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Introduccioén

Una de las bases de la microbiologia de alimentos es el estudio del crecimiento
bacteriano en funcion del medio que le rodea (el alimento). Cada uno de los factores
intrinsecos de un alimento influye sobre el desarrollo microbiano y hace que favorezca el
desarrollo de unos microorganismos en detrimento de otros. Teéricamente el gran nimero
de factores que interviene podria ser cuantificado, por lo que se podria establecer si ese
alimento en cuestion es 0 no un posible medio adecuado para que se desarrollen gérme-
nes patdgenos. Si consideramos la cantidad de alimentos diferentes que existen llegaria-
mos a la conclusion de que seria una tarea enorme recoger todos los datos sobre la
relacion de cada factor con cada microorganismo (Buchanan, 1991). Por suerte los facto-
res determinantes que predominan en el crecimiento de microorganismos son sélo unos
pocos, entre los que destacan pH, a,, y temperatura (Pooni y Mead., 1984). Esta es la
base de la subdisciplina que se esta desarrollando dentro de la microbiologia de alimentos, la
microbiologia predictiva (Buchanan, 1991). La microbiologia predictiva se basa en la premisa
de que las respuestas de las poblaciones de microorganismos a los factores ambientales son
reproducibles y de este modo es posible, desde observaciones realizadas, predecir las res-
puestas de esos microorganismos en otras condiciones similares (Ross y col., 2000b).

Todos los modelos son simplificaciones que representan los complejos procesos
bioquimicos que controlan el crecimiento microbiano. Deben ser simplificados hasta un
numero razonable de parametros de entrada. Estos parametros necesitan ser facilmente
medidos (por ejemplo, latemperaturay el pH) o conocidos para un alimento (por ejemplo,
la concentracion de sal afiadida). Un parametro de entrada, como la concentracion de
glucosa o de un péptido, necesitaria un analisis del alimento previo al uso del modelo. Por
lo tanto, el modelo debe ser a la vez suficientemente complejo para aportar una prediccion
util, pero lo bastante simple como para poder ser utilizable. Este equilibrio entre simplici-
dad y complejidad significa que no existe un modelo éptimo para todas las situaciones.
Los modelos multiparamétricos, de rangos amplios, basados en cultivos en caldo, tienen
aplicaciones mas extensas que los disefiados para una Unica variable, como la tempera-

" Departamento de Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos. Campus Rabanales. Universidad de Cérdoba.



tura, o aquellos basados en Unico alimento, pero son, a su vez, probablemente menos
exactos que los modelos mas especificos (Whiting y Buchanan, 2001).

Pero la microbiologia predictiva no se restringe a un ambito tedrico sino que tiene
como finalidad la aplicacién en la industria. Los sistemas actuales de produccion de ali-
mentos avanzan rapidamente mejorando, innovando continuamente y sacando al mercado
nuevos productos. Por ello se necesitan cada vez mas controles rapidos de la calidad,
seguridad e higiene e incluso seria necesario anticiparse a la posible respuesta de los
microorganismos que pudieran producir toxinas o alterar el alimento. El desarrollo de los
modelos predictivos permitira a los productores predecir la vida media y seguridad de sus
productos en una determinada etapa y hacer que los cientificos puedan usar condiciones
inhibitorias y preventivas (Bratchell y cols., 1990). El modelo matematico aporta conoci-
mientos y técnicas para las decisiones dia a dia en el control de la cadena de produccion
como complemento del Sistema de Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos
(APPCC) (Cole, 1991).

Un gran inconveniente que tiene el sistema de modelizacién predictivos es la
gran cantidad de datos que precisa y el coste econdmico que ello conlleva. Sin
embargo si se calculan los costes producidos por las enfermedades transmitidas
por los alimentos los costes de investigacion se relativizan. En Australia estimaron
que se ahorra un 20% de costes con la prevencion de la alteracién de los alimentos
(McMeekin y Olley, 1993).

