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Resumen

La Presion Hidrostatica Ultra Alta (PHUA) ha mostrado ser de gran utilidad para mejorar la
inocuidad de los alimentos sin afectar los nutrientes, sabor, aroma o frescura. En la
actualidad existe una gran variedad de productos procesados a través de este tratamiento
que se encuentran disponibles en diferentes paises, sin embargo, no hay reportes de
carne roja fresca conservada por este método. Como la carne es un alimento de gran
demanda y con un periodo de vida util corto, resulta relevante el saber si la PHUA puede

ser un tratamiento alternativo eficiente para prolongar su conservacion en refrigeracion.

El efecto de la PHUA fue evaluado utilizando 345 MPa de presion durante 1 minuto, a
temperatura ambiente, aplicandose a muestras de sirloin. Las muestras de carne
corresponden a: carne fresca, carne refrigerada, carne empacada al vacio y refrigerada,
carne empacada al vacio y presurizada y carne empacada al vacio, presurizada y
refrigerada. Salmonella enterica serovar Typhimurium y Listeria monocytogenes fueron
inoculados artificialmente previo a los tratamientos y su inactivacion fue evaluada por
medio de cuenta en placa, apreciandose diferencia significativa en la disminucién de las
cuentas de S. Typhimurium (P<0.05) al presurizar, siendo mucho mas labil al tratamiento
respecto a L. monocytogenes. También se determind la inactivaciéon de la microbiota
nativa: mesofilos y psicrotrofos (aerobios y anaerobios facultativos), bacterias écido
lacticas (BAL), enterobacterias y Pseudomonas spp. Se observd diferencia altamente
significativa en la disminucion de las cuentas bacterianas al tratar con PHUA y en el efecto
del tratamiento sobre los diferentes grupos microbianos (P<0.01), siendo las
enterobacterias y Pseudomonas spp. los mas afectados. Asi mismo, en las muestras
sometidas a PHUA el crecimiento de mesodfilos aerobios se mantuvo por debajo de lo
estipulado por la NOM-034-SSA1-1993, considerandose como referencia de buena calidad
microbiana. El grupo microbiano menos afectado por los tratamientos corresponde a las
BAL.

De manera tal que este estudio muestra la posible contribucion que la PHUA ofrece como

método para preservar la carne fresca por mas tiempo en refrigeracion.

Palabras clave: Presién Hidrostatica Ultra Alta, carne bovina fresca, Salmonella

Typhimurium, Listeria monocytogenes, microbiota nativa de la carne.
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Efecto de tratamientos de Presion Hidrostatica Ultra Alta sobre la
microbiota de carne fresca

1. Introduccioén

Desde el sacrificio del animal hasta la distribucion y almacenamiento, la carne esta sujeta
a una manipulacion constante por lo que es facilmente colonizada por microorganismos
ambientales. Ademas, al ser una matriz rica en agua y nutrientes se ve favorecido el

desarrollo y mantenimiento de los microorganismos haciéndola un alimento perecedero.

Aungue la industria alimentaria cuenta con una gran variedad de métodos de
conservacion, la gran mayoria de éstos atentan contra parametros sensoriales como el
color, la textura y algunos nutrientes de la carne fresca. Ademas, para ser considerada
carne fresca sélo puede haber sido refrigerada o empacada al vacio (o con atmdsfera
modificada) y refrigerada, asi mismo, la refrigeracion no debe prolongarse por mas de 5 a
7 dias [Warriss, 2003; USDA: www.fsis.usda.gov/es/Refrigeracion/index.asp (2010)] pues
el deterioro se hace evidente. Actualmente, en busca de mejoras en la calidad sensorial y
microbiana de los alimentos, han entrado en escena nuevas tecnologias para conservar
los productos, en particular los métodos alternativos no térmicos, que buscan preservar

sus cualidades en mejores condiciones por mas tiempo.

Es el caso de la Presion Hidrostatica Ultra Alta (PHUA). Este proceso no altera la forma
del alimento, tampoco modifica las caracteristicas funcionales y nutricionales del mismo ya
gue no afecta nutrientes termolabiles como vitaminas o los componentes responsables del
sabor y del aroma (no afecta enlaces covalentes). Igualmente, el proceso es amigable con
el ambiente, no genera residuos y es de bajo consumo energético [Cheftel, 1995; Téllez-
Luis et al., 2001; Picouet et al., 2008; Hicks et al., 2009]. Se trata de una técnica de
conservacion muy efectiva para aumentar la vida de anaquel en refrigeracion,

manteniendo la frescura e inocuidad [Fonberg-Broczen et al., 2005; Heinz et al., 2009].

Este método también responde a las demandas surgidas con la modificacion de los
habitos de consumo de la poblacion mundial. En la actualidad se buscan atributos como
frescura, productos minimamente procesados, que el alimento sea mas sano y natural al
disminuir o eliminar el uso de aditivos, que mantenga su inocuidad y que posean una larga

vida de anaquel.



Estos cambios en los habitos de consumo también han tenido efecto sobre las
enfermedades vinculadas al consumo de ciertos productos, por ejemplo, la listeriosis. Esta
enfermedad es de baja incidencia pero con un alto indice de mortalidad y ha sido asociada
al consumo de carne (res, pollo, puerco), leche y quesos (principalmente productos no
pasteurizados), entre otros [Farber & Peterkin, 1991; Kerr et al., 1993; Chmielewski &
Frank, 2003; Allan et al., 2004; Norrung & Buncic, 2008; Rossi et al., 2008; Jeyaletchumi et
al., 2010], afectando principalmente a personas inmunocomprometidas, adultos mayores y
mujeres embarazadas. Asi mismo, Salmonella spp. se encuentra dentro de los patégenos
con mayor incidencia en infecciones asociadas al consumo de alimentos contaminados

como carne y productos céarnicos [Norrung & Buncic, 2008; Rossi et al., 2008].

En México se ha reportado la presencia de Salmonella spp. y de Listeria
monocytogenes en carne de res y son, junto con Yersinia sp. y Staphylococcus sp., los
principales agentes causantes de enfermedades transmitidas por alimentos a través de la
carne o sus derivados [Estrada et al., 2004; Rubio et al., 2013]. Salmonella sp. y L.
monocytogenes han sido detectadas en carnes nacionales y en carnes importadas de EE.
UU. [Farber & Peterkin, 1991; Estrada et al., 2004; Rubio et al., 2013]. Particularmente
Rubio y col. [2013] analizaron 90 muestras tanto nacionales como importadas procedentes
de supermercados de Monterrey, Ciudad de México y Tabasco, representando las tres
areas geogréaficas comerciales mas importantes del pais (Norte, Centro y Sur); de las
muestras analizadas el 27.7% dio positivo a la presencia de L. monocytogenes (nacionales

e importadas) y el 8.8% a Salmonella spp. (sélo nacionales).

El efecto de la PHUA sobre patégenos como Salmonella sp. y L. monocytogenes entre
otros, ha sido también ampliamente estudiado en una gran variedad de matrices
alimentarias con resultados favorables para avalar su uso como método de conservacion
de calidad [Fonberg-Broczek et al., 2005; Aymerich et al., 2008; Escriu & Mor-Mur, 2009;
Sun & Holley, 2010; Jofré et al., 2010]. Y en los ultimos afios se ha dado un avance
significativo en las nuevas tecnologias con grandes progresos con los nuevos equipos,
logrando una exitosa comercializacion de muchos productos carnicos procesados
(jamones, salchichas, salamis, productos listos para el consumo, etc.) tratados con PHUA.
También se destaca el hecho de que deben aplicarse los estudios necesarios para
estandarizar el proceso para cada nuevo producto. De esta manera encontrar las
condiciones adecuadas para conseguir la eliminacién de patdogenos y disminuir las cuentas

de la microbiota nativa asociada, la cual posee un papel importante en la descomposicion,



sin afectar seriamente las caracteristicas sensoriales del producto o las cualidades mas

apreciadas por el consumidor.

