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RESUMEN

Se determiné el efecto del tiempo y la temperatura de almace-
namiento sobre el recuento de aerobios mesdfilos y enterobac-
terias potencialmente productoras de aminas biégenas en dos
marcas de carne de hamburguesa (A y B). Cincuenta y seis
(56) muestras, fueron almacenadas a -10, 4 y 10°C, durante
96 horas. A las 0 (menos de seis horas de preparacion), 48 y
96 horas, se retir6 una muestra de cada temperatura, con la fi-
nalidad de realizar recuento de aerobios mesofilos (RAM), re-
cuento e identificacion de Enterobacterias, segun ICMSF, y
concentracion de aminas biégenas (hora 0) por cromatografia
liquida de alta resolucion. EI mayor RAM para las marcas A 'y
B se produjo a 10°C a 96 horas, 5,83 y 6,86 log UFC/g, res-
pectivamente, el menor valor se encontré en el tiempo 0, sien-
do 5,06 para la marca Ay 4,91 para la marca B. A4y 10°C, se
observaron diferencias significativas (P<0,05) en el recuento
de enterobacterias entre las marcas A y B, a partir de 48 ho-
ras. Se identificaron las enterobacterias potencialmente pro-
ductoras de aminas bidgenas: Citrobacter freundii, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans, Entero-
bacter aerogenes, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, y las
aminas bidgenas espermina, espermidina, cadaverina y sero-
tonina, en concentraciones inferiores a los limites maximos
(200-500 ppm). Conclusién: se observaron incrementos signifi-
cativos en el recuento de aerobios mesdfilos y enterobacterias
en ambas marcas de carne de hamburguesa almacenadas a 4
y 10°C a partir de 48 horas. Las concentraciones de aminas
bidbgenas no excedieron los limites establecidos.

Palabras clave: Aminas biégenas, crecimiento bacteriano,
hamburguesas.

ABSTRACT

The objective of this work was to determine the effect of tem-
perature and storage time on aerobic mesophilic bacteria and
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enterobacteria potentially producer of biogenic amines, in two
brands (A and B) of hamburger’s meat. Fifty six (56) samples
were purchased and stored at -10, 4 and 10°C during 96
hours. A sample was taken from each temperature at the 0
(less of six hours of preparation), 48 and 96 hours, to count
aerobic mesophilic bacteria (RAM), and enterobacteriaceae
according ICMSF. Enterobacteriaceae colonies were tested for
their identification. Biogenic amines concentration was deter-
mined by high performance liquid chromatography. The high-
est RAM for brands A and B was produced at 10°C and 96
hours, 5.83 and 6.86 log UFC/g; and the lowest values were
found at time 0, being 5.06 for brand A, and 4.91 for brand B.
Significant differences (P<0.05) were found at 4 and 10°C in
enterobacteria count from 48 hours in both brands. Potentially
biogenic amine producing enterobacteria were identified: Citro-
bacter freundii, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Entero-
bacter agglomerans, Enterobacter aerogenes, Hafnia alvei,
Klebsiella pneumoniae. Espermine, espermidine, cadaverine
and serotonine were detected in concentrations lower than the
maximum allowed values (200-500 ppm). In conclution, signifi-
cant increases in aerobic mesophilic and enterobacteria counts
were detected for both brands of hamburguer meat stored at 4
and 10°C from 48 hours. Although biogenic amine producing
enterobacteria were found, they didn’t exceed allowed limits.

Key words: Biogenic amines, bacterial growth, hamburger.

INTRODUCCION

La carne fresca que constituye la materia prima para la
elaboracion de hamburguesas, puede presentar cierta conta-
minacién bacteriana, ya sea enddgena (antes de la muerte
del animal) o exdgena, la cual se produce después de la
muerte del animal, en los subsiguientes episodios de desan-
gramiento, evisceracion, y en la preparacion de la canal, de-
bido a la utilizaciéon de utensilios contaminados, condiciones
higiénicas de la sala de matanza y del personal que alli labo-
ra. Obtenida la canal, ésta continla expuesta a la contamina-
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cién bacteriana en los procesos de almacenamiento, refrigera-
cion, transporte, distribucion, industrializacién y manipulacion
doméstica [13, 14].

La carne, presenta enzimas tisulares (constitutivas) y en-
zimas microbianas (producto de la contaminacién existente).
Estas enzimas actdan después de la muerte del animal por un
proceso denominado autélisis, dando origen a cierto grado de
hidrélisis de las proteinas (protedlisis) de los tejidos muscula-
res y conectivos, y de las grasas (lipdlisis). La autolisis predis-
pone a los productos carnicos convirtiéndoles en sustratos fa-
vorables para el crecimiento microbiano, debido a la liberacién
de péptidos y aminoacidos, los cuales son utilizados por los
microorganismos presentes [18].