Precedentes histéricos y situacién actual

La modelizacion en Microbiologia de los alimentos comenzé alrededor de 1920 con
el desarrollo de métodos para el célculo de los tiempos de destruccion térmica. Estos
modelos revolucionaron la industria conservera (Goldblith y col., 1961). La posibilidad de
predecir el comportamiento microbiano en los alimentos no es novedosa y existen referen-
cias del uso de la microbiologia predictiva en la literatura de la década de los afios 30.
Scott en 1937 informd sobre el efecto de la temperatura en el crecimiento de los
microorganismos en el musculo de buey. En este trabajo se demuestra claramente la
potencialidad de reunir datos cinéticos en funcién de las respuestas de crecimiento
microbiano para predecir la vida media y seguridad de los alimentos.

Los primeros trabajos de modelizacion de datos en microbiologia se hicieron en
fermentaciones industriales, donde se desarrollé una serie de ecuaciones como la que
introdujo Monod en 1949, para describir el impacto de las variables en el rendimiento.



Desde hace tiempo se tiene interés en conocer en qué medida diferentes factores afectan
el crecimiento bacteriano o la produccién de toxinas (Farber, 1986). Este interés ha lleva-
do a la necesidad de buscar técnicas de modelizacion de datos para explicarlas.

En la década de los 80 un marcado incremento en la incidencia de brotes en
enfermedades alimentarias condujo a un creciente conocimiento publico de los
requisitos para un suministro sano y seguro de los alimentos. Durante el mismo
periodo muchos microbidlogos de los alimentos comenzaron a aceptar que los
métodos microbiolégicos tradicionales, para determinar la calidad y seguridad
alimentaria, estaban limitados por el tiempo necesario para obtener resultados, y
que los métodos indirectos dependientes de cambios quimicos, fisicos o
fisicoquimicos no proporcionaban una respuesta hasta que no habia un gran nume-
ro de células. Muchos de los métodos rapidos propuestos requieren altos niveles
de células antes de una respuesta evidente, mientras que otros dependen del uso
de equipos muy sofisticados y caros.

Una alternativa para la tecnologia en desarrollo es la microbiologia predictiva. Los
modelos predictivos son construidos midiendo la respuesta de los microorganismos frente
a los principales factores que los controlan, como por ejemplo la temperatura, pH, atmos-
fera gaseosa, conservantes quimicos o aw, por separado o en conjunto. Posteriormente
los modelos pueden ser aplicados para predecir la magnitud del crecimiento o muerte de
los microorganismos, bajo condiciones no experimentadas.

Se ha despertado un interés internacional por la microbiologia predictiva particu-
larmente en Estados Unidos y Reino Unido, también en Australia y los paises del este
de Europa. Los gobiernos, los institutos de investigacion y la industria estan trabajan-
do, independientemente o en colaboracion, en programas para generar las bases de
datos necesarias para el desarrollo de los modelos predictivos, y también en sistemas
que consigan que la informacion esté accesible rapidamente para una amplio rango de
usuarios.

El retorno reciente de la modelizacion predictiva es impulsado por la proliferacién de
alimentos refrigerados y de vida util limitada, el desarrollo de sistemas combinados de
conservacion y la apariciéon del ordenador personal. Las herramientas microbiolégicas,
matematicas y estadisticas ya existian antes de la expansién actual. Sin embargo, sin la
capacidad de difundir complicadas ecuaciones y resolverlas rapida y repetidamente en el
propio ordenador, los grandes esfuerzos en investigacion necesarios para crear modelos
microbianos no habrian dado fruto (Buchanan, 1993a).



Tipos de modelos predictivos

La clasificacion de los modelos predictivos aln no tiene un Unico esquema con un
completo apoyo por parte de la comunidad cientifica (McDonald y Sun, 1999). Sin embar-
go, el esquema propuesto por Whiting y Buchanan (1993) de modelos primarios, secunda-
rios y terciarios es un avance para aumentar esa claridad que es necesaria. Ademas los
modelos predictivos se pueden clasificar segun su finalidad en modelos cinéticos o
probabilisticos y segun su base matematica en empiricos o mecanisticos. La disponibili-
dad de muchos y diferentes modelos, puede hacer que la seleccién del mejor modelo para
un uso particular sea complicada. En situaciones determinadas se puede trabajar mejor
con un modelo que con otro para algunos datos particulares.

