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RESUMEN

La carne es uno de los principales alimentos transmisores de bacterias
patdgenas. Por esta razon existe el interés en ofrecer carne higiénicamente
aceptable y por ello la posibilidad de utilizar sustancias que favorezcan esta
condicion. Entre las sustancias utilizadas frecuentemente estan los acidos
organicos y el ozono. El objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad del
acido lactico y del ozono como tratamientos antimicrobianos al final del proceso de
matanza de bovinos, en comparacion con el lavado con agua. La evaluacién se
realiz6 mediante la cuantificacion de mesdfilos, coliformes totales y E. coli. El
experimento consistié en seleccionar 30 medias canales para el tratamiento del
acido lactico y 30 para el tratamiento con ozono, todas con sus respectivos
controles; seleccionando medias canales al inicio, intermedio y final del proceso de
matanza, con respecto al tiempo. La solucién de acido lactico al 2% se aplicé con
una bomba de aspersion a las canales en el refrigerador, mientras que el ozono se
mantuvo encendido durante la refrigeracion de las canales a una concentracion de
0.5 ppm. Transcurrido dieciocho horas de refrigeracion, se tomo la muestra de la
region del flanco izquierdo. Los resultados mostraron que hubo una reduccion
significativa en los coliformes totales de 3.8 NMP/cm? y 0.7NMP/cm? por la
utilizacién del &cido lactico y el ozono respectivamente; mientras que los mesofilos
y E. coli no mostraron disminucion significativa (P>0.05) con ninguno de los dos
tratamientos. Al evaluar el efecto de ambos tratamientos durante el proceso, se
observé que conforme se incrementaba la actividad del proceso de matanza
ningun tratamiento fue efectivo; ya que al aumentar el nimero de animales
durante la matanza, la carga bacteriana también aumentd. Se concluy6 que el
acido lactico tuvo un mayor efecto antimicrobiano sobre los coliformes totales en
comparaciébn con el ozono, pero que ademdas ningun tratamiento es lo
suficientemente efectivo si  los establecimientos que producen carne
higiénicamente aceptable no llevan a cabo las buenas practicas de higiene (BPH).

Palabras clave: acido lactico, ozono, lavado de canales, establecimientos de

matanza.
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ABSTRACT

Meat is one of the main transmitting foods of pathogenic bacteria. Therefore,
there has been increase awareness in offering hygienically acceptable meat and
for that reason the possibility of using substances that favor this condition. Organic
acids are among the frequently used substances and in the last decade ozone has
been used too for the same purpose. The objective of this study was to evaluate
the effectiveness of lactic acid and ozone as antimicrobial treatments at the end of
the bovine slaughter process, in comparison with washing carcasses with water.
The evaluation was carried out quantifying aerobic-mesophylic bacteria (BAM),
total coliforms and E. coli. The experiment consisted of selecting 30 half carcasses
for the treatment of lactic acid and 30 for the treatment with ozone, all of them with
its respective controls; carcasses were selected at the beginning, at the middle and
at the end of the slaughter process. A two percent lactic acid solution was applied
with an aspersion pump to the carcasses on the refrigeration chamber, whereas
ozone at 0.5 ppm concentration was kept running during the refrigeration of the
carcasses, animals from both treatments were maintained eighteen hours under
refrigeration temperatures. After that, a sample was taken on the left flank of the
carcass. The results showed that total coliformes had a significant reduction of 3.8
and 0.7 NMP/cm? due to the use of lactic acid and ozone respectively; whereas
BAM and E. coli did not show significant decrease (P> 0.05) with neither treatment.
When evaluating the effect of both treatments during the process, it was observed
that none of them was effective, when the number of animal increased, the
bacterial load also increased. In conclusion lactic acid treatment had a greater
antimicrobial effect on the total coliforms in comparison with the ozone one;
however no treatment is sufficiently effective to provide hygienically acceptable
meat if the plant does not carry out the good hygiene practices (GHP).

Key words: lactic acid, ozone, washing of carcasses, slaughterhouse.



INTRODUCCION

Los animales y el ambiente son fuente de microorganismos patdégenos, los
cuales contaminan las canales durante el proceso de matanza (Sofos et al.,
1999). Esto lo confirma la informacién epidemiolégica sobre las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA) colocando a la carne como uno de los
principales alimentos transmisores de bacterias patégenas causantes de brotes de
enfermedad (Olsen et al., 2000). En Estados Unidos se estiman 76 millones de
casos, asociados principalmente por el consumo de carne (CDC, 2005). En
México no hay informacién que estime las causas de ETA, Unicamente como dato
relevante se registraron en el afio 2007, 4859 casos de intoxicaciones alimentarias
de origen bacteriano por cada 100 mil habitantes (DGE, 2007). Ademas del
impacto que causa en la salud publica, ésta el costo generado por la enfermedad,
que en EEUU oscila entre 2,900 y 6,700 millones de doélares (Buzby et al., 1996).

Durante el crecimiento y desarrollo de los animales utilizados para obtener
la carne, el masculo es estéril; sin embargo, durante el proceso de matanza es
comun que se contamine, ya que los componentes de la carne como proteinas y
carbohidratos son un sustrato ideal para la proliferacion de microorganismos
deteriorantes y patdogenos (Guerrero, 1994). La contaminacion ocurre
principalmente por la piel, que puede llevar 9.0 logyo bacterias por cm? (Jericho et
al., 1996), salida del contenido gastrointestinal durante la evisceracién y la
introduccién de bacterias a través de la manipulacién durante el proceso de
matanza y almacenamiento (Dickson et al., 1992). Todos estos factores hacen
que haya una transferencia continua de microorganismos de las canales a los

trabajadores, superficie de los equipos y viceversa. (Jonhson et al., 1990).

En México predominan dos tipos de establecimientos dedicados a la
matanza; los rastros municipales, que constituyen un servicio publico prestado por

los municipios. En la mayoria de estos rastros tienen ciertas deficiencias y estan



ubicados en lugares poco adecuados, considerando ademas que no cumplen con
las normas de higiene necesarias para su funcionamiento (Signorini, 2005); y los
establecimientos Tipo Inspeccion Federal (TIF) que al contar con esta
denominacion es simbolo de calidad higiénico-sanitaria, tal situacion los hace
aptos para exportar. Para cualquier establecimiento de matanza como una medida
para reducir la contaminacion visible en las canales, por norma sé debe realizar
el lavado de la canal con agua a presibn y en caso de que haya salida de
contenido gastrointestinal la canal debera retenerse para eliminar la contaminacion
con un cuchillo haciendo cortes de las areas afectadas y lavarse inmediatamente
con agua (NOM-194-SSA1-2004). Sin embargo se ha demostrado que la
utilizacion de agua tiene una efectividad limitada sobre la reduccion de la carga
bacteriana (Bolton et al., 2001). Para reducir la contaminacion bacteriana de la
carne durante el proceso de matanza, algunos paises han empleado sustancias
quimicas, tal es el caso de las soluciones a base de acidos organicos (Huffman et
al., 2002), las cuales cuentan con la aprobacién de las legislaciones de EEUU,
Bélgica y Alemania al no presentar riesgo para la salud humana. Otra medida de
reciente introduccién en la industria de la carne para reducir la carga bacteriana,
es el ozono, que fue reconocido en 1997 como generally recognized as safe
(GRASS) (USDA, 1998). Ambas medidas han demostrado su amplia efectividad
reductiva en laboratorio, donde se controlan diversos factores que se engloban en
factores extrinsecos, intrinsecos e implicitos; sin embargo pocos estudios han
demostrado su efectividad contemplando estos factores. La realizacion del
experimento en un establecimiento de matanza tipo inspeccion federal (TIF) dio el
ambiente real en el que se procesa la carne sin ser un lugar con una elevada

carga bacteriana como se presentaria en un rastro municipal.



REVISION DE LITERATURA

1. Antecedentes

Durante el proceso de matanza, el ambiente que incluye el personal
operativo, las instalaciones, el equipo y los desechos que se generan, es por
mucho el mayor contribuyente en la contaminacion de las canales. Las bacterias
estdn en contacto con las canales durante las etapas del proceso, donde la
superficie externa de la canal llega a estar expuesta a fuentes potenciales de
contaminacion. La carne puede contaminarse de materia fecal, contenido
estomacal y por la piel durante el desollado (Lahr, 1996). Adicionalmente existen
fuentes de contaminacion cruzada a través de la carne, el equipo y los
trabajadores (IFT, 2002). Las &reas anatomicas que resultan frecuentemente
contaminadas por las diferentes operaciones en el proceso, son la falda, grupa,

corvejon y flanco (Anexo 1y 2).