Los cortes de carnes frescas poseen una flora microbia-
na mixta que contamina principalmente la superficie, los géne-
ros mas frecuentemente encontrados son Pseudomonas, Ach-
romobacter, Flavobacterium, Lactobacillus, Micobacterium y
Micrococcus [9]. Entre éstos pueden estar aquellos que con-
tengan enzimas descarboxilasas, existiendo asi todos los ele-
mentos favorables para la formacion de aminas biégenas [18].

Las aminas bibgenas se forman como consecuencia de
la proliferacion bacteriana [1]. Numerosas bacterias han sido
reportadas como poseedoras de capacidad de formacion de
aminas biogenas: Escherichia coli, Aeromonas sp, Enterobac-
ter sp, Citrobacter sp [15]. Cuando estan presentes en carne
fresca y procesada, son indicadores de deficiente calidad sani-
taria, elevada contaminacién y condiciones inapropiadas du-
rante el procesamiento y almacenamiento, que afectan la hi-
giene alimentaria [3].

Estos compuestos quimicos producen efectos toxicos y
farmacoldgicos en el organismo, las aminas biégenas psicoac-
tivas actian sobre los neurotransmisores en el sistema nervio-
so central, mientras que las aminas bidgenas vasoactivas ac-
tdan tanto directa como indirectamente sobre el sistema vas-
cular [5, 7, 15, 20]. La histamina, putrescina, cadaverina, tira-
mina, triptamina, feniletilamina, espermina y espermidina, han
sido consideradas como las mas importantes en los alimentos,
causantes de numerosos episodios de intoxicaciéon por el con-
sumo de pescados, quesos madurados, vinos, en especial el
tinto y productos carnicos, entre los cuales estan las salchi-
chas secas, pastrami, salami y carnes no procesadas [17].

La temperatura es uno de los factores que influye en la
viabilidad y desarrollo microbiano, debido a que interviene favo-
rablemente en el crecimiento de microorganismos y por lo tanto,
en la produccién de aminas biégenas. El uso de temperaturas
inferiores a 10°C y preferiblemente a 5°C o menos, es recomen-
dable para disminuir la formacion de estos compuestos [2, 11].

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto
del tiempo y la temperatura de almacenamiento sobre el nu-
mero de aerobios mesdfilos y enterobacterias, potencialmente
productoras de aminas biégenas en dos marcas de carne de
hamburguesas.

MATERIALES Y METODOS

Recolecciéon y preparaciéon de la muestra

Se adquirieron 56 muestras de dos marcas de carne de
hamburguesa lista para cocinar, denominadas A y B (28 de
cada marca), que fueron preparadas el mismo dia del mues-
treo (las muestras se adquirieron con menos de seis horas de
preparacion), en dos supermercados de la ciudad de Maracai-
bo, Venezuela. Se realiz6 un total de cuatro muestreos, con in-
tervalo de tres semanas.

Las muestras fueron transportadas en cavas de anime al
laboratorio, donde se procesaron en un lapso inferior a seis ho-
ras de su preparacion; cada una fue dividida asépticamente en
2 porciones de tamafio similar, que se colocaron en bolsas plas-
ticas herméticamente cerradas y se almacenaron en refrigera-
dores con temperaturas controladas de -10, 4 y 10°C, durante
96 horas. La temperatura de -10°C representa la temperatura
promedio de un congelador, 4°C la del establecimiento de ex-
pendio del producto y 10°C la de un refrigerador doméstico.

El dia de llegada de la carne de hamburguesa al labora-
torio, que corresponde a la hora 0, ademas de los tiempos de
almacenamiento de 48 y 96 horas, se retiré una muestra alma-
cenada a cada una de las temperaturas, con la finalidad de
realizar por duplicado las siguientes determinaciones:

Anélisis microbiolégico

Se prepararon diluciones seriadas (10'l - 10'4), segun la
metodologia propuesta por la Comisién Internacional de Espe-
cificaciones Microbiolégicas en Alimentos (ICMSF) [12], a par-
tir de las cuales se determiné recuento de aerobios mesdfilos
(RAM), utilizando agar plate count, y recuento e identificacion
de Enterobacterias, utilizando agar violeta rojo bilis dextrosa,
en placas sembradas por profundidad; el recuento de las colo-
nias formadas (UFC/g) se realiz6 con un contador de colonias
Fisher. Las colonias color parpura caracteristicas de Entero-
bacterias, se sembraron en agar nutritivo con la finalidad de
realizar la prueba de la oxidasa. Las colonias oxidasa negati-
va, fueron inoculadas en el medio triple azucar hierro, a partir
del crecimiento en ese medio se realizaron pruebas bioquimi-
cas segun Zinsser [22]. Todos los medios utilizados fueron ad-
quiridos de la marca Merck.