Podria considerarse que existen dos tipos de modelos matematicos segun su
finalidad, el tipo de bacteria que se pretenda modelar y su repercusion en la alteracion del
alimento o en su seguridad: un grupo seria el de los modelos probabilisticos que predicen
la probabilidad de que ocurra un hecho y otro seria el de los modelos cinéticos, que son
los mas utiles y que predicen la concentracion microbiana segun esté afectada por diversos
factores (Buchanan, 1992).

Los modelos probabilisticos, se utiliza mas con microorganismos cuya sola presencia
constituye un riesgo (por ejemplo las esporos del Clostridium) y los modelos cinéticos, en
aquellos microorganismos que no se consideran patégenos hasta un cierto nivel de crecimiento
o no alteran la calidad hasta que no llegan a un cierto limite (Buchanan, 1992).

Los modelos cinéticos estiman la respuesta de crecimiento especifica, con respecto
a diferentes variables ambientales como la temperatura, el pH o la a  (Van Boekel, 1996).
Otras variables como la concentracion gaseosa, el potencial de oxido- reduccién, humedad
relativa, contenido de nutrientes y propiedades antimicrobianas también pueden incluirse
en los modelos cinéticos. Existen buenas revisiones del modelizacion cinético (Skinner
y Larkin, 1994; Baranyi y Roberts, 1994, 1995; Kovarova-Kovar y Egli, 1998; Betts y
Earnshaw, 1998). Los modelos cinéticos son utiles y pueden utilizarse para predecir
cambios en el numero de microorganismos con respecto al tiempo, incluso cuando una
variable que puede afectar al crecimiento esté cambiando. No obstante, estos modelos
son laboriosos de construir puesto que requieren muchos datos de recuento microbiano
(Gibson y col., 1988; McClure y col., 1994a; Baranyi y col., 1995).

Los modelos cinéticos han sido empleados con mayor frecuencia que los
probabilisticos, para modelar los efectos de variables intrinsecas y extrinsecas,
particularmente la temperatura, en el crecimiento microbiano (McMeekin y col., 1997).



Los modelos cinéticos de crecimiento predicen parametros como el tiempo de adaptacion
y la tasa de crecimiento microbiano teniendo en cuenta los varios factores que les influyen.
Muchos factores afectan a los alimentos, aunque en realidad sélo unos pocos influyen
fuertemente sobre el crecimiento microbiano; y por lo tanto muchos serian los factores
pero realmente son solo unos pocos los que influyen sobre el crecimiento éstos son la
temperatura, el pH y la actividad aguaaW.

Se habla de modelos lineales y no lineales. Esta linealidad se refiere a la relacién
entre los parametros por los que una ecuacioén tal como :

Y=o +P*X +y*x

Sibien es curvilinea, es una regresion lineal. La diferencia entre utilizar un modelo
lineal o no lineal estriba en la forma de ajustar los datos y en las propiedades que tienen
las estimaciones una vez ajustadas (McMeekin y Olley, 1993).

Varios modelos intentan predecir el crecimiento bacteriano con respecto a la
temperatura. Los mas conocidos son los siguientes:

* Modelo Arrhenius no lineal (Broughall y cols., 1983)

* Funciones sigmoidales (McMeekin y Olley, 1993; Zwietering, y cols., 1990)
* Modelo Raiz Cuadrada (Ratkowsky y cols., 1983)

» Modelo de formas polinémicas (Gibson y Roberts, 1986a y b)

* Modelo6.Modelo de Hinselwood (Zwietering, y cols., 1990)

* Modelo Arrhenius lineal (Davey, 1991)

» Modelo Schoofield y cols. (Schoofield y cols., 1981)