El Servicio de Inspeccion y Seguridad Alimentaria de los Estados Unidos
(FSIS) realizd6 un estudio microbiologico en ese pais a nivel nacional durante el
periodo del mes de junio de 1997 a mayo de 1998, para estimar la prevalencia y
niveles de bacterias que afectan la salud publica nacional. Se muestrearon 1,881
medias canales para realizar un analisis cuantitativo de E.coli que es un indicador
de higiene general, asi como Salmonella por ser un patdégeno. La prevalencia
nacional estimada fue de 1.2% y 16.6% para Salmonella y E.coli, respectivamente.
Para E.coli se encontraron 10 6 menos unidades formadoras de colonia (UFC/cm?)
en 98.9% de las canales muestreadas y se consideraron cepas no patdégenas
(FSIS, 1998). Estudios microbiologicos realizados en México mostraron que la
carga bacteriana de enterobacterias (principalmente Salmonella, Shigella y
Escherichia) presentes en la carne de bovinos es de 4.74 log UFC/g (Signorini et
al., 2006). Por lo anterior, esta el interés creciente de utilizar medidas adicionales

para reducir o eliminar microorganismos indicadores de sanidad y patégenos.
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La utilizacion de tratamientos de naturaleza fisica, quimica y microbiolégica
sobre la carne han sido una medida para disminuir o eliminar bacterias patogenas.
En los fisicos se encuentran el lavado o inmersion en agua, pasteurizacion,
radiaciones ionizantes, ultrasonido, altas presiones y rayos infrarrojos. Dentro de
los tratamientos quimicos estan, el agua clorada, acidos organicos, ozono, fosfato
trisédico asi como la combinacién de yodo y agua oxigenada. Por ultimo los
tratamientos microbiolégicos, que incluyen bacterias lacticas y bacteriocinas como
la nisina (Moreno, 2006). Este trabajo esta enfocado a los tratamientos quimicos,
especificamente al acido lactico y al ozono, el primero utilizado con afios de

antelacion en la industria de la carne y el segundo de reciente introduccioén.

Las técnicas de descontaminacién para las canales estan enfocadas en
reducir o eliminar bacterias que pueden ser patdgenas para el ser humano, asi
también aquellas que causen cambios deteriorantes en la carne (Huffman,
2002).Segun Bolton et al. (2001), el lavado con agua fria (10-15°C) o tibia (15-
40°C) no debe calificarse como una operacidon descontaminante, ya que aunque
puede eliminar por arrastre algunos microorganismos, redistribuye la
contaminacion puntual; y Unicamente mejora el aspecto de las canales y no la

seguridad de la carne.

Los acidos organicos son clasificados como una medida descontaminante
ya que reducen o eliminan las bacterias y numerosos estudios han reportado su
efectividad sobre poblaciones bacterianas saprofitas y ciertos patdogenos (Castillo
et al., 2001; Dickson et al., 1992; Hardin et al., 1995), por lo que el lavado con
algun acido organico, es considerado un punto critico de control dentro del sistema
HACCP en la industria de la carne, indicandose los limites para su aplicacion
(Anexo 3).

Segun Snijders (1985) aplicar el lavado inmediatamente post mortem sobre

la superficie de la canal caliente reduce la cuenta en placa 1.5 log. Hardin et al.



(1995) estudiaron que un lavado de canales seguido por un enjuagado con acido
lactico al 2% fue mas efectivo en la reduccion de E. coli 0157:H7 y de Salmonella
Typhimurium que el recorte de las areas visiblemente contaminadas o el lavado
Gnicamente. Estos estudios fueron realizados dentro de los 45 minutos posteriores

al desollado mientras la canal todavia estaba caliente.

Prasai et al. (1991) utilizaron una concentracion del 1% de acido lactico a
55°C por aspersion logrando una reduccion de los aerobios totales de mas del
90% vy eliminacion total de Salmonella. Posteriormente Prasai et al. (1997)
utilizaron una concentracion de 1.5% donde Salmonella no fue detectable y los
aerobios totales tuvieron una reduccién del 97%. A una concentracion del 2% a
35°C como lo realiz6 Cutter & Rivera-Betancourt (2000), Salmonella
Typhimurium DT104, y E. coli no-O157:H7 tuvieron una reduccion de 2 log
UFC/cm?.

Por su parte el ozono es un potente antimicrobiano que actia mediante la
oxidacion, siendo el segundo agente oxidante mas poderoso después del flaor.
Este ha tenido diferentes aplicaciones en la industria alimentaria, como la higiene
de superficies, limpieza de equipos en plantas de alimentos (Guzel-Seydim et al.,
2004) y recientemente se utiliza para la limpieza del aire donde se almacena la
carne, de superficies inertes de camaras frigorificas y de vehiculos de transporte

de carne aplicado en forma gaseosa o liquida (Moreno, 2006).

Dentro de algunos estudios donde se ha demostrado la accién del ozono
estan el realizado por Gorman et al. (1995) usando una combinacién de agua a
35°C y 0.5% de ozono para reducir Escherichia coli en falda de res en 1.84 log
UFC/cm?; asi como una reduccién de 1.49 UFC/cm? en los mesoéfilos. Ademas,
Reagan et al. (1996) mostraron que usando 2.3 ppm de ozono sobre canales de
res se redujeron los aerobios en 1.3 log UFC/cm?. Présperi (1999) realizé un
estudio comparativo entre el lavado de las canales con agua clorada y agua

ozonificada encontrando que habia un 250% mas de UFC de aerobios en las



canales que se lavaron con agua clorada que las canales lavadas con agua
ozonificada, y en ninguno de los dos tratamientos se encontraron reducciones

significativas en los coliformes totales.

1. Acido lactico

El &cido lactico es un metabolito producto del metabolismo anaerdbico en el
musculo (Figura 1). Comienza cuando hay una falta de irrigacion sanguinea y por
ende una hipoxia a las células musculares iniciandose la glucdlisis anaerdbica
causando un aumento del acido lactico y un descenso del pH que llega a ser de
5.5. El glucdgeno se llega a agotar y algunas de las enzimas responsables de la
glucdlisis llegan a ser inactivadas por el bajo pH del masculo (Wendell et al.,
2001); encontrandose el acido lactico en el musculo a una concentracién de
10g/kg (Dickson et al., 1992).

Sarcolema
FLUJO SANGUINEO
MIOCITO
——| Glucégeno
1 Glucosa » 1 Glucosa <+ 8
Glucolisis
(10 reacciones
2 ATP sucesivas)
y
2 Piruvato
Via anaerdbica Via aercbica
b |
2 4cido lactico 2 Acetyl-CoA
Sistema de transporte de electrones
36 ATP | Ciclo del
* [ acido citrico
4C0, 4H,0

Figura 1. Version simplificada de la ruta catabdlica del glucdgeno muscular (Wendell, 2001).



2.1. Accion del acido lactico

La accion antimicrobiana del acido lactico es producida por las acciones
combinadas de las moléculas no disociadas y los iones disociados. El pH interno
(pHi) est& estrechamente regulado y la caida es 0.1 unidades por una unidad que
cambia el pH ambiental (pHo) (Bibek, 2004).

Cuando un acido organico como lo es el acido lactico es adicionado al
alimento dependiendo del pH del alimento, el pK del acido y la temperatura,
algunas de las moléculas se disocian mientras que otras permanecen no
disociadas. En el pH de la mayoria de los alimentos (pH 5 a 8) las moléculas de
los acidos organicos permanecen generalmente disociadas; como un resultado del
incremento de H™ en el ambiente, el cual interfiere con el gradiente de protones
transmembranales de la célula. Para superar esto, la célula transporta protones a
través de una bomba de protones lo cual causa agotamiento en la energia y una
disminucién en el pHi. Las estructuras de la superficie celular, membrana externa
e interna y espacio periplasmico son también expuestas a H*. Esto puede afectar
de forma desfavorable los enlaces ionicos de las macromoléculas y asi interferir
con sus estructuras tridimensionales y algunas funciones relacionadas. En pH < 5,
las moléculas no disociadas pueden ser considerablemente altas. El acido lactico
al ser un &cido lipdlico entra libremente a través de la membrana como una
funcion del gradiente de concentracion, porque el pHi es mucho mas alto que el
pK del &cido, las moléculas disociadas liberan protones y aniones. Algunos
aniones (por ejemplo lactato) son metabolizados por diferentes microorganismos
como una fuente C; pero si no son metabolizados, son removidos desde el interior
de la célula hacia el exterior. Sin embargo el H" reducira el pH interno y se vera
afectado el gradiente de protones. Para superar este problema la célula bombea
el exceso de protones para gastar energia. En pHo mas bajos (pH 4.5 o mas bajo)
representan un gasto de energia que la célula no puede generar. Como resultado

el pHi cae, afectando desfavorablemente el gradiente de pH. El pH bajo puede



también actuar sobre los componentes celulares (interfiriendo con los enlaces

i6nicos) y afectar su estructura e integridad funcional (Doyle, 2007).