Por este motivo es necesario estudiar y evaluar la respuesta de cada alimento ante
diferentes condiciones de presion y tiempo de presurizaciéon, porque de ello dependera la
eliminacion de la microbiota nativa del alimento o la disminucibn en las cuentas
microbianas. Igualmente, habra alimentos que no sean aptos para este proceso o que

alguna de sus cualidades, como textura o color, resulte afectada.

La PHUA tiene efectos importantes sobre la estructura cuaternaria y terciaria de
proteinas, afectando la estabilidad de interacciones no covalentes como fuerzas
electrostéticas, interacciones hidrofébicas, etc. En el caso de la carne (roja) fresca al ser
sometida a presiones mayores a 400 MPa la mioglobina ferrosa (deoximiglobina: Fe?*+H,0
u oximiglobina: Fe*+0,) cambia su conformacién de manera que pasa a estado de
mioglobina férrica (metamioglobina: Fe**+H,0) sufriendo una desnaturalizacién que
modifica su color habitual [Hugas et al., 2002; Jung et al., 2003; Picouet et al., 2008].
Igualmente, al empacar al vacio la mioglobina queda en su estado de deoximioglobina y
proporciona un color purpureo a la carne [Varnam & Sutherland, 1995; Grebol, 2004].
Ambos procesos no tienen mas efecto que un cambio en la apariencia del producto,
aunque el color rojo cereza brillante es uno de los criterios mas importantes para el
consumidor al momento de la compra (decisivo para aceptar o rechazar el producto). Cabe
mencionar que esta modificacidon deja de ser evidente después de ser cocida y no
presenta diferencia con respecto a carne que ha sido refrigerada o carne fresca cocidas

bajo las mismas condiciones [Jung, et al., 2003; Picouet et al., 2008].

Hay que hacer notar que se ha mostrado que los consumidores estarian dispuestos a
adquirir carne y otros productos presurizados si se les informa sobre los beneficios del uso
de estas nuevas tecnologias y las mejoras en la calidad y seguridad del producto, incluso
pagando un monto adicional [Hicks et al., 2009]. Ademas ya existen en el mercado una
amplia variedad de productos, no solamente carnicos, cuya demanda va en aumento.
Paises como Japon, Alemania, Australia, Espafia, Estados Unidos, Francia, Italia y Reino
Unido son algunos de los paises donde se comercializan productos en los que se aplica

esta tecnologia [Grebol, 2004; Herrero et al., 2006].



2. Antecedentes
2.1 La Carne

La carne roja’ corresponde a partes comestibles de mamiferos domésticos como
bovinos, cabras, ovejas, etc. Estd formada por musculo esquelético y puede incluir o no
grasa, tejido conectivo u oOrganos internos como higado, rifiones, cerebro, corazon,
estomago [NOM-009-Z0O0-1994% Adams & Moss, 1997].

La carne procedente de ganado bovino contiene gran cantidad de aminoé&cidos
esenciales en sus proteinas, contiene vitaminas del grupo B (B1, B2, B3, B6), vitaminas A,

C, D, E, fésforo, calcio, entre otros elementos (tabla 1) [Lawrie, 1998].

Tabla 1. Composicién quimica del masculo tipico
de un bovino adulto después del rigor mortis

% en peso
Agua 75.00
Proteinas 19.00
Lipidos 2.50
Carbohidratos: 1.20
Acido lactico 0.90
Glucoégeno 0.10
Glucosa e intermediarios glucoliticos 0.20
Nitr6geno no proteico soluble 1.65
Inorganicos: 0.65
Fosforo total soluble 0.20
Potasio 0.35
Sodio 0.05
Magnesio 0.02
Otros metales 0.23

[Adaptado de: Lawrie, 1998].

Existe una amplia variedad de cortes de bovino que se cotizan a un alto precio en el
mercado y que ademas poseen una gran demanda. Asi que es importante el conocer los
atributos sensoriales de la carne roja puesto que de estas caracteristicas dependera la

aceptacion o el rechazo por el consumidor [Escamilla, 2006].

Las caracteristicas sensoriales de la carne son:

! Para fines de este proyecto, la carne roja corresponde a mésculo esquelético con bajo contenido en grasa (carne magra).
2 NOM-009-Z00-1994. PROCESO SANITARIO DE LA CARNE.



= Color. Rojo cereza®. Este depende de la edad del animal, sexo, habitat,
alimentacion, actividad, funcion del musculo, exposicion al aire y grado de
maduracion de la carne. A nivel quimico, depende de la concentracion y estado de

oxidacion de la mioglobina® (figura 1) presente en el misculo [Varnam & Sutherland,

1995].
Oxigenacion+0:
DEOXIMIOGLOBINA > OXIMIOGLOBINA
Mioglobina reducida < Mioglobina rica en Oxigeno
Color rojo purpura Color rojo vivo

-

\

|~

Oxidacion Reduccion
Fe?%H:0 Reduccion Oxidacion ge?% o,

METAMIOGLOBINA

Contacto prolongado con O:
Color pardo ¥
\

Fe?%H.0

Figura 1. Modificacion del color de la carne de acuerdo al estado de oxidacion de la mioglobina.

= Olor. Ligeramente a acido lactico.

= Sabor, terneza y jugosidad.

De los atributos sensoriales destaca el color porque en los humanos la primer
impresion se da por medio del sentido de la vista [Hui et al., 2006]. De hecho, este atributo
tiende a verse afectado después de aplicar algunos métodos de conservacion, siendo que
el principal objetivo de estos tratamientos es manipular las condiciones ambientales para
inhibir o disminuir el desarrollo microbiano, también se busca evitar en la medida de los
posible la pérdida de peso y la modificacién de la apariencia del producto ademas del
color, también el sabor y la textura. Los mas usados como la congelacion y la refrigeraciéon
suelen tener un serio impacto tanto a nivel fisicoquimico como a nivel sensorial de la

carne.

® Diferentes tonalidades de rojo: gris rojizo, rojizo clero, rojizo oscuro, rojo cereza (es el color idéneo), rojo brillante,
rojo fuerte, rojo oscuro [Sanz, 1976].

* Oximioglobina, proporciona el color rojo brillante que es deseable en la carne fresca; metamioglobina, pigmento color
café, su formacidn es la causa principal de la modificacion del color de la carne; sulfomioglobina, pigmento de color
verde resultado de la interaccion entre sulfuro de hidrégeno y la mioglobina [Varnam & Sutherland, 1995]. La
mioglobina en estado nativo como deoximioglobina proporciona una coloracion purpura.
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La carne fresca posee un Aw° de 0.98-0.99, esto y la abundancia de nutrientes hacen
de la carne un medio muy adecuado para el mantenimiento del crecimiento microbiano,
particularmente en la superficie (por estar en contacto con el medio ambiente), siendo asi

un alimento perecedero.

Cuando el animal es sacrificado, se interrumpe el suministro de oxigeno al musculo, el
potencial redox (Eh) disminuye y la respiraciéon se detiene pero el desdoblamiento
glucolitico continda, asi se genera la acumulacién de acido lactico que lleva a un descenso
del pH, originalmente de 7 a un pH de 5.5 a 5.7 después del rigor mortis [Ingram &
Simonsen, 1980; Rosset, 1994; Adams & Moss, 1997; Board, 1998; Jackson et al., 2001].
Es verdad que este pH &cido protege a la carne en cierta medida del desarrollo
microbiano, pero puede ser colonizada por algunos tipos de bacterias que pueden
contribuir de forma importante en su deterioro, éstas pueden ser parte de la microbiota

nativa o contaminacion e incluso patégenos.