* Modelo Nuevo (Duh, y Schaffner, 1993):

* Modelo hiperbdlico (Davey, 1991)

* Modelo dinamico de Van Impe (Van Impe; y cols., 1992)

* Modelo dinamico de Baranyi (Baranyi y cols., 1993a, by c)

* Funcion que relaciona la asintota superior con la temperatura (Zwietering y cols., 1991)
* Redes neuronales artificiales (Garcia-Gimeno y cols., 2002)

Los modelos probabilisticos estuvieron originariamente relacionados con predecir
la posibilidad de que ciertos microorganismos formadores de esporas crecieran y produje-
ran toxinas (como Clostridium botulinum) para un periodo de tiempo determinado. Mas
recientemente, este tipo de modelos han sido extendidos para definir los limites de creci-
miento de microorganismos en ambientes especificos, donde un uUnico factor no es limitante
pero en conjunto con otros si previenen o inhiben el crecimiento microbiano.



La base que se establece para el modelizacion probabilistico es la relacién existen-
te entre el crecimiento de las células microbianas y las propiedades fisicoquimicas del
ambiente (Ross y McMeekin, 1995). La probabilidad de crecimiento microbiano puede
ayudar al productor de alimentos a la hora de tomar decisiones a cerca de la formulacion,
procesamiento, envasado y almacenamiento de un producto (Roberts, 1997).

Los modelos probabilisticos son apropiados en aquellos casos donde el conoci-
miento de la produccion de toxinas en un alimento es un dato de interés, y sin embargo la
velocidad de crecimiento proporciona escasa informacion (Gibson y Hocking, 1997). Tal
es el caso del estudio llevado a cabo por Buchanan (1993a) en el que determina la
probabilidad de que CI. botulinum sobreviva en carne de vaca enlatada. Sin embargo, el
principal problema que surge con este tipo de modelos es que la probabilidad cambia con
respecto al tiempo, por lo tanto los modelos probabilisticos son de hecho una combina-
cion de ambos modelos cinéticos y probabilisticos.

Ratkowsky y Ross (1995) formularon la hipétesis de que deberia ser usado un
modelo cinético para generar un modelo probabilistico que describa el area de crecimien-
to/no crecimiento. Fue propuesto un modelo logistico de regresion para determinar la
probabilidad de crecimiento a varias condiciones, incluyendo pH, temperatura, sal y nitrito
sédico. La unién de aproximaciones cinéticas y probabilisticas puede ser vista como una
integracion a la microbiologia predictiva de modelos cinéticos y probabilisticos, y una
unificaciéon de la microbiologia predictiva y la teoria de obstaculos (Ratkowsky y Ross,
1995). Sin embargo, las razones para una aparente unién entre los modelos cinéticos y de
probabilidad no estén aun claras (Pressery col., 1998).

Los productos alimenticios deberian ser formulados teniendo los minimos requeri-
mientos para su conservacion, mientras que satisfagan las preferencias de los consumi-
dores (Pressery col., 1998). Houtsmay col., (1996) describieron el efecto combinado de
la temperatura, pH y lactato sédico en el crecimiento de Listeria innocua en salchichén
tipo bologna, en el area que tuvo en cuenta el crecimiento por encima de la concentracion
minima de inhibiciéon de lactato sodico. De esta manera, fue posible discriminar entre
crecimiento y no crecimiento, y estimar el tiempo en el cual podria sucederse el creci-
miento bajo unas condiciones especificas (Houtsma y col., 1993, 1994).

