrol al medio de crecimiento de E. coli
provoca un aumento del flujo de ATP y de iones PO, y K*, del
interior hacia el exterior de la membrana bacteriana (Can
Baser, 2008).

Efecto de la grasa y carvacrol sobre la estimacién de los
valores z

El impacto de la adicién de diferentes cantidades
de grasa y carvacrol sobre la resistencia térmica de E. coli
0157: H7 en carne molida se muestra en la Figura 4. El valor
z obtenido para cada combinacién de carvacrol y grasa en
los rangos de 0 al 2% y de 5 al 20%, respectivamente, per-
manecid constante, siendo éste de 5.47 °C. Este valor indica
que para lograr una reduccién de un logaritmo en el valor
D, la temperatura de tratamiento térmico del alimento debe
aumentar en 5.47 °C. El valor zes un factor que se calcula para
cada alimento y cada microorganismo a partir del valor D, y
se utiliza para la implementacién de tratamientos térmicos
y el célculo de la letalidad sobre los microorganismos de
interés en el alimento.

Optimizacion y validacion de la condicion éptima predi-
cha por el modelo de regresién

La optimizacion de las condiciones de proceso para
carne molida res se realizé de acuerdo a lo descrito en la
seccion de materiales y métodos. Las condiciones 6ptimas de
proceso que minimizaron los valores D fueron: tratamiento
térmico de 63 °C de carne molida de res adicionada con 11%
de grasa y 1.6% de carvacrol. El valor D predicho por el mo-
delo para estas condiciones fue de 0.30 min. Para determinar
cuan preciso es el modelo de regresiéon en la prediccion de
los valores de D en carne molida de res, se comparé el valor
D experimental (n = 8, rango de 0.20 a 0.36 min) contra el
valor D predicho por el modelo (0.30 min) en las condiciones
Optimas y no se encontraron diferencias (p > 0.05). A partir
de este resultado se puede afirmar que el modelo obtenido
es capaz de predecir con una probabilidad mayor al 95% el
valor D para las condiciones evaluadas. Validar el modelo

EN

valor Z (°C)
w

N

Grasa (%) 5

Figura 4. Valores z de E. coli 0157: H7 calculados a partir de los valores D
estimados en carne molida de res adicionada con carvacrol (0 al 2%) y grasa
(5 al 20%).

Figure 4. E. coli 0157: H7 z-values calculated from estimated D-values in
ground beef added with 0 to 2% carvacrol and 5 to 20% fat.
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permite demostrar la eficacia del mismo para ser usado en
procesos térmicos con un elevado grado de confianza.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré obtener un modelo
de regresidon por MSR que describe el comportamiento de
la resistencia térmica de E. coli O157: H7 en funcion de la
temperatura (55-65 °C), y la concentracion de grasa (5-20%) y
carvacrol (0-2%) en carne molida de res. La temperatura fue
el factor que mas influyé en la resistencia térmica del pat6-
geno, sequido de la grasa y el carvacrol. Tanto la temperatura
como el carvacrol disminuyeron la resistencia térmica del E.
coli0157: H7, mientras que la grasa tuvo un efecto protector.
Este efecto protector fue revertido por la adicién de carva-
crol, tal como lo indica el efecto de interaccion entre estos
factores. Las condiciones 6ptimas que minimizan el valor D
fueron: 63 °C, 11% de grasa y 1.6% de carvacrol. Con estas
condiciones, el valor D predicho por el modelo fue de 0.30
min. Durante la validacion del modelo, se demostré que no
existen diferencias entre el valor predicho por el modelo y los
obtenidos experimentalmente. El procesador de alimentos
puede seleccionar cualquier combinaciéon de temperatura,
grasa y carvacrol, en los limites establecidos, para estimar la
reduccion logaritmica de E. coli O157:H7 en carne molida de res.
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