Analisis quimico

Se determiné la presencia y concentracion de las ami-
nas biégenas: putrescina, cadaverina, triptamina, histamina,
feniletilamina, serotonina, tiramina, espermidina y espermina,
por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), siguiendo
la metodologia propuesta por Eerola y col. [8].

Para la extraccion de las aminas biégenas, 2 g de carne
fueron adicionados de 10 mL de acido perclérico 0,4 M, y ho-
mogenizados utilizando un homogenizador Ultraturrax®. Poste-
riormente se centrifugd por 10 min a 3500 rpm, el sobrenadan-
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te fue filtrado con papel Whatman N° 2. Al sedimento se le
agreg6 10 mL de acido perclérico, que fue centrifugado y filtra-
do, combinandose los sobrenadantes y ajustando a un volu-
men de 25 mL con acido perclérico 0,4 M.

Con la finalidad de formar un derivado fluorescente, 1
mL de la muestra fue mezclado con 200 pl de NaOH 2N, 300
pl de NaxCO3 saturado y 2 mL de cloruro de dansilo en una
concentracion de 0,01mg/mL, incubado a una temperatura de
40°C por 45 min. Transcurrido el tiempo se agreg6 100 pl de
amoniaco y se filtr6 a través de un filtro millipore (tamafio de
poro 0,22 um). Posteriormente 20 pl del filtrado se inyectaron
en el cromatégrafo.

El cromatografo liquido Shimadzu de la serie 6 A, estuvo
integrado por una vélvula de inyeccion manual Rheodyne con
un loop de 20 pl de capacidad, una bomba LC-6 A, una colum-
na de fase reversa Merck, RP-18 Lichrospher de 12,5 cm de
longitud por 4,5 mm de didmetro interno, tamafio de las parti-
culas de silica 5 pm. Se utilizé un detector UV-Visible modelo
SPD-6AD, a una longitud de onda de 254 nm.

Las condiciones de trabajo del equipo consistieron en un
sistema isocratico con una fase movil constituida por Acetoni-
trilo: Acetato de Amonio 0,1M, en dos proporciones, la primera
55:45 para la deteccion de histamina, putrescina, feniletilami-
na, cadaverina y triptamina. La segunda 78:22 para la detec-
cion de serotonina, tiramina, espermina y espermidina. El flujo
fue 0,8 mL/min. El registro y andlisis de la data se realizaron
con el software cromatografico class-VP marca Shimadzu.

La deteccién y cuantificacion de las aminas se realizé
por comparacion del tiempo de retenciéon de la muestra y del
estandar de referencia, que consistid6 en una mezcla con una
concentracion de 20 ppm de las aminas estudiadas, preparada
en una solucién de acido perclérico 0,4 M, a partir de una solu-
cion madre de 500 ppm en agua destilada.

Analisis estadistico

Se aplicé un disefio factorial 2x3x3, siendo los factores
estudiados: dos marcas de hamburguesas (A y B), tres niveles
de temperatura (-10, 4, 10°C) y tiempo a tres niveles diferentes
(0, 48, 96 h). A los tratamientos les fueron asignadas las uni-
dades experimentales en forma aleatoria, las variables depen-
dientes RAM y recuento de enterobacterias, mientras que las
independientes fueron temperatura y tiempo. Los datos se
analizaron mediante el software estadistico SAS PROC-GLM
[16]. Las medias fueron comparadas usando la prueba de
Tukey, con un nivel de significacion de 0,05 [6].

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento de Aerobios Meséfilos

En la TABLA I, se muestran los valores promedio de re-
cuento de aerobios mesofilos (RAM), expresados en log
UFC/g, en dos marcas de carne de hamburguesas a tres tem-

peraturas y tiempos de almacenamiento. EI mayor recuento
para las marcas A y B se produjo a 10°C en un tiempo de 96
horas, 5,83 y 6,86 respectivamente, mientras que el menor va-
lor se encontré en el tiempo 0, siendo 5,06 para la marca Ay
4,91 para la marca B.

En la marca A, a las temperaturas de -10 y 4°C, no se
observaron diferencias significativas en el RAM durante 96 ho-
ras de almacenamiento, mientras que a 10°C se observé un
incremento significativo (P<0,05) a partir de 48 horas. Por su
parte, en la marca B, a -10°C no se encontraron diferencias
significativas para ninguno de los tiempos de almacenamiento,
mientras que a 4 y 10°C se observé un incremento significativo
(P<0,05) en el RAM a partir de 48 horas.