2.2 Microbiologia de la carne roja (ganado bovino)

Aunque se considera que el musculo esquelético es estéril, no asi la superficie del
animal que puede ser contaminada con microorganismos procedentes del aire, agua o
suelo. La microbiota normal de la piel del animal incluye bacterias de los géneros
Staphylococcus, Micrococcus, Pseudomonas, asi como levaduras y hongos filamentosos

[Ingram & Simonsen, 1980].

Los microorganismos que afectan la carne llegan a ella por la infeccién del animal in
vivo (contaminacion enddgena) o por invasion post-mortem (contaminacion exogena).
Aunque es dificil que la contaminacion sea atribuida a la enfermedad del animal ya que se
cuenta con regulacion sanitaria que especifica la inspeccion antes del sacrificio.
Igualmente, después del sacrificio, los animales, canales®, 6rganos y tejidos son sometidos
a un examen macroscopico y de ser necesario a examen microscopico y/o bacteriolégico

[NOM-009-ZO0-1994]. De modo que la contaminacién se da post-mortem.

5 Aw. Potencial del agua o actividad del agua. Queda definido como la presién de vapor del agua de un alimento con
respecto a la presion de vapor del agua pura a la misma temperatura [Board, 1998]. Asi, la cantidad de agua de un
alimento tendra gran influencia en su estabilidad quimica y microbioldgica, cuanto mas elevado sea (~1) mas intenso el
desarrollo microbiano [Rosset, 1994].

¢ Canal. Corresponde al cuerpo del animal desprovisto de piel, cabeza, visceras y patas [NOM-009-ZO0O-1994].
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Las zonas mas densamente colonizadas como la piel y el tracto gastrointestinal pueden
ser la principal fuente de contaminacién que puede ocurrir después del sacrificio, durante

las diferentes fases de procesamiento de la canal.

El nimero de microorganismos en muestras de tejido tomadas en condiciones
asépticas antes del procesamiento de la canal es menor a 10 UFC/kg [Adams & Moss,
1997]. Al término de la formacion de la canal, en condiciones higiénicas, el conteo de
microorganismos en la superficie alcanza los: 10° a 10° bacterias/cm?, menos de 102

psicréfilos/cm? y de 10* a 10 coliformes/cm? [Ingram & Simonsen, 1980; Warriss, 2003].

Después del procesamiento de la canal pueden llegar a cuantificarse de 10* a 10°
UFC/cm?, principalmente mesdfilos [Ingram & Simonsen, 1980; Johnston & Tompkin, 1992;
Rosset, 1994; Adams & Moss, 1997]. Igualmente llegan a encontrarse contaminantes
psicrotrofos’ provenientes del ambiente, principalmente bacterias de los géneros
Pseudomonas, Acinetobacter y Moraxella [Johnston & Tompkin, 1992; Ellis & Goodacre,
2006].

Los microorganismos que pueden encontrarse en el alimento pueden agruparse como:
responsables de alteraciones, patdégenos, tolerables y benéficos (p. ej. en
fermentaciones) [Nychas & Drosinos, 1999; Ellis & Goodacre, 2006].

2.2.1 Microorganismos relacionados con la descomposicion

La calidad de un producto asi como su vida de anaquel dependen en gran medida del

contenido y las caracteristicas de los microorganismos contaminantes.

Cuando un alimento se altera sus caracteristicas resultan perjudicadas, de tal manera
que ya no es aceptable. Las sefiales de deterioro comprenden la aparicion de olores
anormales (principalmente por el metabolismo de bacterias aerobias en la superficie),
cambios de color y la aparicion de manchas, modificacion en la textura e incluso la
formacion de limo [Jackson et al., 2001; Ellis & Goodacre, 2006].

" Psicrotrofos. Su temperatura minima de crecimiento es de 0° C, no crecen a temperaturas mayores a 40° C y poseen
una temperatura dptima de entre 20-30° C; crecen bien a temperatura de refrigeracion [Tortora et al., 2004].
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Las alteraciones dependeran del numero y del tipo de microorganismos, asi como de
las condiciones de almacenamiento. Los factores que pueden influir en el desarrollo de

cierto tipo de microbiota en la carne son®:

» Factores fisico-quimicos y estructura de la carne (pH, Aw, presencia de
antimicrobianos).

» Procesamiento.

» Factores que tienen influencia selectiva sobre el desarrollo (temperatura, humedad
relativa, atmésfera gaseosa utilizada durante su empaque, distribucidn o

almacenamiento).

La carne fresca se considera alterada cuando el numero de bacterias es del orden de
10° bacterias/cm? [Rosset, 1994] y se considera que los primeros signos de putrefaccion
aparecen cuando las bacterias alcanzan cuentas del orden de 10’ bacterias/cm? (mal olor)
[Rosset, 1994; Varnam & Sutherland, 1995; Nychas & Drosinos, 1999; Warriss, 2003].

Cuando la carne es manejada en condiciones higiénicas, el numero de patégenos es
bajo y la microflora que posteriormente puede causar alteraciones consiste en especies
psicrétrofas, en su mayoria bacilos gram-negativos y micrococos. Por ejemplo, bacterias
de los géneros: Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Flavobacterium, Moraxella,
Pseudomonas y miembros de la familia Enterobacteriaceae. Igualmente se han reportado
bacterias gram-positivas, principalmente Micrococcus spp. y Staphylococcus spp. y en
nameros aun mas bajos: bacterias acido lacticas, Brochothrix thermosphacta y Bacillus
[Ingram & Simonsen, 1980; Rosset, 1994; Warriss, 2003].

Bacterias psicrotrofas como Pseudomonas spp. predominan (es considerado el
principal género asociado a la descomposicion de la carne [Nychas & Drosinos, 1999;
Warriss, 2003]), pero también destacan Serratia liquefaciens y Alteromonas putrefaciens
[Labadie & Dousset, 1994; Nychas & Drosinos, 1999].

La putrefaccion profunda, que ocurre entre 25 y 40°C, esta caracterizada por el mal olor
y el color verdoso de la carne. La alteracion se da por la presencia de bacterias del género

Clostridium como: C. perfringens, C. histolyticum, C. sporogenes [Rosset, 1994].

® Nychas & Drosinos, 1999.



Tabla 2. Géneros de bacterias encontradas

Entre los 10 y 25°C los microorganismos

en carnes - .
- que participan en la descomposicion
Género Carne Carne
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y
fresca procesada
- al género Pseudomonas, asi como también
Acinetobacter XX X
Aeromonas XX Lactobacillus, Brochothrix y Proteus, pero en
Alcaligenes X menor medida [Rosset, 1994; Jackson et al.,
Alteromonas X X 2001]. Se observa la aparicion de limo y de
Arthrobacter X X olores nauseabundos que corresponden a la
Bacillus X X ., - .
putrefaccion superficial y la carne se aprecia
Bacteroides X . o
Brochothrix « y de un color marron grisaceo.
Carnobacterium X X
Citrobacter X Por debajo de los 10°C, en atmosfera
Closrtridium X seca, suelen predominar hongos
Corynebacterium X X flamentosos de los géneros Aspergillus,
Enterobacter X X . - .
Cladosporium, Thamnidium, Sporotrichum,
Enterococcus XX . .
_ Penicilllum y Mucor, asi como levaduras
Escherichia X
Flavobacterium X como Candida, Monilia y Rhodotorula
Hafnia X [Rosset, 1994; Ellis & Goodacre, 2006].
Lactobacillus X XX
Leuconostoc X X En paises desarrollados, se han
Listeria X . . .
. reportado  varios géneros bacterianos
Micrococcus X X ] L
asociados a la descomposicion de la carne
Moraxella XX
Neisseria X X (Tabla 2).
Pediococcus X X
Proteus X También se presenta el caso de que
Pseudomonas XX X ciertos microorganismos participan en la
Psycrhobacter X ., .
_ alteracion de la carne pero al alcanzar ciertos
Serratia X X ) _ ) »
niveles pueden ocasionar infeccion al ser
Shewanella X
Streptococcus X X ingerido el alimento (p. ej. Salmonella,
Streptomyces X Clostridium) 0 causar intoxicacion
Staphylococcus X (Staphylococcus, Bacillus cereus).
Vibrio X
Yersinia X
X reportado; xx frecuentemente reportado

[Nychas & Drosinos, 1999; Ellis & Goodacre,
2006]



2.2.2 Microorganismos patdégenos

Considerando entonces las posibilidades de que la carne pueda sufrir contaminacion,
para garantizar un abastecimiento del alimento salubre e inocuo hay que tener
conocimiento sobre la ecologia microbiana del mismo y los efectos de los tratamientos de
conservacion sobre ésta. Es de vital importancia reconocer que habrd microorganismos
contaminantes que no solamente tengan efectos en la calidad de la carne, sino que

también representan un peligro potencial para el consumidor.