Es importante enfatizar que los antimicrobianos tienen que ser al menos
parcialmente hidrofébicos para unirse y pasar a través de la membrana celular
pero también tiene que ser al menos parcialmente soluble en la fase acuosa en la
cual el microorganismo existe. La efectividad antimicrobiana de los acidos
organicos es relacionada al pH, y la forma no disociada del acido es primeramente

responsable para inhibir los microorganismos (Doyle, 2007).

Los factores propios de la bacteria que afectan la actividad antimicrobiana
de las sustancias descontaminantes, incluyen resistencia inherente (células
vegetativas contra esporas; diferencias de cepas), numero inicial e indice de
crecimiento, interacciobn con otros microorganismos (ejemplo antagonismo),
composicién celular (bacterias Gram + o -), estatus celular (dafio) y habilidad para
formar biopeliculas. Los factores intrinsecos que afectan la actividad son aquellos
asociados con un producto del alimento e incluye nutrientes, pH, capacidad
amortiguadora, potencial oxido reduccion y actividad de agua. Los factores
extrinsecos afectan la actividad antimicrobiana y pueden incluir la temperatura de

almacenamiento, atmésfera y humedad relativa (Doyley, 2007).

2.2. Factores que influyen sobre una adecuada accion del acido

e Naturaleza del acido. Un acido con un pK mas alto tiene proporcionalmente
cantidades mas altas de moléculas no disociadas en el pH del alimento y
tiene un mayor efecto antimicrobiano. En pH mas bajos y concentraciones
mas altas un acido es mas antimicrobial, por ejemplo el acido lactico tiene
un pK de 3.8 con un pH de 4.0, 5.0 y 6.0, el porcentaje de disociacién seria
de 60.8, 93.9 y 99.3 respectivamente.

e Naturaleza del alimento. Un acido es mas inhibitorio en un alimento con un

pH bajo que en uno con pH alto. La accidbn amortiguadora de los



componentes del alimento también reduce la efectividad del pH bajo. Los
nutrientes pueden también facilitar la reparacion del dafio subletal que le
ocasiona el acido.

e Naturaleza del microorganismo. En general las bacterias Gram negativas
son mas sensibles a pH bajos que las bacterias Gram positivas. Por otra
parte la propiedad antimicrobiana de un acido organico es aumentada por el
calor, la baja actividad de agua (Aw), la presencia de otros conservadores y

las bajas temperaturas de almacenamiento (Bibek, 2004).

3. 0zono

Es un gas que resulta de la combinacion de tres &tomos de oxigeno,
existiendo de forma natural en la atmésfera en donde la mayor concentracion se
encuentra a 30 km de altura (Figura 2). De forma artificial se puede obtener
mediante descargas eléctricas de alta tension (entre 10,000 y 20,000 voltios),
necesitdndose 3 moléculas de oxigeno para obtener 2 moléculas de ozono
(Présperi, 1999).

Figura 2. Formacion de la molécula de ozono

El uso del ozono en el procesamiento de los alimentos ha sido permitido en
Japon, Australia, Francia y algunos otros paises. La utilidad potencial del ozono en

esta industria es por su potente efecto bactericida que es en comparaciéon con el



cloro 3,000 veces mas potente, siendo ademas el segundo agente oxidante mas
potente después del flior (Prosperi, 1999), y debido a que se descompone
rapidamente en oxigeno y no deja residuos es considerado un sanitizante

extremadamente noble con el ambiente (Sebranek, 2008).

3.1. Accién del ozono

La forma en que el ozono inactiva a la bacteria es un proceso complejo
porque el ozono ataca numerosos componentes celulares incluyendo proteinas,
lipidos insaturados y enzimas respiratorias en las membranas celulares,
peptidoglicanos en la envoltura celular, enzimas y acidos nucleicos en el
citoplasma. Se han identificado de forma general dos mecanismos por los cuales
el ozono destruye a los microorganismos. El primer mecanismo es que el ozono
oxida grupos sulfhidrilo y amino&cidos de las enzimas, péptidos y proteinas. El
segundo mecanismo es mediante la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados a
peréxidos (Victorin, 1992). Los componentes celulares principales en donde actla

el ozono son:

e Membrana celular. EI ozono puede oxidar varios componentes de la
envoltura celular incluyendo acidos grasos poliinsaturados, enzimas unidas
a membrana, glicoproteinas y glicolipidos llevando a la salida del contenido
celular y eventualmente la lisis. Cuando los dobles enlaces de lipidos
insaturados y los grupos sulfhidrilo de las enzimas son oxidados por el
ozono, la disrupcion de la actividad celular normal incluyendo Ila

permeabilidad celular y resulta en una muerte rapida (Khadre et al., 2001).
e Material nucleico. Abre el ADN del plasmido rompiendo la doble hélice

produciendo hebras individuales evitando asi la transcripcion (Mura y
Chong, 1990).

10



3.2. Propiedades del ozono sobre la carne:

<\

Detiene el crecimiento bacteriano.

Reduce las manchas de metaglobina en la superficie de la carne.

Deodoriza las camaras de refrigeracion, asi como la eliminacién de los
agentes nitrogenados originados por la descomposicion de la urea.

Estimula la accion digestiva de las enzimas, con lo que se consigue una
carne mas blanda.

A una concentracién de 5 a 6 mg Os/m? aire, a una temperatura entre 1°C a
3°C y una humedad relativa del 90% se obtiene un considerable aumento
en el tiempo de almacenaje y una disminucion en las pérdidas de peso. Si
las concentraciones son muy elevadas, del orden de 60 mg Os/m? aire se
puede presentar enranciamiento. Se ha visto que la carne conservada en
atmosfera sin ozono experimenta pérdidas de peso superiores a las
ozonificadas, con una media de 0.7% a 3%, segun el tipo de carne, nivel de
humedad, carga de las camaras y temperatura.

El periodo de conservacién para la carne de res congelada a 0.4 °C y 85-
90% de humedad relativa puede extenderse de un 30 a un 40 % mas
utilizando concentraciones de ozono de 10 a 20 mg 0Os/m?, teniendo en
cuenta que el recuento microbiano no exceda de 10°%cm?

(alimentariaonline, 2005).

Tan pronto como el ozono es formado, comienza a transformarse en

oxigeno. La vida media es de 2.5 a 7 minutos en la mayoria de las aplicaciones

dependiendo de las condiciones ambientales. En refrigeracion en un ambiente

limpio la vida media puede extenderse a 1 hora. Altas temperaturas reducen la

vida media del ozono (Anexo 4); asi como en la concentracibn en que se

encuentre (Anexo 5) (Ozone Applications, s.f.).

Como desventaja, se ha encontrado que a concentraciones de 100 a 500

ppm de ozono se produce un color indeseable y un cambio de olor, de manera que
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no es recomendable una exposicion de la carne a altas concentraciones de ozono

(alimentariaonline, 2005).

3.3. Recomendaciones sobre la utilizacion del ozono en las camaras
frigorificas
v' Las colonias bacterianas establecidas por mas de ocho horas son mucho
mas resistentes al ozono que las colonias "frescas". Sin embargo, se
recomienda utilizar un tratamiento con ozono desde el comienzo del
almacenaje, de modo que las colonias bacterianas no encuentren
resistencia ante el ozono. En este sentido, son recomendables dosis de
ozono de 3 mg Os/m? de aire.
v Carne almacenada en un refrigerador bajo una concentracién de 0.04 ppm
a 2°C, experimenta de 0.9 a 1.0% menos merma en tres dias y 17% menos
en 7 dias.
La vida de almacenamiento de la carne en un estado de refrigeracién puede
ser incrementada de un 30 a 40% si la carne es guardada en una atmosfera
de 7.7 a 15 ppm vy la carga bacteriana no es mayor a 100 bacterias/cm?

(Alimentariaonline, 2005).

4. Tipos de establecimientos de matanza

En México existen principalmente dos tipos de establecimientos de
matanza; los rastros municipales y los establecimientos TIF, representando 88% y
8% respectivamente (SIAP-SAGARPA, 2007). Esta clasificacién se da de acuerdo
al tipo de actividades que realizan y a la infraestructura con que cuentan, que se

especifica mas adelante.
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4.1. Rastros municipales

Rastro es todo establecimiento dedicado al sacrificio y faenado de animales
para abasto, con capacidad diaria de sacrificio de al menos 28 cabezas de ganado
mayor (NOM-1994-SSA1-2004).

Un rastro municipal comprende las instalaciones fisicas propiedad del
municipio, que se destinan a la matanza de animales que posteriormente seran
consumidos por la poblacion como alimento. Desde un punto de vista higiénico y
sanitario, el rastro municipal debe reunir las condiciones minimas necesarias para
gue en el sacrificio de animales se garantice la sanidad del producto. En virtud de
ello, el administrador del rastro debe apoyar a las autoridades sanitarias de la
entidad en la inspeccion que se efectle sobre los animales proximos a sacrificar y

sobre las carnes y subproductos carnicos a distribuir (Signorini, 2005).