El tiempo y la temperatura de almacenamiento, son de-
terminantes en el aumento del crecimiento de aerobios mesofi-
los, a medida que aumenta el tiempo y la temperatura de al-
macenamiento aumenta el crecimiento de la poblacién bacte-
riana [11].

Al comparar los resultados obtenidos con las normas
COVENIN para carnes de hamburguesa [4], se observo que el
RAM, se encuentra dentro de los limites permisibles (<7 log
UFC/g). Resultados similares fueron reportados en Venezuela
por Narvaez y col. [14], al evaluar el desempefio higiénico sa-
nitario en la produccion de hamburguesa. Estos autores repor-
taron elevados valores de RAM a la temperatura de 10°C, indi-
cativo de que no es una temperatura 6ptima para el almacena-
miento de la carne de hamburguesa.

Enterobacterias

En la TABLA Il se observan los valores promedios de
Enterobacterias expresados en log UFC/g, en las dos marcas
de carnes de hamburguesas estudiadas, a tres temperaturas y

TABLA |

RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS (log UFC/g)

EN DOS MARCAS DE CARNE DE HAMBURGUESA
ALMACENADAS A DIFERENTES TIEMPOS

Y TEMPERATURAS
Marca A
Horas
Temperatura °C 0 48 96
-10 5,062 5,092 5,2620
4 5,062 5,29ab 5,740
10 5,062 5,770 5,830
Marca B
-10 4,912 4,992b 5,172
4 4,912 5,870¢ 6,26¢d
10 4,912 6,34¢d 6,864

Superindices con letras diferentes indican diferencias significativas (P<
0,05).
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TABLA Il
RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS (log UFC/g)
EN DOS MARCAS DE CARNE DE HAMBURGUESA
ALMACENADAS A DIFERENTES TIEMPOS

Y TEMPERATURAS
Marca A
Temperatura °C Horas
0 48 96
-10 4,622b 4,708b 4,092
4 4,628b 4,752b 4,152
10 4,628b 5,17b 4,592b
Marca B
-10 4,243 4,6820¢ 4,343
4 4,242 5,68° 5,54b¢
10 4,242 5,79° 5,70¢

Superindices con letras diferentes indican diferencias significativas
(P< 0,05).

tiempos de almacenamiento. Al analizar la marca A, a la tem-
peratura de -10°C no se detectaron diferencias significativas
en los valores para los diferentes tiempos de almacenamiento.
El menor valor se observé a 96 horas, de 4,09, un comporta-
miento similar se observo para ese tiempo de almacenamiento
y a las temperaturas de 4y 10°C.

A las temperaturas de 4 y 10°C se observaron diferen-
cias significativas (P<0,05) en el recuento de enterobacterias
entre las marcas Ay B, a partir de 48 horas de almacenamien-
to. Por otra parte, a -10°C no se presentaron diferencias relati-
vas al tipo de marca consideradas en el ensayo.

En la marca B se encontré menor contaje a las 0 horas
siendo éste de 4,24, con un incremento significativo (P<0,05) a
las 48 horas en las temperaturas de 4 y 10°C, pero mantenien-
do el mismo comportamiento que en la marca A, es decir, dis-
minuyendo a las 96 horas de almacenamiento, lo cual podria
ser atribuido a una gradual disminucién de los nutrientes [11].
Resultados similares obtuvieron Trevifio y col. [19] en salchi-
chas donde el contaje de enterobacterias mostr6 tendencia de-
creciente a partir del tercer dia de almacenamiento.

Segun la ICMSF [11], la velocidad del crecimiento puede
verse afectada por los cambios de temperatura que estén por
debajo del 6ptimo. Pudiendo llegar a ser mas lento en aquellas
temperaturas inferiores a los 0°C, esto podria explicar el creci-
miento de las enterobacterias a esta temperatura.