La transmision de bacterias patdgenas al hombre a partir de la carne se puede dar de 3

formas®:

= Por la manipulacion de productos contaminados, p. ej., Bacillus anthracis,
Rickettsia burnetti (fiebre Q).

* Ingestidon de patégenos (infeccién alimentaria). Es, por ejemplo, la infeccién por
Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis y en ocasiones Bacillus
anthracis. En la mayoria de estos casos, las condiciones higiénicas de
produccién y la inspeccion veterinaria descartan el peligro. También se pueden
mencionar Salmonella enterica serovar Typhimurium®, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, como patdégenos cuya presencia se
ha reportado en carne [Ingram & Simonsen, 1980; Nychas & Drosino, 1999;
Farkas, 2001; Warris, 2003; Ellis & Goodacre, 2006; Ercolini et al., 2006].

* Intoxicaciéon alimentaria. Claros ejemplos son aquellas bacterias productoras de
toxinas como: C. botulinum, C. perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli como E. coli O157:H7 [Ingram & Simonsen, 1980;

Warriss, 2003; Ellis & Goodacre, 2006].

Es comun encontrar coliformes fecales o estreptococos fecales cuando la apertura de
la canal no se ha hecho de forma adecuada y estos microorganismos son indicativo de
contaminacion por contacto con el tracto gastrointestinal del animal [Ingram & Simonsen,
1980].

® Rosset, 1994.
19 para fines préacticos, en este proyecto Salmonella enterica serovar Typhimurium se denominara Salmonella

Typhimurium.
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Bacterias de los géneros Salmonella, Campylobacter, Staphylococcus, Clostridium,
Listeria, Yersinia, entre otros, pueden ser controlados en gran medida con una buena
higiene y buena coccion de la carne antes de su consumo [Nychas & Drosinos, 1999], pero
el uso de métodos de conservacion adecuados también contribuye en la eliminacién o
disminucién de la carga microbiana para mejorar la calidad del producto y prolongar su

vida util.

2.3 Métodos de Conservacion de Alimentos

Los tratamientos o métodos de conservacion se aplican a los alimentos con el objeto
de't:
* Prevenir la alteracion por causas mecdanicas y contacto con animales como
insectos.
» Retrasar los cambios quimicos del alimento debido a causas enziméticas o
reacciones quimicas (p. €j., la oxidacion de grasas).
» Prevenir o retardar la descomposicion microbiana del alimento.
a) Inhibiendo el desarrollo
b) Destruyendo los microorganismos
» Favorecer el crecimiento de microorganismos especificos que contribuyen en la

conservacion.

De esta manera se evitan pérdidas en la produccién y se asegura un abasto continuo

de alimento.

Asi, la alteracion de los alimentos puede retrasarse significativamente inhibiendo el
crecimiento microbiano, lo cual puede conseguirse por inactivacion irreversible o mediante
la eliminacion fisica de los microorganismos. Considerando esto, los métodos de
conservacion pueden agruparse como sistemas que destruyen microorganismos

(bactericidas) o los que impiden el desarrollo (bacteriostaticos).

Al primer grupo pertenecen: ebullicion, pasteurizacion, enlatado, ahumado, la adicion
de sustancias quimicas, irradiacién, etc. Dentro del grupo de bacteriostaticos: refrigeracion,

congelacion, deshidratacion.

1 Board, 1998.
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Igualmente, los principales métodos de conservacion pueden basarse en: (a) control de
la temperatura, (b) control de la humedad e (c) inhibicién directa de los microorganismos
(tabla 3). Dentro de este ultimo grupo se encuentran también los llamados métodos no
térmicos o alternativos, muchos de los cuales son nuevas tecnologias. Sin embargo, no
todos estos métodos pueden ser aplicados a la carne fresca exitosamente pues pueden

modificar seriamente sus cualidades sensoriales, con lo que pierde su status de carne

fresca.
Tabla 3. Métodos de conservaciéon de la carne y productos carnicos
Método de Principio Mecanismos Biocida Biostatico Reacciones

conservacion implicados enzimaticas

Refrigeracion  Control de la  Disminucion de la - + +
temperatura  velocidad de las

reacciones

Congelacion Control de la  Inmovilizacion del agua - + +
temperatura

Secado Control de la  Deshidratacion por - + +
humedad evaporacion

Ahumado Control de la  Fenoles y difenoles + + +
humedad e son los que poseen el
inh. directa efecto

Irradiacion Inhibicién Esterilizacion + - +/-

directa

+ Pertenece a la categoria; - No corresponde a la categoria.
En el caso de las reacciones enzimaticas, éstas disminuyen o quedan inhibidas.

(a) Control de la Temperatura

>» Tratamientos térmicos

El tratamiento con calor es el método de conservacion mas utilizado para destruir e
impedir el desarrollo de microorganismos, asi como inactivar enzimas. Son descritos

comunmente como pasteurizacion o esterilizacion [Olson & Nottingham, 1980].

El utilizar temperaturas por arriba de la temperatura maxima de crecimiento de un
microorganismo puede causar lesiones subletales o la muerte. La exposicion drastica y
prolongada promueve un descenso en el nUmero de microorganismos, favoreciendo la

eliminacion.

A pesar de sus ventajas y su eficacia, el exponer algunos alimentos al calor provoca

modificaciones fisicas y quimicas, teniendo efecto negativo sobre sus propiedades
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sensoriales y puede afectar los nutrientes termolabiles [Raventés, 2005]. Ademas, en el
caso de alimentos solidos se requieren tratamientos prolongados para que la temperatura
sea homogénea en todo el producto.

Se debe mencionar que un proceso de esterilizacion debe alcanzar la completa
eliminacion de todas las formas de vida y la autoestabilidad de los productos envasados
herméticamente. Esto no es posible para todos los alimentos ya que suele generarse
alguna modificacion indeseable. Si bien, los productos considerados “comercialmente
estériles” cumplen en cierta medida lo mencionado, pueden llegar a contener bajo numero

de esporas viables pero en estado de latencia [Farkas, 2001].

Pasteurizacion

Se trata de un método térmico en el cual se utilizan temperaturas menores a 100°C y
su objetivo es disminuir la carga microbiana que puede alterar el alimento, asi como
eliminar el riesgo sanitario y en algunos casos para impedir fermentaciones andmalas
[Olson & Nottingham, 1980; Cerf et al., 1994]. Este tratamiento calérico ligero no dafia
sustancias termolabiles pero si inactiva enzimas y destruye entre 99 a 99.9% de células
vegetativas bacterianas, siendo el principal objetivo el eliminar bacterias patdgenas
[Farkas, 2001]. Los productos pasteurizados poseen mayor vida Gtil (vida de anaquel)
manteniendo buena calidad microbioldgica, organoléptica y nutritiva [Cerf et al., 1994].