Dentro de los servicios que presta un rastro municipal, estan proporcionar a
la poblacién carne que reuna las condiciones higiénicas y sanitarias necesarias
para su consumo, controlar la introduccién de animales a través de su autorizacion
legal, realizar un sacrificio y faenado de animales en apego a lo estipulado en la
normatividad aplicable, realizar una adecuada comercializacion y suministro de
carne para consumo humano, lograr un mejor aprovechamiento de los
subproductos derivados del sacrificio de animales, generar ingresos derivados del
cobro de cuotas por el sacrificio de animales, evitar la matanza clandestina en
domicilios particulares, racionalizar el sacrificio de animales, protegiendo el
desarrollo de las especies y cumplir las disposiciones aplicables en materia

ambiental para preservar el equilibrio ecolégico (Signorini, 2005).

4.2. Establecimientos Tipo Inspeccion Federal (TIF)

Son las instalaciones en donde se sacrifican animales o procesan, envasan,
empacan, refrigeran o industrializan bienes de origen animal y estan sujetas a

regulacion de la Secretaria en coordinacion con la Secretaria de Salud de acuerdo
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al ambito de competencia de cada Secretaria (Ley Federal de Sanidad Animal,
2007).

Las instalaciones, equipo y proceso productivo de un establecimiento TIF se
deben ajustar a las disposiciones de sanidad animal y de buenas practicas
pecuarias las cuales deben estar certificadas por la Secretaria de de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion o por organismos de
certificacion aprobados. También debe contar con médicos veterinarios oficiales o
responsables autorizados que realicen la inspeccion o verificacion en tal nimero
que garantice la eficiencia de la misma. Si se trata de un establecimiento de
matanza, este debera contar con un médico veterinario autorizado para fines de
control de bienestar animal, de vigilancia epidemiolégica y buenas practicas

pecuarias (Ley Federal de Sanidad Animal, 2007).

El personal que labora en un establecimiento TIF es capacitado y evaluado
constantemente, para poder ofrecer un servicio de calidad a la industria carnica y
de este modo poder monitorear y verificar que los establecimientos dedicados a la
industrializacion de la carne estén siempre en concordancia con las regulaciones
mas innovadoras y actuales. Dentro de los beneficios que ofrece son permitir la
movilizacion dentro del pais de una manera mas facil, al contar con la garantia de
la calidad sanitaria con la que fue elaborado el producto. Del mismo modo, abre la
posibilidad del comercio internacional, ya que los establecimientos TIF son los
Unicos elegibles para exportar (SENASICA, s.f.).

5. Normatividad de higiene de la carne

Por el riesgo que representa la carne al ser un vehiculo de microorganismos
patdgenos ocasionando un impacto negativo sobre la salud publica, existen
normas como la Norma Oficial Mexicana NOM-009-ZO0-1994. Proceso sanitario
de la carne, estableciendo los procedimientos que deben cumplir cada una de las
areas de la industria de la carne; desde el proceso de matanza hasta la obtencién

de productos y subproductos carnicos para consumo humano, con el propésito de
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obtener productos de 6ptima calidad higiénico-sanitaria; la Norma Oficial Mexicana
NOM- 030-Z00.1995. Especificaciones y procedimientos para la verificacion de
carne, canales, visceras y despojos de importacion en puntos de verificacion
zoosanitaria; asi como normas que establecen los lineamientos para la
construccion de establecimientos dedicados a la manipulacion de la carne como la
Norma Oficial Mexicana NOM-008-ZO0-1994. Especificaciones zoosanitarias para
la construccion y equipamiento de establecimientos para el sacrificio de animales y

los dedicados a la industrializacion de productos carnicos.

En el 2004 el Diario Oficial de la Federacion publico la Norma Oficial
Mexicana NOM-194-SSA1-200.Especificaciones sanitarias en los establecimientos
dedicados al sacrificio y faenado de animales para abasto, almacenamiento,
transporte y expendio, con el objetivo de proteger la salud de la poblacion;
indicando los limites maximos aceptables de E.coli como microorganismo
indicador (Anexo 6). El reglamento de la Unién Europea 2073/2005 relativo a los
criterios microbiolégicos aplicables a los productos alimenticios, ademas de las
enterobacterias como microorganismo indicador incluye a las bacterias mesofilas
con limites minimos, sefalando la cantidad aceptable del microorganismo que
puede tener el alimento y limites maximos, advirtiendo un nivel de contaminacion

de riesgo (Anexo 7).

6. Microorganismos indicadores sanitarios

Se denomina como microorganismos indicadores a aquellos que sugieren
0 se asocian con un antecedente que compromete su calidad sanitaria. Por
ejemplo, en el alimento: a) pone en evidencia una exposicion a la contaminacion
fecal o animal, b) sugiere que se han dado facilidades para que ocurra o esté
ocurriendo algun grado de actividad microbiana (bacterias mesofilas en alimentos
perecederos). En general, los microorganismos indicadores consisten en aquellos

gue ponen de manifiesto violaciones practicas sanitarias de operacion. Los grupos
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microbianos indicadores de mayor aplicacion en los alimentos son las bacterias
mesofilas aerobias, los microorganismos coliformes totales y coliformes fecales

especificamente E. coli (Fernandez, 2004).

6.1. Mesofilos

Los microorganismos que forman parte de este grupo son muy
heterogéneos. Se incluyen en él a todos aquellos que muestran capacidad para
formar colonias visibles en las condiciones de ejecucion de la prueba (medio de
cultivo, tiempo y temperatura de incubacion). La temperatura para su crecimiento
es de 20 a 45°C con un 6ptimo de 37°C y con 12 horas de incubacién para
visualizar las colonias (Fernandez, 2004). La mayor parte de los mesdfilos son
patdgenos y bacterias causantes de alteracion. Entre ellos se pueden citar las

enterobacterias, bacilos y cocos Gram negativos (Levear y Bouix, 2002).

6.2. Coliformes totales

Se definen como bacilos Gram negativos, aerobios y anaerobios
facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con produccién de gas
dentro de 48 horas de incubacion a 35°C (ICMSF, 2000).

Son un grupo heterogéneo que comprende E coli y diversas especies
pertenecientes a otros géneros de la familia Enterobacteriaceae. Dicho grupo
comprende los géneros Escherichia, Edwarsiella, Citrobacter, Salmonella,
Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus y Yersinia;
predominantemente de origen fecal; aunque Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Hafnia, Serratia y Proteus proliferan también en otros ambientes naturales. Los
géneros detectados generalmente en las pruebas de coliformes son Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter (ICMSF, 2000).
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6.3. Coliformes fecales

Los coliformes fecales se utilizan en primer lugar para indicar una
contaminacion en principio potencialmente peligrosa, basdndose en el hecho de
que el habitat natural a que pertenecen las enterobacterias son las heces
humanas y de otros mamiferos. E. coli se acepta de modo general como el
indicador mas representativo de contaminacion fecal (Alvarez et al., 2005). Estos
comprenden un grupo de microorganismos seleccionados por incubacion del
inoculo procedente de un caldo de enriquecimiento de coliformes a temperaturas
superiores a las normales (44-45.5°C) (ICMSF, 2000).

E. coli. Es un microorganismo cuyo habitat natural es el tracto entérico del hombre
y de los animales. Por ello, la presencia de este microorganismo en un alimento
indica generalmente una contaminacién directa o indirecta de origen fecal. La
presencia de E. coli en un alimento no constituye una connotacion directa de la
presencia de un patdgeno, sino que implica Unicamente un cierto riesgo de que
pudiera estar presente. En otras palabras, la presencia de E. coli en los alimentos
no guarda siempre una estrecha correlaciéon con la presencia de salmonellas o

deotros microorganismos patégenos (ICMSF, 2000).

6.3.1. Fuente de aislamiento

Su habitat natural es el contenido intestinal del hombre y los animales. En la
materia fecal alcanzan cifras de 10° a 10° UFC/g. Debido a su capacidad de
sobrevivencia y gran potencial para desarrollarse en la materia organica, pueden
recuperarse en la diversidad de sustratos extraintestinales: piel, vegetales,
insectos, aguas superficiales y tierra. Los alimentos no son la excepciéon y el
hallazgo de coliformes puede estar determinado por una contaminacion seguida o

no de un activo desarrollo (Fernandez, 2004).
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6.3.2. Desarrollo

Su desarrollo se suprime fuera de los siguientes limites: pH entre 4.0 y 8.5,
temperatura entre 4 y 46°C, o actividad de agua menor de 0.935 (Fernandez,
2004).