Enterobacterias potencialmente productoras de aminas
biégenas

En la TABLA 1l se presenta una lista donde se muestran
las enterobacterias potencialmente productoras de aminas bio-
genas presentes en las marcas comerciales de carnes para
hamburguesas. Se encontraron en ambas marcas: Citrobacter

10

TABLA Il
ENTEROBACTERIAS POTENCIALMENTE PRODUCTORAS
DE AMINAS BIOGENAS EN DOS MARCAS
DE CARNE DE HAMBURGUESAS

Enterobacteria Marca A Marca B
Escherichia coli + +
Enterobacter aerogenes + +
Enterobacter agglomerans + +
Citrobacter freundii + +
Enterobacter cloacae + +
Hafnia alvei + +
Klebsiella pneumoniae + +
Klebsiella terrigena +

Citrobacter sp. +

E. agglomerans group +
Escherichia coli inactiva +
Enterobacter gergoviae +
Klebsiella ozaense +
Morganella sp. +

+ indica la presencia del microorganismo.

freundii, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter aerogenes, Hafnia alvei, Klebsiella
pneumoniae. En el caso de la marca A también estuvieron pre-
sentes Citrobacter sp, Klebsiella terrigena, mientras que en la
marca B se encontraron Enterobacter gergoviae, Klebsiella
ozaense, Morganella sp.

Dichos resultados son similares a los reportados por Fu-
gen y col. [10], quienes encontraron en carne de hamburgue-
sas que las bacterias formadoras de histamina fueron Escheri-
chia coli seguida por Morganella morganii, Proteus mirabilis,
Proteus pennerii, y Hafnia alvei. El productor de cadaverina
mas importante fue Escherichia coli, al igual que Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter fergusonii;
la putrescina por su parte fue producida por Escherichia coli,
Citrobacter freundii, Enterobacter spp, Serratia guinesu, Pro-
teus alcalifagens, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Pro-
teus pennerii y Hafnia alvei. La feniletilamina y la triptamina
son producidas por Citrobacter freundii, Escherichia coli, Ente-
robacter taylorae, Hafnia alvei, Morganella morganii.

Concentracién de aminas biégenas

La TABLA IV muestra las concentraciones expresadas
en partes por millon (ppm) de las aminas bidgenas detectadas
en las marcas de hamburguesa A y B. Se encontraron cuatro
aminas bidgenas: espermina, espermidina, cadaverina y sero-
tonina, el resto de las aminas biégenas no fue detectado por el
cromatégrafo. En la marca A, serotonina y espermina se en-
contraron en mayor concentracion y en la marca B, espermina
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TABLA IV
CONCENTRACION DE AMINAS BIOGENAS (ppm)
EN DOS MARCAS DE CARNE DE HAMBURGUESA

Amina biégena Marca A Marca B
Espermina 59,58 104,45
Espermidina 58,20 73,07
Cadaverina 57,53 68,00
Serotonina 59,78 33,73

y espermidina. Las concentraciones detectadas en las marcas
de carnes de hamburguesas estudiadas se ubicaron por deba-
jo de los niveles permitidos para alimentos (200-500 ppm) [21].

Los resultados obtenidos en el presente estudio difieren
de los realizados por Bover y col. [3] en salchichas madura-
das, donde las principales aminas formadas fueron tiramina y
cadaverina; la presencia de putrescina fue variable dependien-
do de la muestra utilizada. Por otra parte Fugen y col. [10] en-
contraron en productos carnicos en primer lugar la putrescina
seguida por la cadaverina, tiramina e histamina. Al comparar
los resultados del presente estudio, con los realizados por di-
chos investigadores, se encontrd similitud en relacion a la ca-
daverina.

CONCLUSIONES

— Se observaron incrementos significativos en el recuento
de aerobios mesofilos y enterobacterias en ambas mar-
cas de carne de hamburguesa almacenadas a 4 y 10°C
a partir de 48 horas.

— EI contaje de aerobios mesdfilos en carne de hambur-
guesa almacenada a -10, 4 y 10°C durante 96 horas, fue
inferior a los limites microbiolégicos establecidos por la
norma COVENIN.

— En las dos marcas estudiadas se identificaron las ente-
robacterias potencialmente productoras de aminas bio-
genas: Citrobacter freundii, Escherichia coli, Enterobac-
ter cloacae, Enterobacter agglomerans, Enterobacter ae-
rogenes, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae.

— Las aminas biégenas encontradas fueron: espermina,
espermidina, cadaverina, serotonina, en concentracio-
nes inferiores a los limites permitidos para alimentos.

RECOMENDACIONES

— Realizar estudios en cuanto a la calidad microbiolégica
en otras marcas de carne de hamburguesa de alto con-
sumo en la poblacién zuliana.

— Realizar estudios complementarios de aminas biégenas
en carnes de hamburguesa en funcion de los factores
tiempo y temperatura.

— Se recomienda a los organismos gubernamentales forta-
lecer el sistema de vigilancia y establecer un mayor con-
trol microbiolégico en plantas procesadoras de hambur-
guesas, con el fin de mejorar la calidad sanitaria del pro-
ducto y resguardar la salud de los consumidores.

— Establecer limites dentro de las normas COVENIN para di-
ferentes especies de enterobacterias y aminas biégenas.
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