A pesar de ello, un tratamiento térmico con temperatura insuficiente puede tener un
efecto selectivo sobre aquellos microorganismos para los que no resulta letal, permitiendo
la recuperacion y crecimiento posterior al tratamiento [Cerf et al., 1994]. Por este motivo,
no solamente debe controlarse la temperatura adecuada, sino que también se debe
complementar el proceso con un meétodo de envasado que impida recontaminacion.
Adicionalmente, el alimento debe ser almacenado a baja temperatura para evitar la

germinacion de esporas que resisten el tratamiento térmico [Farkas, 2001].

>» Bajas temperaturas

Refrigeracion
La temperatura utilizada para la conservacion en refrigeracion es menor a 7°C pero

superior al punto de congelacion del alimento [Olson & Nottingham, 1980]. El rango va de

16°C hasta -2°C, siendo apropiado utilizar temperaturas inferiores a la temperatura minima
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de crecimiento de los microorganismos productores de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA) [Farkas, 2001].

El efecto sobre los microorganismos depende de la temperatura y del tiempo de
almacenamiento e igualmente del estado fisioldgico de estos. En términos generales, las
bajas temperaturas disminuyen la velocidad de crecimiento de los microorganismos o lo
inhibe.

En el caso de la carne, el almacenamiento de las canales en camaras frias lo mas
rapido posible después del faenado puede reducir sustancialmente la velocidad de
deterioro y el desarrollo de patégenos [Varnam & Sutherland, 1995; Lawrie, 1998; Warriss,
2003]. Ya que la mayor parte de los microorganismos patdégenos son mesofilos, su
crecimiento en el alimento almacenado en refrigeracion no constituye un problema. Sin
embargo, patdgenos psicrétrofos como Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes y
Aeromonas hydrophila son importantes en alimentos minimamente procesados de larga
vida util [Farkas, 2001].

Es destacable mencionar el hecho de que aquellas bacterias productoras de toxinas
requieren de cierta temperatura para poder tener efecto. S. aureus puede crecer a
temperaturas menores a 7°C pero la temperatura debe ser mas elevada para que
produzca toxinas [Olson & Nottingham, 1980]. Temperaturas por debajo de 5°C se

consideran eficaces para impedir el desarrollo de patégenos [Olson & Nottingham, 1980].

Hay que considerar también que las bajas temperaturas tienen una accion selectiva
sobre la microbiota y afecta la composicién inicial de ésta. Si el almacenamiento se
prolonga, la poblacion psicrétrofa se eleva, llegando a tener efectos negativos sobre la
calidad del alimento. Algunos saprofitos asociados al deterioro de alimento almacenado
bajo condiciones de refrigeracion y que pueden crecer hasta -5°C son: Pseudomonas,
Alcaligenes, Lactobacillus, algunos hongos filamentosos y levaduras [Olson & Nottingham,
1980]. Otras bacterias que pueden desarrollarse en condiciones de refrigeracion son del

género Brochothrix thermospactha y Carnobacterium [Ercolini et al., 2006].

La carne fresca puede ser almacenada a temperatura de refrigeraciéon (no mayor a 7°C)

de 5 a 7 dias [Warriss, 2003]. Si bien, se congela aproximadamente a -1.5°C [Warriss,
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2003], se sugiere preferentemente mantenerla en almacenamiento a -1.4°C, donde puede

permanecer hasta por mas de 60 dias [Lawrie, 1998].

En cuanto a las cualidades del producto, un subenfriamiento de canales aun calientes
pueden originar carnes duras [Lawrie, 1998]. Puede ocurrir también un aumento de la
salinidad de forma local, causar desecacién o efectos en la apariencia de la carne pues la
mioglobina es reducida adquiriendo un color café o grisaceo [Lawrie, 1998].

Es importante también controlar la humedad en las camaras de enfriamiento (y el flujo
de aire) porque ésta favorece el desarrollo de hongos filamentosos en la superficie de la
carne causando alteraciones como: modificacién de la apariencia, degradacion de las

grasas produciendo olor a rancio, etc. [Varnam & Sutherland, 1995].

Congelacién
El someter a temperaturas de -10°C a -60°C puede producir lesiones subletales o la

muerte de los microorganismos. Si se presentan lesiones subletales, con la consecuente
descongelacién de la carne, las células pueden reparar el dafio generando una fuente
potencial de alteracién o incluso de enfermedad. Las bacterias gram-positivas son mas
resistentes a la congelacién y al almacenamiento bajo estas condiciones, no asi las
bacterias gram-negativas. Adicionalmente, las esporas resultan resistentes a este
tratamiento y las toxinas de C. botulinum y S. aureus no se ven afectadas [Olson &
Nottingham, 1980].

La carne de ternera puede ser almacenada a -18°C por periodo de 6 a 12 meses
[Warriss, 2003]. Aunque una desventaja de este proceso es el hecho de que la
congelacion, el transporte y el almacenamiento bajo estas condiciones resulta ser
energéticamente costoso [Frakas, 1980]. Asi mismo, la congelacion de la carne disminuye

su calidad y la devalta [Varnam & Sutherland, 1995].

(b) Control de humedad
» Deshidratacion

El objetivo de este tipo de tratamientos consiste en disminuir el Aw, privando de agua a
los microorganismos para inhibir su metabolismo y asi evitar su crecimiento. Son las
bacterias gram-negativas aquellas que requieren elevados Aw para su desarrollo y por lo

tanto, este tipo de tratamiento tiene mayor impacto sobre éstas [Farkas, 2001].
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Secado
Para el tratamiento de alimentos sdélidos, como carne, se recurre a secado usando aire
caliente (bajo condiciones de humedad controlada) para que evapore el agua y la arrastre
consigo en forma de vapor. Con esto se logra disminuir el Aw del producto. Igualmente, la
temperatura del aire afecta la microbiota, aunque el calor hUmedo es mas letal que el calor

SecCo.

La efectividad del método depende de factores tales como el tamafio de la pieza y las
combinaciones de tiempo-temperatura. Si el proceso dura lo necesario (minimo 30
minutos) se logra la combinacion que permite un dafio irreversible en las células
microbianas [Farkas, 2001]. Igualmente, la pérdida de viabilidad de las células continta

durante el almacenamiento pues son incapaces de regenerarse con Aw bajos.

Los productos secados son microbioldgicamente estables en tanto la humedad relativa
de la atmosfera del almacén sea menor al 70% [Farkas, 2001].

» Curado y ahumado

En el curado se recurre al uso de cloruro de sodio, nitrato de potasio o nitrato de sodio
y nitrito de sodio para impregnar la carne [Warriss, 2003]. Puede aplicarse a carne picada

0 a piezas (falda, musculo de pierna) [Frazier & Westhoff, 1993].

La sal actia como conservador y condimento y contribuye a la disminucién del Aw
[Varnam & Sutherland, 1995].

El nitrato de sodio posee actividad bacteriostatica al estar en solucién acida, al igual
que el nitrito de sodio, teniendo un fuerte efecto sobre microorganismos anaerobios
[Frazier & Westhoff, 1993; Varnam & Sutherland, 1995]. El nitrito también es fuente de

oxido nitrico, que actia como fijador del color.

La mayor parte de las carnes que han sido ahumadas son también curadas para

mejorar sus cualidades y su conservacion, p. €j., la cecina [Frazier & Westhoff, 1993].

Una vez que la carne ha sido sometida a ambos procedimientos puede ser almacenada

a temperatura ambiente [Varnam & Sutherland, 1995].
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Durante el ahumado, el alimento experimenta desecacion, lo cual posee el mayor
efecto conservador, principalmente en la superficie del alimento [Frazier & Westhoff, 1993].
Los dos objetivos primordiales de este proceso son el impartir sabor al alimento y contribuir

a su conservacion.

Los componentes del humo que poseen actividad bacteriostatica, fenoles y &cidos
organicos, también actian como agentes conservadores. Asi mismo, el calor empleado
para el ahumado posee efecto inhibitorio sobre la multiplicacion de los microorganismos
durante el almacenamiento. De modo que en el ahumado convergen el tratamiento
térmico, la deshidratacion y el uso de agentes bactericidas o bacteriostaticos [Frazier &
Westhoff, 1993; Varnam & Sutherland, 1995].