6.3.3. Sobrevivencia

Almacenados en congelaciéon, el nimero de coliformes disminuye hasta
cifras que pueden mantenerse relativamente estables por largos periodos. El nivel
de esa cifra depende del nimero inicial de bacterias, composicion del sustrato y
temperatura de congelacién. Ademas de que la letalidad de los coliformes ante

valores bajos de pH también varia con el tipo de alimento (Fernandez, 2004).

7. Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano incluye cuatro fases, representadas por:

a) Fase de latencia. Es un periodo de adaptacién durante el cual las células
sintetizan enzimas que son necesarias para metabolizar los substratos
presentes. A lo largo de esta fase no existe reproduccion celular y la velocidad
de crecimiento es nula. Esta fase puede ser relativamente larga siendo
necesario un tiempo para que puedan reparar los dafios sufridos por las

células (Leveav y Bouix, 2002).

b) Fase logaritmica o exponencial de crecimiento. En esta fase se presenta una
tasa de crecimiento elevado y una multiplicacion de sintesis de enzimas y
toxinas; asi como de degradacién y alteracién. Esta fase se caracteriza por un
ritmo de reproduccion rapida. A lo largo de esta fase el tiempo de generacién

de la poblacion bacteriana es constante (Leveav y Bouix, 2002).
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c) Fase estacionaria. La concentracion celular es maxima y permanece
constante. Las células conservan una actividad metabdlica y su estructura

bioguimica sufre modificaciones (Leveav y Bouix, 2002).

d) Fase de declive o muerte. La concentracion de las células viables disminuye
debido a la mortalidad cuya tasa aumenta progresivamente observandose
fenomenos de autolisis bajo la accion de las enzimas celulares (Leveav y
Bouix, 2002).

Los parametros cinéticos del crecimiento microbiano asi como las
caracteristicas fisioldgicas de las células dependen de las condiciones en las que
el crecimiento microbiano tiene lugar: pH, temperatura, actividad de agua (Aw) y

nutrientes (Leveav y Bouix, 2002).

7.1.Factores intrinsecos

La composicién de la carne esta constituida por 75% de agua, 19% de
proteinas y 2.5-3% de lipidos (Adams, 1995) Estos compuestos son nutrientes
necesarios para un crecimiento rapido de las bacterias. Ademas de los
componentes nutricionales, estan los factores intrinsecos que influyen en el

crecimiento microbiano. A continuacion se detalla cada uno de ellos.

pH. Indica la concentracion de iones hidrégeno en un sistema (Bibek, 2004). En la
carne el pH oscila entre 5.4-5.6. La mayoria de las bacterias prefieren un valor
cercano a la neutralidad (6.8-7.2). Sin embargo, algunos géneros bacterianos
pueden crecer bien a pH acidos (Banwart ,1989). Como es el caso de las
bacterias Gram negativas que pueden crecer a pH minimos entre 5.6- 4.4 (Bibek,
2004).
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Actividad de agua (Aw). Es una medida de la habilidad del agua para las funciones

biolégicas y se relaciona con el agua presente en un alimento en su forma libre
(Bibek, 2004). La actividad de agua (Aw) de la carne es de 0.95 y se puede ver
disminuido por la refrigeracion, congelaciéon o la adicion de solutos (Banwart
,1989). El agua disponible es importante para las bacterias, ya que a diferencia de
los hongos y las levaduras, las bacterias requieren de mas agua disponible para

su desarrollo (Mossel, 2003).

Potencial 6xido reduccion (Eh). Es un sistema generado por una reaccion de

acoplamiento en el cual el substrato es oxidado y un segundo substrato es
reducido simultaneamente. El potencial éxido reduccion es influenciado por su
composicién quimica, tratamiento y condiciones de almacenamiento (en relacion al
aire). Un alimento almacenado en aire tendra un Eh mas alto (+mV) que cuando
es almacenado bajo atmdsferas modificadas (Bibery, 2004). El Eh de la carne
post-rigor se encuentra en un rango -60 a -150 mv y de la carne cruda picada de
+225 mv (Mossel, 2003).

7.2. Factores extrinsecos

Bajas Temperaturas. Las bajas temperaturas prolongan la fase lag y logaritmica

de las bacterias; el valor méximo en la curva de crecimiento (la maxima
concentracion alcanzada de las bacterias en el cultivo) también es afectado. Los
microorganismos reaccionan a bajas temperaturas incrementando la proporcion de
acidos grasos no saturados que muestran fluidez a bajas temperaturas. El cambio
permite mantener la funcionalidad de la membrana celular (homeostasis) y el
efecto mas notable en el desarrollo microbiano ante un descenso en la
temperatura es la prolongacion de la fase lag, pero también se perjudica la tasa de
desarrollo. Conforme se aparta la temperatura de la 6ptima, los tiempos de

generacion se prolongan (Fernandez, 2004).

20



En general, una temperatura menor a 5°C se considera adecuada para la
preservacion de alimentos perecederos. Sin embargo, solo 50 células /g iniciales
alcanzarian una concentracién de casi 10 millones /g en solo 8 dias cuando se

conserva el alimento a 4°Cy 18 dias a 0°C (Fernandez, 2004).

La exposicion de los microorganismos a temperaturas de subcero dafia su
integridad funcional y estructural ya que el impacto del choque frio agrede en
mayor extension que una disminucion lenta de la temperatura. Lo mismo ocurre si
las células se encuentran en fase logaritmica o estacionaria. El paso rapido de una
elevada a una baja temperatura provoca lesion subletal o muerte de las células
mas sensibles dentro de las poblaciones microbianas. Por lo comun, las bacterias
Gram negativas son mas susceptibles que las Gram positivas. La presencia de
proteinas propicia la solidificacion del material y a su vez la formacion de cristales
es altamente letal para la célula bacteriana ya que la membrana resulta

mecénicamente dafiada por los cristales del medio (Fernandez, 2004).

7.3. Factores implicitos

pH. El pH éptimo de las bacterias oscila entre 6.0-7.5, con un minimo 4.5-5.0 y un
maximo 8.0-9.6. El pH del sustrato puede influenciar en la permeabilidad celular. A
un pH bajo la membrana llega a ser saturada con iones hidrégeno limitando el
paso de cationes esenciales, contrariamente en un pH alto la saturacién de la
membrana con iones hidroxilo limitara el paso de aniones esenciales (Banwart,
1989).

Actividad de agua (Aw). EI Aw 6ptimo para el crecimiento bacteriano oscila entre

0.93-0.96, si esté se reduce, los microorganismos presentan mayor resistencia al
calor pero si los niveles de Aw son extremadamente bajos la resistencia al calor se

ve disminuida (Mossel, 2003).
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Potencial o6xido reduccion (Eh). ElI Eh exacto depende del requerimiento de

oxigeno de la bacteria y de otros factores tales como el medio de crecimiento, la
presion parcial de oxigeno y el pH (Mossel, 2003). Al inicio del crecimiento
bacteriano, las bacterias anaerobias facultativas modifican el Eh del sustrato de
manera similar que las bacterias aerobias, esto es que hay una ligera disminucion
del potencial 6xido-reduccién durante la fase lag del crecimiento debido al
consumo de oxigeno, como la bacteria entra a la fase log, el oxigeno usado
incrementa y causa una caida del Eh. Como el Eh llega a ser negativo, el indice

de crecimiento de la bacteria disminuye (Banwart, 1989).

Adherencia y formacidn de biopeliculas. La adhesién de las bacterias a la

superficie de la carne es un proceso que se desarrolla en dos fases. La primera
consiste en la retencion de las bacterias en una pelicula liquida sobre la superficie.
La adherencia en esta fase inicial es reversible y esta asociada con una
interaccion compleja entre las cargas y la hidrofobicidad de las células de la
superficie de la carne. Cuando las bacterias estan a = 50 nm de la superficie,
actian unicamente las fuerzas de van der Waals; mientras que cuando la
separacion es de 10-20 nm entran en juego interacciones electrostaticas. La
adhesién se asocia también con interacciones de los apéndices externos de las
bacterias (flagelos, fimbrias, polisacaridos extracelulares) con receptores
especificos de las superficies. La segunda fase, que es irreversible, se caracteriza
porque las bacterias forman exopolimeros (glicocalix). Estos polimeros
extracelulares proporcionan un ambiente favorable para el crecimiento y la
subsiguiente adherencia de mas bacterias favoreciendo la formacion de
biopeliculas. Las bacterias son atrapadas también en lugares inaccesibles
(orificios o criptas) principalmente por fuerzas fisicas. La adherencia irreversible de
las bacterias a una superficie puede tener lugar entre 30 minutos y algunas horas,
dependiendo de diversos factores tales como tipo de bacteria y temperatura. En la
adherencia de las bacterias a la superficie de la carne influyen varios factores,

tales como: pH, tiempo de contacto, temperatura, nutrientes, especie bacteriana,
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naturaleza de la superficie de contacto, densidad celular y osmolaridad (Moreno,
2006).