Uno de los factores limitantes de estos modelos es el determinar cual es el error
probabilistico real que se deberia aceptar, sobre todo en casos en los que produzcan
intoxicaciones fatales. Otra dificultad es establecer cual es el nivel de esporos iniciales en
un producto y como se traduce al establecer una vida media segura a un producto. Estos



problemas se estan resolviendo integrando los dos modelos probabilisticos y de cinética. Los
modelos predictivos también se pueden clasificar segun el origen de su base matematica en
modelos empiricos y mecanisticos. Los modelos empiricos, como la funcion de Gompertz,
son de interés en situaciones practicas y simplemente describen los datos de crecimiento bajo
condiciones experimentales en forma de una conveniente relacién matematica (Gibson y col.,
1987). Otros ejemplos de este tipo de modelos son las redes neuronales artificiales, modelos de
raiz cuadrada y sus modificaciones, asi como las ecuaciones polindmicas (Geeraerd y col.,
1998). Estas ultimas son faciles de usary no requieren el conocimiento particular de un proceso.

Comprender los mecanismos fundamentales que gobiernan el metabolismo celular,
con produccion de datos, permitira la construccion de los modelos mecanisticos. Este
tipo de modelos representaran los mecanismos mas exactamente y generaran prediccio-
nes a partir de hipotesis (Bazin y Prosser, 1992). Por lo tanto, podria ser posible la inter-
pretacion de la respuesta modelada en términos de conocer los fenémenos y procesos
(Krist y col., 1998). Baranyi y Roberts (1994) indicaron que los modelos derivados
mecanisticamente serian mas faciles de desarrollar y ademas la cantidad y calidad de
informacion de los sistemas analizados incrementaria. No obstante, no se han desarrolla-
do modelos mecanisticos completos que incorporen todas las variables intrinsecas y ex-
trinsecas que afectan al crecimiento microbiano (Labuzay Fu, 1993).

La mayoria de investigadores estan de acuerdo en que los modelos mecanisticos
son inherentemente superiores a los modelos empiricos, por las razones citadas arriba (Van
Impe y col., 1992). Actualmente los modelos disponibles son empiricos 0 semi-mecanisticos.
Seria aconsejable que los modelos que se desarrollasen en el futuro reflejen el conocimiento
que se tiene sobre la dinamica microbiana y se construyan para obtener datos de calidad.

La denominacién de los modelos predictivos en modelos primarios, secunda-
rios y terciarios tuvo su origen en la demanda de Davey (1992) quien solicité la
creacion de una terminologia que expresase el significado de la descripcion y desa-
rrollo del modelo predictivo. En respuesta a esta demanda, y para evitar las confusio-
nes existentes, Whiting y Buchanan (1993) propusieron un nuevo sistema de clasifi-
cacion para la microbiologia predictiva, de acuerdo con criterios especificos, bajo
tres niveles: modelos primarios, secundarios y terciarios.

Los modelos primarios los constituyen las expresiones matematicas que descri-
ben el cambio del nimero de bacterias con el tiempo, bajo unas condiciones particulares
del entorno y cultivo. La respuesta se puede medir directamente por recuento total, forma-
cion de toxina, nivel de substrato o productos del metabolismo, o bien indirectamente, por



medida de densidad 6ptica o impedancia. Se puede generar informacién acerca de los
parametros de crecimiento microbianos, como el tiempo de generacion, duracion de la
fase de adaptacion, velocidad o tasa de crecimiento exponencial y densidad maxima de
poblacién (Whiting y Buchanan, 1993). Otros ejemplos de modelos primarios serian, el
que describe los recuentos decrecientes con el tiempo durante el procesamiento térmico,
tal como el ampliamente usado «tiempo de reduccién decimal», o valor D, y el que descri-
be la produccién de una toxina microbiana u otro producto metabdlico a lo largo del tiempo

Los modelos secundarios estan compuestos por ecuaciones que describen como
varian los parametros de crecimiento de los modelos primarios (tasa de crecimiento, dura-
cién fase de adaptacion, etc.) con cambios en uno o mas factores ambientales (temperatu-
ra, pH, aw, atmdsfera gaseosa, etc.). Ejemplos de estas ecuaciones son las basadas en las
férmulas de Arrhenius o en la de la raiz cuadrada (Skinner y col., 1994), particularmente sila
temperatura es el principal factor de control del crecimiento, aunque dichos modelos ya han
sido ampliados para incluir el pH y la aw. Cuando se incluyen otros factores, tales como la
concentracion de acidos organicos o nitritos, se pueden emplear ecuaciones de regresion
polinomiales, las cuales son muy flexibles, con términos cuadraticos, cubicos e interacciones,
pero tienen una menor interpretacion mecanistica si los comparamos con las anteriores.