Tanto en el caso de la deshidratacion, asi como en el ahumado y el curado, la carne
obtenida desarrolla un color, sabor, aroma e incluso una textura caracteristicos [Varnam &
Sutherland, 1995] y ya no puede ser considerada carne fresca. En el ahumado, por
ejemplo, el humo obtenido de la combustion de maderas duras proporciona un color

particular a las carnes y también las ablanda.

(c) Inhibicién directa
>» lIrradiacién

Luz Ultravioleta

El rango de mayor capacidad destructiva de la luz UV corresponde a 240-280 nm,
siendo la longitud de onda con mayor efecto letal la correspondiente a 260 nm ya que es el
maximo al cual absorben los &cidos nucleicos [Ingram & Roberts, 1980; Farkas, 2001].

Con ello, la supervivencia microbiana se ve afectada.

A pesar de su capacidad inhibitoria, su aplicacion se limita a suspensiones de aire y
superficies (de alimento o equipo) debido a su baja penetrabilidad. Para evitar el
crecimiento de microorganismos en la superficie de la carne (de cordero y de res), es
aplicado en camaras de refrigeracion [Ingram & Roberts, 1980]. Con esto no se busca
esterilizar la pieza sino frenar la multiplicacion microbiana al aplicar radiacion de forma
continua, siendo las bacterias gram-negativas las mas susceptibles a este tratamiento
[Farkas, 2001].
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Una desventaja de este método es que puede haber dificultad para alcanzar niveles de
exposicion uniformes en la superficie de los alimento [Farkas, 2001]. Ademas, si los
microorganismos poseen una capa protectora, como al hallarse en superficies himedas o
en alimentos grasosos, pueden presentar resistencia [Ingram & Roberts, 1980].
Igualmente, este método puede tener efectos negativos sobre el color de la carne, siendo
el uso de empaques adecuados una buena opcidn para preservar el color durante su vida

de anaquel [Varnam & Sutherland, 1995].

Radiacion lonizante

Este tipo de tratamiento utiliza radiacion de alta energia como rayos X o gamma
utilizando combalto (Co®) [Ingram & Roberts, 1980; Le Corre & Venaille, 1994; Farkas,
2001; Herrero & Romero de Avila, 2006]. Se caracteriza por un alto poder de penetracion
debido a la cantidad de energia que posee, lo cual también le da un gran poder letal.
Produce alteraciones en el DNA, genera radicales libres y moléculas reactivas que afectan

seriamente a los microorganismos.

Una de las ventajas es el que pueden procesarse piezas grandes como canales
enteras, cuartos, piezas, carne picada, permitiendo eliminar células vegetativas ademas de
que permite obtener carnes mas tiernas. Irradiar la carne mejora la calidad microbiana,
disminuye flora alterante y elimina patdgenos, de manera que el periodo de almacenaje
puede prolongarse entre 14 y 21 dias sin alteracién organoléptica o microbiana [Jackson et
al., 2001].

De acuerdo al objetivo, la exposicion a radiacion ionizante puede ser:

Radurizacion. Su objetivo es la reduccién significativa de microorganismos alterantes
(con dosis aproximadamente de 5 kGy'?), aumentando la vida de anaquel del alimento
[Ingram & Roberts, 1980; Frazier & Westhoff, 1993; Farkas, 2001]. En el caso de que sea
refrigerado, su almacenamiento puede prolongarse de 3 a 4 veces mas que la vida normal
[Farkas, 2001]. Pero se debe mencionar que se han detectado bacterias radioresistentes a

este proceso, tal es el caso de Moraxella y Acinetobacter [Le Corre & Venaille, 1994].

12 kiloGray (kGy). 10° Gy. El Gy es la energia equivalente a un Joule (J) absorbida por un kilogramo (kg) de alimento
irradiado [Le Corre & Venaille, 1994].
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Radicidacion. Su finalidad principal es la reduccién del nimero de patégenos no
esporulados [Frazier & Westhoff, 1993; Farkas, 2001].

Se considera que una irradiacion menor de 10 kGy no provoca cambio en la calidad del
alimento, pero si posee efectos sobre los microorganismos (altera DNA y RNA, impidiendo
su replicacion) [Le Corre & Venalille, 1994; Herrero & Romero de Avila, 2006]. En el caso
particular de la carne, la mayor parte de los microorganismos son eliminados al utilizar
dosis de entre 1 y 3 kGy (Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Acinetobacter)
[Le Corre & Venalille, 1994].

La exposicidén a esta radiacion no eleva la temperatura del producto, ademas, puede
aplicarse a través de cualquier tipo de material de envasado. Si bien, para efectuar la
irradiacion son necesarias condiciones particulares como: bajas temperaturas o atmosfera
libre de oxigeno e incluso llega a ser necesario aplicar en combinaciéon con otros
tratamientos [Le Corre & Venalille, 1994; Farkas, 2001].

Asi mismo, es importante aplicar la dosis adecuada, un equilibrio entre lo que se
necesita y lo que tolera el producto sin que cause alteraciones indeseables. Si se utilizan
dosis muy elevadas pueden originarse cambios organolépticos (olores, sabores, texturas)
en los alimentos de alta humedad como la carne [Ingram & Roberts, 1980; Frazier &
Westhoff, 1993; Le Corre & Venaille, 1994; Farkas, 2001; Watrriss, 2003].

Otros efectos negativos por la aplicacion de dosis incorrectas son, por ejemplo, el
aumento del pH, el aumento de compuestos carbonilo, sulfuro de hidrégeno,
metilmercaptano, disminucion en la concentracién de tiamina y de otras vitaminas [Frazier
& Westhoff, 1993]. Algunos de esto efectos pueden derivar en la aparicion de olores
desagradables (por el efecto de la radiacion sobre lipidos y proteinas), aungue en mayor

parte estos desaparecen durante el almacenamiento [Le Corre & Venaille, 1994].

» Atmosfera modificada

Este proceso puede aplicarse a carne fresca para prolongar su almacenamiento en

refrigeracion o congelacién, manteniéndola en buen estado.

Para conservacion de carnes se ha sugerido el uso de 6xido nitroso (NO) y dioxido de

azufre (SO,) como atmodsfera gaseosa para el envasado [Jackson et al., 2001] pero
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también el uso de didxido de carbono (COy), nitrogeno (N) como gas inerte, bajas
concentraciones de oxigeno (O;) e incluso se ha sugerido el uso de mondxido de carbono
(CO). Este ultimo genera carboxihemoglobina, lo que ayuda a mantener un color rojo
cereza estable por tiempo prolongado, sin embargo, este puede preservarse incluso

cuando hay deterioro causado por microorganismos.

El mecanismo de accion del dioxido de carbono (y otros gases usados en diferentes
combinaciones y proporciones) es la inhibicion directa de la respiracion microbiana.
Miembros de los géneros Pseudomonas Yy Acinetobacter, reconocidos por ser parte de la
flora alterante en carne, son particularmente sensibles al CO, [Farkas, 2001]. En el
envasado, el CO, proporciona un efecto bacteriostatico principalmente sobre gram-
negativos y bacterias aerobias, aunque favorece el desarrollo de bacterias acido lacticas
[Lopez-Alfonso et al., 2004].

La ventaja del uso de N, es que no altera los pigmentos de la carne por lo que no
genera cambios en su coloracién. Con este gas se busca sustituir el oxigeno del interior
del envase, actuando como gas de relleno. Al ser poco soluble en agua y grasas resulta

muy conveniente para conservar alimentos y bebidas [Lépez-Alfonso et al., 2004].