Sinergismo. Se presenta cuando un microorganismo produce metabolitos que un

segundo microorganismo necesita para su crecimiento y viceversa (Bibek, 2004).

Antagonismo. Es cuando dos o mas tipos de microorganismos presentes en el

alimento pueden afectar el crecimiento de otros microorganismos, esto ocurre
debido a la produccién de uno o mas componentes antimicrobianos. Algunas
bacterias Gram positivas producen proteinas antibacterianas o bacteriocinas que
pueden matar algunas bacterias Gram negativas (Bibek, 2004).

Conocer los factores intrinsecos, extrinsecos e implicitos es util para poder

entender la accion que puede tener cualquier tratamiento antimicrobiano sobre los

microorganismos Yy poder realizar las medidas adecuadas.
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OBJETIVO

Evaluar la efectividad de la solucion de acido lactico y del ozono, como
estrategias antimicrobianas aplicadas por separado al final del proceso de
matanza de bovinos, comparandolas con el lavado con agua a presion, mediante,

mediante la cuantificacion de mesofilos, coliformes totales y E. coli.
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MATERIAL Y METODOS

1. Estrategia general

El establecimiento TIF donde se realizé el experimento se apega a las
normas oficiales mexicanas y a la ley federal de sanidad animal, con algunas fallas
en cuanto al control de personas externas al proceso, ya que se movilizan en

todas las areas.

El estudio consistié en seleccionar un tamafio de muestra de 60 canales de
bovino. Los criterios de inclusion fueron medias canales de bovino que hayan
cumplido con todo el proceso, es decir que no se hayan caido y vuelto a retomar
nuevamente la linea de matanza y el criterio de exclusién fueron medias canales

enmatadas ya que alteraba el efecto de los tratamientos.

Con un tamafio de muestra de 60 canales, 30 canales fueron utilizadas para
el tratamiento con la solucién del acido lactico y la mitad de la canal se utilizé
como el control. Mismo procedimiento fue realizado con el tratamiento de ozono.
El tamafio de muestra se realiz6 con base en el teorema del limite central,

requiriendo un tamafio de muestra de 30.

Semanalmente, fueron muestreadas 10 medias canales tratamiento y 10
medias canales control, siendo un total de 20 muestras, numero suficiente de
muestras que se podian procesar en el laboratorio. En tres semanas se realiz6 el
tratamiento de acido lactico para sumar un total de 30 muestras tratamiento y 30
muestras control, y otras tres semanas para el tratamiento con ozono con el

mismo procedimiento al del acido lactico.

Durante la matanza se seleccionaron canales ubicadas al inicio, intermedio
y final del proceso, con respecto al tiempo. El nimero de canales que estaban en

el lote era en promedio de 40 animales, la forma en que se seleccionaron fue
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tomando las canales iniciales y finales, y las intermedias fue el resultado de dividir

el lote en dos.

El ozono se aplicé con un equipo al interior de la camara de refrigeracion en
forma gaseosa a una concentracion de 0.5 ppm durante las dieciocho horas que

permanecieron las canales en refrigeracion.

La solucion de acido lactico se aplico sobre las canales al interior de la
camara de refrigeracion, de forma inmediata al haberlas introducido. El sistema de
ozono se mantuvo cerrado para evitar que tuvieran un efecto sinérgico con el
acido lactico. La forma de aplicar la solucién de acido lactico al 2%, fue con una
bomba de aspersion a una distancia de 30 cm por 35 segundos, aplicado sobre el
flanco izquierdo. Las canales ya asperjadas con la solucion de acido lactico se
mantuvieron 18 horas en refrigeracion. El criterio de seleccién del area de
muestreo en la media canal se realiz6 con base en la experiencia del rastro de las
areas de la canal que se contaminan frecuentemente, apoyado de referencia
bibliografica que especifica las areas con mayores probabilidades de

contaminacion durante el proceso de matanza (Anexo 2).

Transcurrido el tiempo de refrigeracion, las canales fueron muestreadas
delimitando el area con una plantilla de 10x10 cm? frotando con un hisopo estéril
10 veces en forma vertical y 10 veces en forma horizontal de un area delimitada
de la region del flanco izquierdo (FSIS, 1998). Posteriormente, el hisopo se
introdujo en agua peptonada estéril para su transporte al laboratorio como lo
establece la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994 Procedimientos para la
toma, manejo y transporte de muestras de alimentos para su anlisis

microbiolégico.
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1. Analisis bacteriologico

Los analisis bacteriologicos se realizaron en el laboratorio del departamento
de Medicina Preventiva y Salud Publica de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México y en el laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Ciencias Naturales, de la Universidad Autonoma

de Querétaro.

Los métodos bacteriol6gicos que se llevaron a cabo fueron:

e Cuantificacion de bacterias aerobias en placa (mesofilos)

La cuantificacion de las bacterias aerobias mesofilicas se realiz6 basandose
en la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994. Bienes y servicios. Método
para la cuenta de bacterias aerobias en placa, el cual indica que el nimero de
colonias contadas constituyan una estimacion de la cifra realmente presente y la

misma refleja si el manejo sanitario del producto ha sido el adecuado.

e Cuantificacion de bacterias coliformes totales

La cuantificacion de coliformes totales se realiz6 basandose en la Norma
Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994. Bienes y servicios: Determinacién de
bacterias coliformes. Técnica del nUmero mas probable, el cual nos indica una
estimacion estadistica de la densidad microbiana presente con base a que la
probabilidad de obtener tubos con crecimiento positivo disminuye conforme es

menor el volumen de muestra inoculada.
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e Cuantificacion de E. coli

La cuantificacion de E. coli se realizd de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-112-SSA1-1994 y para la prueba confirmatoria conforme a lo
establecido en apéndice Normativo B de la Norma Oficial Mexicana NOM-145-
SSA1-1995. Productos céarnicos troceados y curados. Productos carnicos curados

y madurados. Disposiciones y especificaciones sanitarias.

2. Analisis estadistico

Los resultados de las cuentas obtenidas, expresadas como unidades
formadoras de colonia (UFC/100 cm?) para el conteo de meséfilos se
transformaron al logaritmo base 10. Para los coliformes totales y E. coli se hizo la
lectura basado en la tabla del Nimero Mas Probable (NMP/ cm?) con limites de
confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son
usados varios numeros de tubos, basados en la Norma Oficial Mexicana NOM-
112-SSA1-1994. Bienes y servicios. Determinacion de bacterias coliformes.
Técnica del niumero mas probable. Con los datos asi transformados se llevd a
cabo el andlisis de varianza y posteriormente la separacion de medias con la
prueba de Lsmeans (Least square means). El programa estadistico SAS
(Sistemas de Analisis Estadistico) fue la herramienta a utilizar para el analisis

estadistico de los datos.
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RESULTADOS

El efecto de la solucion de &cido lactico al 2% como tratamiento
antimicrobiano se muestra en el Cuadro 1, donde se observa que la aplicacion del
acido lactico caus6 una reduccién significativa (P<0.05) de 3.8 NMP/cm? para los
coliformes en comparacion con el control; no asi para los mesdéfilos y E. coli que

fue de 0.3 UFC/cm? y 0.4 NMP/cm?, respectivamente.

Cuadro 2 muestra como el ozono tuvo efecto antimicrobiano mostrando
una reduccién significativa (P<0.05) de 0.7 NMP /cm? sobre los coliformes totales;
no asi en los mesdéfilos y E. coli mostrando una reducciéon 0.2 UFC/cm? y 0.3

NMP/cm?, respectivamente.

En el Cuadro 3 se observa que el tratamiento de acido lactico y el ozono no
mostraron diferencia estadistica significativa, esto quiere decir que ninguno de los
dos tratamientos tuvo con respecto al otro, un efecto importante en la reduccion de
los mesoéfilos durante el proceso, y tuvieron un comportamiento similar a los

controles que recibieron solo un lavado con agua a presion.

El Cuadro 4 muestra como el acido lactico logré6 una reduccion
significativa sobre los coliformes totales (0.54 NMP/cm?) en las canales
intermedias y finales del proceso de matanza; mientras que con el tratamiento de
ozono, éste mostré una reduccién en las canales intermedias (0.32 NMP/cm?)
pero se incremento en las canales finales (1.43 NMP/cm?).Comparativamente con
sus respectivos controles, éstos mostraron el mismo comportamiento,
observandose un aumento en la carga bacteriana de los coliformes totales en las
canales posicionadas al final del proceso de matanza. Por lo tanto, el tratamiento
con acido lactico mostré6 una mayor reduccién de los coliformes totales (P<0.05)
que el tratamiento con ozono, haciendo hincapié que las canales de ambos
tratamientos fueron sometidas por igual a los contaminantes que se agregaron

durante el proceso.
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En el caso de la accion del acido lactico y del ozono sobre E. coli, el
Cuadro 5 muestra que no hubo diferencia significativa (P>0.05) tanto para el &cido
lactico como para el ozono sobre E.coli; esto quiere decir que no se observo una
reduccion importante en la carga bacteriana para ninguno de los tratamientos,
mostrando el mismo comportamiento independientemente de la posicion de la
canal en la cadena de proceso. En ambos casos se observdé una ligera
disminucién de E. coli a mitad del proceso la cual aumento ligeramente al final del
mismo. Los controles de cada tratamiento tuvieron un aumento de E. coli conforme
el proceso transcurria mostrando un aumento significativo al final de la matanza (P
< 0.05).