Los modelos terciarios son aplicaciones de uno o0 mas modelos primarios y se-
cundarios, incorporados a software informaticos a nivel de usuario, cuyo uso facilita la
aplicacion de dichas ecuaciones matematicas. Actualmente hay disponibles comercial-
mente varios paquetes informaticos de modelizacién microbiana, los cuales varian en
complejidad, desde una sencilla ecuacion en una hoja de calculo, a sistemas expertos o
programas de simulacion de estimacion del riesgo. En general, los usuarios de estos pro-
gramas no necesitan estar preparados en las técnicas de modelizacion predictivo, y como
consecuencia, hacen de la microbiologia predictiva una herramienta facilimente accesible y
poderosa para todas las areas de la investigacion e industria de alimentos (Buchanan 1993).

En Estados Unidos, el ARS-USDA (Eastern Regional Research Center, Microbial
Food Safety Reseach Unit) ha desarrollado el Pathogen Modeling Program (PMP). Este
software utiliza modelos con multiples variables, basados en el uso de la funcién de
Gompertz, en combinacion con analisis de respuesta en superficie. Fue desarrollado
usando gran cantidad de datos experimentales del comportamiento de microorganismos
patégenos en medios liquidos (Buchanan, 1991; 1993). La version 6.0 de este software,
editada en el 2001, contiene un modelo de inactivacion térmica para E. coli O157:H7 y
Listeria monocytogenes, y modelos de crecimiento a temperaturas de refrigeracion para
Cl. perfringens y Cl. botulinum, como novedad.



Otro software lanzado al mercado ha sido el Food Spoilage Predictor (FSP), desarrollado
por un grupo de cientificos de la Universidad de Tasmania, en Australia (Neumeyer y col.,
1997a). Este programa informatico es capaz de cuantificar los efectos de la temperatura en
diversos alimentos (carne, pescado y lacteos) y predecir el crecimiento de especies de
Pseudomonas alterantes. Ademas es capaz de relacionar la vida media de un producto a su
historial de temperaturas de almacenamiento. Sin embargo, el FSP requiere que el usuario
tenga algunas nociones sobre informatica, lo cual puede oponerse a la flexibilidad del mismo.

Otro software es el Seafood Spoilage Predictor (SSP), el cual predice e ilustra el
efecto de la temperaturas y/o de los niveles de CO, sobre el crecimiento bacterias
alterantes de productos de la pesca, como son Shewanella putrefaciens y Photobacterium
phosphoreum, y sobre la vida comercial de dichos productos (Dalgaard y col., 2002).

Con la utilizacion de estos programas informaticos, para la estimacion del
crecimiento microbiano, no se puede garantizar que los valores predictivos se
igualen a los observados en cualquier sistema alimenticio especifico. Los
investigadores han sefalado las insuficiencias existentes en las fuentes actuales
de informacion y han manifestado la necesidad de crear nuevas investigaciones
para el desarrollo de softwares de modelos predictivos. Sin embargo, las
investigaciones han demostrado que las predicciones obtenidas con varios
programas informaticos concuerdan razonablemente bien con los resultados de la
literatura o de experimentos.

Estrategia de modelizacion

Un requisito légico e imprescindible para la confeccidn de un modelo matematico
adecuado es la obtencion de datos apropiados que describan los efectos de diferentes
factores en el desarrollo bacteriano.

La estrategia a seguir para la confeccidén de un modelo predictivo de crecimiento
bacteriano consta segun Roberts y Jarvis (1983) de las siguientes fases:

Diseno

Eleccién de los parametros y confeccién de un plan de combinacion de estos
parametros. Es necesario establecer las variables en las que se basara el experimento,
si existen o no relaciones entre ellas, el rango en que oscilaran, la cantidad de datos
necesarios, el modelo experimental usado y cual sera la medicion de las respuestas.