La aplicacion de atmdésfera modificada puede ser utilizado durante el almacenamiento,
junto con algiin otro proceso de conservacién, o bien, durante el envasado (MAP'®)

utilizando empaques impermeables a los gases.

Es importante mencionar que se recomienda incluir oxigeno en la mezcla de gases, si
bien favorece el desarrollo de microorganismos aerobios y procesos oxidativos que
contribuyen al deterioro del alimento, resulta necesario para preservar la coloracion roja de
la carne fresca al mantener en estado oxidado la mioglobina [Varnam & Sutherland, 1995;
Lopez-Alfonso et al., 2004].

Por otro lado, también llega a utilizarse el envasado de productos carnicos al vacio.
Con esto se cambia la presion del aire dentro del empaque reduciendo con ello la
disponibilidad de oxigeno y se modifica la composicibn de la atmédsfera normal
disminuyendo también la concentracion de CO,. Con esta medida se inhibe el desarrollo

de aerobios estrictos y se retarda el crecimiento de anaerobios facultativos. Ademas,

3 MAP. Modified atmosphere packaging o Envasado en atmésfera modificada.
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también retarda y disminuye los procesos oxidativos que se presentan naturalmente en la
carne. Sin embargo, al eliminar totalmente el O, disponible en el envase, se forma
metamioglobina, cambiando la coloracion roja de la carne por un color pardo [Varnam &
Sutherland, 1995; Grébol, 2004]. Ademas, se genera la acumulacion de exudado por la

pérdida de agua del producto [Grébol, 2004].

Otra desventaja del uso de vacio consiste en que éste promueve el crecimiento de

bacterias acido lacticas durante el almacenamiento de la carne [Tuboly, 2009].

2.3.1 Métodos no térmicos

Hay que mencionar que se ha dado un avance significativo en el desarrollo de sistemas
fisicos que afectan la viabilidad de los microorganismos sin incrementar sustancialmente la
temperatura del alimento. Estos métodos suelen ser considerados como métodos
alternativos y permiten eliminar microorganismos sin alterar el alimento, obtener productos
mas frescos que conserven sus propiedades funcionales, disminuyendo la alteracion de

sustancias nutritivas como vitaminas.

Dentro de estas nuevas tecnologl’as se encuentran tratamientos como:

Campos eléctricos pulsados (CEP) de alto voltaje

También conocido como Campos eléctricos de alta intensidad. El proceso se basa en
el uso de entre 20 y 60 kV/cm™, aplicando el tratamiento en forma de pulsos eléctricos
cortos (entre 1 y 10ms de duracién) [Herrero & Romero de Avila, 2006]. Su fundamento se
sustenta en la propiedad que tienen ciertos alimentos con alto contenido de agua,
minerales, vitaminas y triglicéridos, que los convierte en buenos conductores por la alta

concentracion de iones que presentes [Raventos, 2005].

Este tratamiento también es conocido como electroporacion por el efecto que causa en
las células microbianas. Genera la alteracion irreversible de la permeabilidad de
membrana debido a la generacion de una diferencia de potencial entre ambos lados de
ésta [Raventds, 2005; Herrero & Romero de Avila, 2006].

¥ kiloVolt (kV). Equivale a 10° V. El Volt es la unidad empleada en el Sistema Internacional (SI) para el potencial
eléctrico y se define como la diferencia de potencial existente entre dos puntos, cuando el trabajo necesario para mover
una carga de 1 Coulomb (C) de un punto a otro es de 1 Jule (J) [Giancoli, 1997].
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El valor critico para células vegetativas es de 15 kV/cm [Farkas, 2001]. Las bacterias
gram-negativas son mas susceptibles que las gram-positivas. Aunque la inactivacion es
proporcional al numero y duracion de los pulsos, también estara en funcion de la

temperatura de tratamiento.

En la industria carnica, la estimulacion eléctrica empleada reduce significativamente la
viabilidad de los microorganismos en la superficie de la carne vacuna, utilizandose como
pasteurizacion [Farkas, 2001]. Este tratamiento también es conocido como pasteurizacion
fria y también es recomendable para el tratamiento de leche, huevo liquido, jugos de frutas

y concentrados, sopas y extractos de carne [Herrero y Romero de Avila, 2006].

Campos magnéticos oscilantes (CMO)

Este tratamiento también induce una alteracion en la permeabilidad de membranas de
células microbianas y afecta tanto el crecimiento como la reproduccién de los
microorganismos [Farkas, 2001]. Causa la ruptura del DNA y de ciertas proteinas [Herrero
& Romero de Avila, 2006].

El producto envasado en material plastico es sometido a un campo magnético de entre
5y 50 T* con una frecuencia de entre 5 y 500 kHz'®, manteniendo la temperatura entre 0
y 50°C [Herrero & Romero de Avila, 2006]. El tiempo de exposicion es corto y no produce
cambio térmico en el alimento. Tiene efecto pasteurizante, inactivando células vegetativas
[Farkas, 2001].

Esta tecnologia todavia esta en desarrollo pero puede ser aplicada para el tratamiento
de derivados carnicos, productos cocidos y productos envasados y listos para el consumo
[Herrero & Romero de Avila, 2006].

Efectos fotodinamicos (luz blanca de alta intensidad)
La aplicacion de esta tecnologia se limita a la superficie de productos y puede ser
utilizada para pasteurizar alimentos envasados en materiales transparentes o para liquidos

transparentes [Herrero & Romero de Avila, 2006].

15 Tesla (T). Es la unidad en el SI que expresa el flujo magnético o induccién magnética [Giancoli, 1997].
16 Kilohertz (kHz). Equivalente a 10° Hz. Corresponde a la unidad en el SI para expresar frecuencia, 1 Hz equivale a un
ciclo por s™ [Giancoli, 1997].
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La luz utilizada para la irradiacion va del espectro del ultravioleta lejano (200 nm) hasta

el infrarrojo cercano (1 100 nm) [Herrero & Romero de Avila, 2006].

Los efectos que tiene son a nivel fotoquimico y fototérmico (genera un aumento local
de la temperatura que no afecta la temperatura global del producto), causando
modificaciones en el DNA, en membranas celulares y en los sistemas de reparacion

enzimaticos [Herrero & Romero de Avila, 2006], comprometiendo la viabilidad de la célula.

Otro método alternativo que se puede considerar en auge es la Alta presion hidrostatica

(o Presion Hidrostatica Ultra Alta).
2.3.2 Presion Hidrostatica Ultra Alta

La Presién Hidrostatica Ultra Alta (PHUA)Y resulta ser una técnica de conservacion
muy efectiva, puede inactivar esporas y enzimas sin alterar la calidad sensorial de los
alimentos aumentando su vida de anaquel [Fonberg-Broczek et al., 2005; Heinz et al.,
2009]. Con ello destaca con respecto a los tratamientos térmicos pues estos causan

pérdida de nutrientes y sabores.

En la industria alimentaria basicamente se utiliza el sistema de presurizacion en frio o a
temperatura ambiente, con tiempos de tratamiento de 5 a 20 minutos con presiones de
entre 400 a 900 MPa®® [Téllez-Luis et al., 2001].

Dentro de las ventajas que ofrece este método se pueden mencionar®®:

« EI alimento no sufre deformacion; de acuerdo con el principio de Pascal (ley
isostética), la presion hidrostatica se transmite uniformemente sobre el producto de
forma instantanea [Heinz et al., 2009], por lo que el tratamiento es independiente del
volumen y de la forma del producto y el tiempo de proceso es reducido para procesar

grandes cantidades [Farkas, 2001].

7 También es denominada: Alta Presién Hidrostatica (APH), pascalizacién o presurizacion.

18 Megapascal (MPa). Equivale a 10° Pa, siendo el Pa la unidad para expresar la presion hidrostatica (proyeccion de la
fuerza en direccion perpendicular por unidad de superficie) en el Sl y se define como: 1 Pa= N m, es decir, la fuerza de
un Newton actuando uniformemente sobre un metro cuadrado de superficie [Giancoli, 1997]. 100 MPa equivalen a 10.1
atmosferas.