El Cuadro 6 muestra el comportamiento de las bacterias mesdfilas en cada
tratamiento en comparacion con los controles, evidenciando que a pesar de la
ubicacién de la canal en el proceso de matanza, no hubo reduccion significativa

(P>0.05) sobre las bacterias mesdfilas con ningln tratamiento.

El Cuadro 7 indica que el efecto del &cido lactico sobre los coliformes
totales provocd una reduccién significativa (P<0.05) en comparaciéon con los
controles, desde las primeras hasta las ultimas canales; mientras que el ozono
mostré reduccion significativa (P<0.05) en las canales intermedias y finales del

proceso.

En el Cuadro 8 se muestra una reduccion significativa (P<0.05) de E. coli
durante el proceso de matanza, con ambos tratamientos, siendo mas evidente en

las canales finales del proceso.

En la Gréafica 1 se puede observar como la carga bacteriana de las
bacterias mesofilas disminuyd por el tratamiento con la solucion de acido lactico
presentando un ligero aumento al final del proceso de matanza, posiblemente

dado por la suma de los contaminantes. Al realizar la comparacion con las canales
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control se observd que conforme avanzaba el proceso de matanza la carga

bacteriana también aumentaba.

La Grafica 2 muestra una reduccion de las bacterias mesofilas con el
tratamiento de ozono en las canales iniciales, que se acentlo en las canales
intermedias y se elevo en las ultimas canales del proceso de matanza. Las
canales control tuvieron un comportamiento similar a las canales sometidas al
tratamiento, situacion que se pudo presentar por las malas practicas de higiene;
tales como un mal amarre del recto durante la evisceracion, el contacto manual de
los operarios sobre las canales y el paso de introductores de un &rea sucia a un

area limpia.

En la Grafica 3, la cuantificacion de los coliformes totales disminuyo
durante el proceso con la solucién de acido lactico, poniendo en evidencia la
sensibilidad que tienen los coliformes totales a esta sustancia. Mientras que las
canales control presentaron un aumento de la carga bacteriana en las canales
iniciales, acentuandose en las canales intermedias, disminuyendo drasticamente
en las canales finales del proceso de matanza; situacién que se pudo haber dado
por un adecuado lavado o poca manipulacién de las canales por parte de los

operarios.

En la Gréafica 4, el comportamiento de los coliformes totales con el
tratamiento de ozono mostré una disminucion en las canales iniciales del proceso,
comportamiento que se mantuvo en las canales intermedias incrementandose en
las dltimas canales. Por otra parte las canales control mostraron que los coliformes

totales tuvieron un comportamiento ascendente durante el proceso.

En la Grafica 5 se muestra que la solucion de acido lactico redujo la
cuantificacion de E. coli sobre las canales durante el proceso de matanza;
mientras que las canales control mostraron un ascenso constante, conforme el

proceso avanzaba.
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En la Grafica 6 las canales tratadas con o0zono mostraron un
comportamiento constante con un ligero aumento en las Gltimas canales durante el
proceso, sobre la cuantificacion de E. coli. Paralelamente, las canales control
tuvieron un comportamiento descendente en las canales intermedias que

posteriormente subié drasticamente en las ultimas canales.

Al comparar la efectividad de los tratamientos con las bacterias mesdfilas, la
Gréafica 7 muestra que las canales tratadas con ozono tuvieron menor carga
bacteriana, en comparacién con las canales control que solamente se sometieron

a un lavado con agua a presion.

La Grafica 8 muestra que los tratamientos de la solucion de acido lactico y
ozono redujeron la cuantificacién de los coliformes totales en 0.5 NMP/cm?y 0.7
NMP/cm?, respectivamente; en comparacién con las canales control que fue de
4.3 NMP/cm?,

En el caso de E. coli la Gréfica 9 muestra que las canales lavadas con la
solucion de acido lactico tuvo concentraciones de 0.3 NMP/cm?; mientras que las
canales tratadas con o0zono se encontraron concentraciones de 0.4 NMP/cm?. Al
compararlas con las canales control se observo que la utilizacion de cualquiera de
estos dos tratamientos puede ser benéfico para la reduccion de E. coli,

apoyandose principalmente de las buenas practicas de higiene.
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CUADROS DE RESULTADOS

Cuadro 1. Influencia del acido lactico sobre los microorganismos indicadores

Indicadores Control E.E Acido lactico E.E.
Meséfilos UFC/cm? 3.4% 0.10 3.12 0.10
Coliformes totales 4.32 0.89 0.5° 0.89
NMP/cm?

E. coli NMP/cm? 0.72 0.17 0.32 0.17

b Jiterales diferentes en la fila indican diferencia (P < 0.05)
E.E. Error estandar
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Cuadro 2. Influencia del 0zono sobre los microorganismos indicadores

Indicadores Control E.E. Ozono E.E
Mesofilos UFC/cm? 3.28 0.10 3.02 0.10
Coliformes totales 1.72 0.90 0.7° 0.90
NMP/cm?

E. coli NMP/cm? 0.72 0.17 0.42 0.17

@ Jiterales diferentes en la fila indican diferencia (P < 0.05)
E.E. Error estandar
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Cuadro 3. Influencia de la ubicacién de la canal durante el proceso de matanza sobre la cuenta de meséfilos (UFC/cm?)
en cada tratamiento

Ubicacion Tratamiento Tratamiento

Acido E.E. Control E.E 0Ozono E.E. Control E.E.
lactico

Inicial 3.30* 0.17 3.27* 017 3.10% 0.18 3.11* 0.18

Intermedia 3.00*® 0.18 3.43* 0.18 2.922 0.15 3.20* 0.15

Final 3.08% 0.16 3.54* 0.16 3.20° 0.18 3.24* 0.18

@ Jiterales diferentes en la columna indican diferencia (P < 0.05)
E.E. Error estandar
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Cuadro 4. Influencia de la ubicacién de la canal durante el proceso de matanza sobre la cuenta de coliformes totales

(NMP/cm?) en cada tratamiento

Ubicacion Tratamiento Tratamiento
Acido E.E. Control E.E Ozono E.E. Control E.E.
lactico
Inicial 0.32° 154 1.40° 1.54 0.45° 1.63  0.81° 1.63
Intermedia  0.54* 1.63 7.702 1.63 0.32° 1.41 1.95° 1.41
Final 0.54% 1.47 4.20° 1.47 1.432 1.63 2.238 1.63

¢ literales diferentes en la columna indican diferencia (P < 0.05)

E.E. Error estandar
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Cuadro 5. Influencia de la ubicacién de la canal durante el proceso de matanza sobre la cuenta de E. coli (NMP/cm?) en
cada tratamiento

Ubicacién Tratamiento Tratamiento

Acido E.E. Control E.E Ozono E.E. Control E.E.
lactico

Inicial 0.30° 0.30 0.30° 0.28 0.372 0.31 0.58° 0.31

Intermedia  0.31* 0.31  0.45° 0.30 0.30% 0.31 0.40° 0.31

Final 0.37% 0.28 1.242 0.31 0.44° 0.27 1.242 0.27

2 Jiterales diferentes en la columna indican diferencia (P < 0.05)
E.E. Error estandar
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Cuadro 6. Influencia de la ubicacién de la canal durante el proceso de matanza sobre la cuenta de meséfilos (UFC/cm?)
en cada tratamiento, comparativamente con su control

Ubicacion Tratamiento Tratamiento

Acido E.E. Control E.E Ozono E.E. Control E.E.
lactico

Inicial 3.30% 0.17 3.27° 0.17 3.10% 0.18 3.11° 0.18

Intermedia  3.00® 0.18 3.43% 0.18 2.928 0.15 3.20°2 0.15

Final 3.08% 0.16 3.54% 0.16 3.20% 0.18 3.24% 0.18

*® Jiterales diferentes en la fila indican diferencia (P <0.05)
E.E. Error estandar
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Cuadro 7. Influencia de la ubicacién de la canal durante el proceso de matanza sobre la cuenta de coliformes totales
(NMP/cm?) en cada tratamiento, comparativamente con su control

Tratamiento Tratamiento
Ubicacion
Acido E.E. Control E.E Ozono E.E. Control E.E.
lactico
Inicial 0.32° 1.54 1.402 1.54 0.452 1.63 0.812 1.63

Intermedia  0.54° 1.63 7.702 1.63 0.32° 1.41 1.952 1.41

Final 0.54° 1.47 4.202 1.47 1.43° 1.63 2.23% 1.63

*® Jiterales diferentes en la columna indican diferencia (P < 0.05)
E.E. Error estandar
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Cuadro 8. Influencia de la ubicacién de la canal durante el proceso de matanza sobre la cuenta de E. coli (NMP/cm?) en
cada tratamiento, comparativamente con su control.