Se sabe que existen combinaciones de factores (bajos valores de temperatura y pH,
por ejemplo) donde las condiciones son extremas y no habra crecimiento, y por otro
lado combinaciones éptimas de factores donde el crecimiento sera rapidisimo (37°C
y pH= 7, por ejemplo para muchos microorganismos). Justamente en estos puntos
habra que prestar especial atencién durante el planteamiento del experimento.

El disefio experimental variara segun los objetivos planteados, siendo muy diferente
la modelizacion de la produccién de una toxina o la duracion del tiempo de adaptacion de
un microorganismo patégeno en un alimento.

Acumulacion de Datos

La aproximacién al modelizacion se ha desarrollado usando curvas de crecimiento. Es
importante que se realice suficiente cantidad de recuentos para describir toda la curva, sobre todo
en durante cuatro momentos clave: la transicién de la fase de adaptacién a la fase exponencial, la
pendiente de la fase exponencial, la transicion de la fase exponencial y la fase estacionaria.

Ajuste de la Curva

Si se representa el logaritmo del recuento bacteriano frente al tiempo, se obtiene
una curva sigmoidal (Figura 1). Se observa una primera fase, la fase de adaptacion de las
células al nuevo ambiente, donde la tasa de crecimiento aumenta, luego le sigue la fase
exponencial donde la tasa de crecimiento es constante, las células se reproducen lo
mas rapido que pueden y llegan a una tercera fase donde la tasa de crecimiento es cero,
fase estacionaria, paraluego pasar a ser negativa en la fase de declive o muerte.

Si consideramos la ecuacién de Gompertz como un ejemplo sencillo de ajuste de curvas:

(,e(fB*(th )])
Gompertz=L(t)= A+ Cx*e
donde:

L(t)=log del nimero de bacterias en el tiempo t (en horas){log (cfu/ml)}

A= numero de bacterias (asintota) cuando el tiempo disminuye indefinidamente
(por ejemplo, nivel inicial de bacterias){log(cfu/ml)}

C= Cantidad de crecimiento (asintdlico) que ocurre cuando el tiempo aumenta
indefinidamente {log(cfu/ml)}

M= tiempo en el que el valor absoluto de crecimiento es maximo (hr).

B= Tasa relativa de crecimiento a M {log(cfu/ml)/hr}




Este ajuste a la curva debe posibilitar la definicién de los parametros necesarios
para el modelo (B, M, C, A) en el caso de la funciéon de Gompertz, buscando para su
estimacion la diferencia minima de los minimos cuadrados. Deben existir suficientes
puntos de recuentos en donde la pendiente de la linea cambia (superior e inferior). Si
no se tienen suficientes puntos se obtendra una estimacién muy pobre de la pendiente
maxima que se utilizara en el siguiente paso del modelizacién. Expresiones de la
respuesta de crecimiento (tiempo de generacion, tiempo de adaptacion, ...) son
calculadas a partir de los parametros de Gompertz de la siguiente forma:

Tasa exponencial de crecimiento: EGR=B*C/ e {log(ufc/ml)/h}

Tiempo de generacion: GT=(LOG 2) *e/ B*C {h}

Modelizacion

En esta etapa la relacion existente entre los parametros de crecimiento
calculados (tasa especifica de crecimiento, por ejemplo) y las variables consideradas
(la temperatura, por ejemplo) es traducida en una expresién matematica, como por
ejemplo la ecuacién de Ratkowsky y cols. (1983). Diversos estudiosos en este campo
de los modelos predictivos estan realizando grandes esfuerzos en la busqueda
ecuaciones con mayor componente mecanistico, o sea, que sean expresiones del
metabolismo microbiano y no simplemente el mejor ajuste matematico de unos datos
. Para cualquier sistema se asume que existe una representacion matematica o fisica
precisa de todos los fendmenos que ocurren en el sistema. En muchas situaciones
sin embargo, a priori no se conoce cual es el modelo y es lo primero que el investigador
debe establecer (lyengar, 1984).