Ubicacion Tratamiento Tratamiento

Acido E.E. Control E.E Ozono E.E. Control E.E.
lactico

Inicial 0.30* 0.30 0.30% 0.28 0.37¢ 0.31 0.58% 0.31

Intermedia  0.31* 0.31 0.45%  0.30 0.30° 0.31 0.40% 0.31

Final 0.37° 0.28 1.24%* 031 0.44° 0.27 1.242 0.27

*® Jiterales diferentes en la columna indican diferencia (P <0.05)
E.E. Error estandar
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GRAFICAS DE RESULTADOS

Gréfica 1. Crecimiento de las bacterias mesdfilas en presencia de la solucion de acido lactico al 2%
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Ubicacion de las canales durante la matanza

A= canales de animales que recién ingresaron al proceso, con respecto al tiempo.
B=canales de animales en el punto intermedio del proceso, con respecto al tiempo.
C=canales de animales que finalizaron el proceso, con respecto al tiempo.
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Gréfica 2. Crecimiento de las bacterias mesofilas en presencia de ozono
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A= canales de animales que recién ingresaron al proceso, con respecto al tiempo.
B=canales de animales en el punto intermedio del proceso, con respecto al tiempo.
C=canales de animales que finalizaron el proceso, con respecto al tiempo.
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Gréfica 3. Crecimiento de los coliformes totales en presencia de la solucion de acido lactico al 2%
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B=canales de animales en el punto intermedio del proceso, con respecto al tiempo.
C=canales de animales que finalizaron el proceso, con respecto al tiempo.
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Gréfica 4. Crecimiento de los coliformes totales en presencia de ozono
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C=canales de animales que finalizaron el proceso, con respecto al tiempo.
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Gréfica 5. Crecimiento de E. coli en presencia de la solucion de &cido lactico al 2%

1.4

1.2 1.24

1 /
0.8

NE .
o
S
o /
E 0.6 // —4=—4cidolactico
0.46
0.4 037 == control
3 0737 '
0.2
0 T T 1
A B C

Uhicacidn de las canales durante la matanza

A= canales de animales que recién ingresaron al proceso, con respecto al tiempo.
B=canales de animales en el punto intermedio del proceso, con respecto al tiempo.
C=canales de animales que finalizaron el proceso, con respecto al tiempo.

62



Gréfica 6. Crecimiento de E. coli en presencia de ozono
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Gréfica 7. Cuantificacion de las bacterias mesofilas para cada unos de los tratamientos posterior a la refrigeracion
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Gréafica 8. Cuantificacion de los coliformes totales para cada uno de los tratamientos posterior a la refrigeracion
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Grafica 9. Cuantificacion de E. coli para cada uno de los tratamientos posterior a la refrigeracion
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la solucién
de &cido lactico y el ozono tuvieron mayor efectividad que el agua a presion pero
no para todos los microorganismos indicadores, ya que ambos tratamientos
causaron mayor reduccion unicamente sobre los coliformes totales, mientras que

las bacterias mesofilas y E. coli tuvieron mas resistencia a los tratamientos.

Conforme el proceso de matanza avanzaba, la accion tanto del acido lactico
como del ozono se vio reducida por la contaminacién de las diferentes actividades
del proceso, ya que la carga bacteriana de las Ultimas canales no se vio afectada

por ningan tratamiento.

La solucion de acido lactico y ozono se han venido utilizando en la industria
de la carne como una medida para reducir la carga bacteriana de la carne en otros
paises, los cuales estan incluidos durante el proceso como puntos criticos de
control, tal es el caso del acido lactico que tiene establecidos los limites criticos y
equipo especializado para su aplicacion, si México optara por tomar la decision de
utilizarlo seria importante adquirir o0 adecuar la infraestructura para cumplir con las

especificaciones establecidas.

Diversos estudios en el laboratorio han demostrado la efectividad del 4cido
lactico y del ozono como una medida descontaminante sobre la carne; sin
embargo en un rastro como en cualquier establecimiento dedicado a la
manipulacion de un alimento, en este caso la carne, tiene mdltiples fuentes y
mecanismos de contaminacion, causando una efectividad limitada de cualquier
medida, como lo demostro este trabajo. Concluyendo que cualquier tratamiento es
poco efectivo si esté no viene acompafnado de las buenas practicas de higiene que

reduzcan la contaminacidon microbiana.
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ANEXOS

Anexo 1. Correspondencia de la contaminacion de la canal con operaciones concretas de la matanza

Region en la canal

A lainspeccion se
observa:

Mala préactica de
manufactura en:

Corvejon

Pequefias y grandes
manchas de estiércol,
particulas de alimento y
pelos

Desollado

Flanco

Pequefias y grandes
manchas de estiércol,
particulas de alimento y
pelos

Desollado

Pecho

Pequefias y grandes
manchas de estiércol,
particulas de alimento y
pelos

Desollado

Grupa

Pequefias y grandes
manchas de estiércol

Evisceracion (corte y
atado del recto)

Falda

Grandes cumulos de
contenido ruminal que a

veces se extienden hasta

el cuello

Evisceracion (remocion
de las visceras)

Bolton, J.D., Doherty, M.A., Sheridan, J.J. (2001) Beef HACCP: intervention and non-intervention systems.
International Journal of Food Microbiology. 66, 119-129.
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Anexo 2. Regiones de la canal que se contaminan frecuentemente

DES[]LEAD[I EVISCERACION

i

Pierna

Flanco

Bolton, J.D., Doherty, M.A., Sheridan, J.J. (2001) Beef HACCP: intervention and non-intervention systems.
International Journal of Food Microbiology. 66, 119—-129.
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Anexo 3. Limites criticos para la aplicacion de un &cido organico

Concentracion del acido 2.5-10% permitido para el efecto de la
dilucién cuando es aplicado a la canal

pH del acido 2.8

Temperatura 25-55°C

Presion 13.8-27.6 Pa

Volumen 500 ml

Tiempo de contacto 35 segundos

Bolton, J.D., Doherty, M.A., Sheridan, J.J. (2001) Beef HACCP: intervention and non-intervention systems.
International Journal of Food Microbiology. 66, 119-129.
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Anexo 4. Vida media del Ozono (O3) en relacién con la temperatura

Gaseoso
Temperatura (°C) Vida media del O3

-50 3 meses

-35 18 dias

-25 8 dias

20 3 dias

120 1.5 horas

250 1.5 segundos

Estos valores son basados en la descomposicion térmica unicamente. No incluye datos como humedad o carga organica.
http://www.ozoneapplications.com/info/ozone_properties.htm
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Anexo 5. Solubilidad del ozono segun su concentracion y su relacion con la temperatura

O3 GAS 5°C 10°C 15°C 20° C
1.5% 11.09 9.75 8.40 6.43
2% 14.79 13.00 11.19 8.57
3% 22.18 19.50 16.79 12.86

http://www.ozoneapplications.com/info/ozone properties.htm
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Anexo 6. Norma Oficial Mexicana NOM-194-SSA1-2004. Especificaciones sanitarias en los establecimientos dedicados
al sacrificio y faenado de animales para abasto, almacenamiento, transporte y expendio

Producto E. coli UFC/g’
Congelado No aplica
Refrigerado 1000

Carne molida refrigerada 5000

*como microorganismo indicador
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Anexo 7. Comision Europea. Reglamento no 2073/2005. Relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los
productos alimenticios

Categoria del | Microorganismo Limite Fase en la
. gue se aplica
alimento o
m M el criterio
Canales Recuento de | 3.51log 5.0 log Canales
bovinas bacterias mesofilas UfC/C.mz UfC/C.mZ después de
’ media media su faenado
ovinas, logaritmica logaritmica pero
. diaria diaria antes del
caprinas y >
enfriamiento
equinas
Familia 1.5 log 2.5 log Canales
ufc/cm? ufc/cm? después de
Enterobacteriaceae | media media su faenado
logaritmica logaritmica pero
diaria diaria antes del
enfriamiento

m= es la cantidad aceptable y esperable que un microorganismo puede alcanzar en un alimento.

Este valor es el reflejo de las buenas practicas de higiene (BPH).

M-=es el nivel de contaminacidon de riesgo o inaceptable.
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