Validacion

Este modelo aun pareciendo bueno necesita su validacion, comparando las
respuestas de crecimiento reales (tiempos de generacion, tasa de crecimiento, densidad
maxima, etc.) que han sido publicados en la literatura cientifica o bien resultados de
nuevos experimentos, con los valores predictivos generados por el modelo. En algunos
casos la coincidencia es excelente, otras veces la literatura no tiene muchos ejemplos.
Zwietering y cols. (1994) han realizado un estudio reciente sobre la validacién de los
modelos y transformaciones que se realizan a los datos.



Prediccion

Sélo después que el modelo haya sido validado ya sea basandose en la literatura
que incluye varios ejemplos de crecimiento en alimentos con amplio rango de propiedades,
o por estudios de inoculacién en productos, puede tenerse la garantia de que el modelo
puede ser usado en predicciones (FLAIR, 1993).

Aplicaciones

Los modelos predictivos de crecimiento microbiano son herramientas utiles para
que los microbidlogos obtengan estimaciones iniciales del comportamiento microbiano.
Sin embargo, es fundamental que el usuario entienda y respete las limitaciones de un
modelo dado. Algunos alimentos tendran valores ambientales fuera de aquellos empleados
para construir el modelo. Los alimentos pueden contener factores adicionales no incluidos
en el modelo, con influencia significativa sobre el comportamiento de un microorganismo
patégeno. El uso del modelo en estas situaciones es inapropiado y dara lugar a predicciones
probablemente inexactas. No obstante, una vez validados, los modelos pueden aportar
informacion rapidamente para tomar decisiones en muchas situaciones.

Entre las posibles aplicaciones de la microbiologia predictiva se puede mencionar
el establecimiento de la vida media comercial de los productos alimenticios, el estudio de
posibles riesgos de crecimiento de microorganismos patégenos en productos nuevos y en
la formacién de personal puede ayudar a explicar el comportamiento microbiano durante un
proceso y la importancia de los puntos de control. Otro aporte significativo lo hacen los
modelos predictivos en el APPCC y en la evaluacion del riesgo dentro del analisis de riesgo.

EIAPPCC y la microbiologia predictiva son conceptos complementarios donde la
microbiologia predictiva puede aportar un uso mas poderoso del APPCC al establecer
objetivamente y cuantitativamente los efectos de cada fase del proceso con la calidad y
seguridad del alimento (McMeekin y Olley, 1993). Estos autores establecen una
comparacion entre la definicion de la APPCC por el ICMSF(1991) y la definicidn de los
estudios de la microbiologia predictiva en los alimentos.

Los modelos predictivos se ha desarrollado basandose en experimentos utilizando
medios de cultivos o directamente productos alimenticios. Se han realizado modelos a
partir de productos como carnes y productos carnicos (POONI, et al. 1984;Pooni y Mead,



1984), leche (Biny cols., 1991), vegetales (Guerzoniy cols., 1992), pescado (Charmy
cols., 1972) y salsas (Zanoni y cols., 1993 ).

Los microorganismos sobre los que se han realizado modelos predictivos son muchos,
entre ellos los mas estudiados fueron; Clostridium botulinum (Baker y Genigeorgis, 1990);
Listeria monocytogenes (Buchanan y Philips, 1990); Staphyloccoccuos (Buchanan, y cols.
1993); Salmonella (Gibsony cols., 1988); Aeromonas hydrophila (Palumbo vy cols., 1992);
E. coli (McClure y Roberts, 1987); Yersinia enterocolitica (Little y cols., 1994); Bacillus
cereus (Raevuori y Genigeorgis, 1975); Pseudomonas (Membré y Burlot, 1994); psicrofilos
(Stannard y cols, 1985), bacterias acidolacticas (Nicolai y cols., 1993); Clostridium
perfringens (Yip y Genigeorgis, 1981) y levaduras (Gardini y cols., 1990)
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