9 Téllez-Luis et al., 2001.
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» No afecta nutrientes termolabiles como vitaminas ni los compuestos responsables

del aromay del sabor pues no afecta enlaces covalentes.

« No genera residuos y es de bajo consumo energético. La energia necesaria para
calentar 1L de agua a 30°C es la misma requerida para presurizar a 400 MPa ese

mismo volumen de agua [Cheftel, 1995; Téllez-Luis et al., 2001].

» Se puede aplicar a alimentos envasados pero considerando que el envase debe ser
flexible y deformable, tolerando una reduccion del volumen de hasta 15% [Herrero &
Romero de Avila, 2006].

« EIl tratamiento puede ser aplicado a temperatura ambiente o a temperaturas

moderadas.
« El alimento es minimamente procesado y no requiere aditivos.
También se pueden mencionar algunos inconvenientes como?’:

= No se puede aplicar a ciertos alimentos como algunas frutas o verduras porque

puede afectar su forma y aspecto original.

= La PHUA puede tener efectos en las caracteristicas sensoriales de ciertos
alimentos?, normalmente estas modificaciones suelen dar mejoras. Colores,
sabores y olores no suelen verse afectados pero las texturas pueden tener cambios
[Sangronis et al., 1997; Raventds, 2005; Herrero & Romero de Avila, 2006; Heinz et
al., 2009]. Los tejidos de la carne y el filete de pescado en pre-rigor mortis se
ablandan y vuelven opacos [Sangronis et al., 1997]. En el caso de la carne fresca,
en sOlo 10 minutos la carne se ablanda y se incrementa la digestibilidad de
proteinas cuando normalmente esto ocurre en 2 semanas (proceso de

maduracién??) [Téllez-Luis et al., 2001].

20 Téllez-Luis et al., 2001.

2L En el caso de la carne, se ha mencionado que el filete de res sufre modificaciones en color y terneza a presiones
mayores a 350 MPa o periodos de presurizacion superiores a 1 minuto [Sanchez-Basurto e al., 2011].

22 El proceso de maduracién de la carne tiene como objetivo la obtencién de carnes més tiernas, esto se logra
manteniéndola a 5°C durante 14 dias [Varnam & Sutherland, 1995].
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= La influencia de la PHUA en las caracteristicas sensoriales de los alimentos
depende del alimento y de las condiciones de presurizacion. En el caso de la carne
se puede llegar a alterar su color, a presiones mayores a 300 MPa puede ocurrir
este cambio (figura 2). Y a presiones mayores a 400 MPa la mioglobina ferrosa
pasa a estado de mioglobina férrica y se desnaturaliza, teniendo también efecto en
el color del producto [Hugas et al., 2002; Jung et al., 2003; Picouet et al., 2008].
Siendo que el color es uno de los criterios mas importantes para el consumidor, esto
puede ocasionar rechazo. Por ello, cada alimento en particular requiere de estudios

previos para la aplicacion de este tratamiento.

Control 200MPa 300MPa 400MPa 500MPa 600 MPa

FRESCA

CONGELADA

Control 200MPa 300MPa 400MPa 500MPa 600 MPa

Figura 2. Modificacion del color de carne de res después de ser sometida a diferentes
presiones [Picouet et al., 2008].

= La desconfianza del consumidor ante algo novedoso y desconocido es un aspecto
limitante. Sin embargo, estos productos van aumentando su popularidad en paises
como Japon, EE.UU. y algunos paises europeos. Las personas han mostrado que
si se les informa sobre los beneficios del uso de esta nueva tecnologia y de las
mejoras en la calidad y seguridad del producto que se pueden conseguir sin un
incremento sustancial del producto (entre $0.25 a $0.50 USD®) estarian dispuestos
a adquirirlo [Hicks et al.,, 2009]. Gran parte de la poblacién es conciente de la
necesidad de nuevas tecnologias para mejorar la calidad de los productos para
poder acceder a productos mas frescos y seguros, ademas de ser procesados con
tecnologias amigables con el ambiente.

2 USD, United States Dollar, es decir, délar norteamericano.
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Igualmente, cabe mencionar que la PHUA posee otras aplicaciones en la industria
alimentaria, por ejemplo, para obtener nuevas texturas, siendo una tecnologia de reciente
uso para obtener carne mas tierna [Heinz et al., 2009; Sun & Holley, 2010]. Si bien,

predomina su uso para la conservacion de los alimentos.

La aplicacion del tratamiento a alta presion fue estudiado en alimentos por primera vez
en 1899 por Hite y colaboradores para la esterilizacion de la leche. Posteriormente a esta
fecha se da un desarrollo de la tecnologia correspondiente, no siempre aplicado a la
industria alimentaria. Es en la década de 1980 cuando la investigacion en este campo se
vuelve exhaustiva y fue Japon el primer pais en producir y comercializar alimentos

presurizados (jugos y derivados de frutas) [Téllez-Luis et al., 2001].

En los dltimos afios se ha dado un avance significativo en las nuevas tecnologias. Se
han obtenido grandes progresos con los ultimos equipos y se ha logrado una exitosa
comercializacion de muchos productos carnicos tratados con presion hidrostética ultra alta.
Hay modelos de equipos para los que se ha estimado una productividad desde 170 kg/h
con un costo de 0.19 €/kg (0.25 USD) hasta 2 000 kg/h con un costo de 0.5 €/kg (0.65
USD) operando al 50% de capacidad y procesando durante 3 minutos con 600 MPa
[Picouet et al, 2008].

2.3.2.1 Métodos de Tratamiento con Presién Hidrostatica Ultra Alta

La PHUA se puede producir por: compresion directa, compresion indirecta o por

calentamiento del medio presurizante.

» Compresion directa (se utiliza para productos liquidos). La alta presion se obtiene
de forma inmediata y a gran velocidad por la presurizacion del medio mediante un pistén,
como se aprecia en la figura 3a. Su uso se restringe a laboratorios pequefios 0 en

plantas pilotos.

» Compresion indirecta (se utiliza para productos sélidos). Utiliza un intensificador de
alta presion que bombea el medio presurizante desde un depoésito hacia la camara de
presurizado hasta alcanzar la presion deseada (figura 3b). Este método es utilizado

ampliamente en la industria y usualmente se utiliza agua como medio presurizante.
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« Compresion por calentamiento del medio presurizable. Se fundamenta en el hecho
de que al elevar la temperatura del medio presurizante éste se expande, con lo cual hay

un aumento en la presion. De esta manera se combinan alta temperatura y alta presion.

a) b)
Directa Indirecta
> F
l?
= — "y e piston
V22722272227 piston
~ agua producto empacado
|
* 1 producto
!
I "
camara de presioén |
generador de presion linea de presion  camara de presion

Figura 3. Principios de funcionamiento de la presion directa
y de la presién indirecta [Heinz et al., 2009].

Dependiendo del tipo de alimento y la temperatura del proceso sera el tiempo durante
el cual debera ser sometido el producto al tratamiento con alta presion.

Ya que la PHUA se rige por el principio de Pascal**, que como ya se menciond, sefiala
que la presion se transmite instantaneamente y de forma uniforme a través de la masa del
producto de forma independiente del volumen, los tiempos de proceso son cortos.
Entonces se puede aumentar la velocidad de la produccién, especialmente si se recurre al
proceso semi-continuo operando secuencialmente camaras de presion de forma sucesiva
[Téllez-Luis et al., 2001]. Este proceso se vuelve quasi continuo (batch) y consiste en el
uso de compartimentos colocados en serie en los cuales se introduce el alimento
previamente empacado (figura 4). Después las camaras son llenadas con liquido

presurizante y el alimento es expuesto a PHUA [Heinz et al., 2009].

24 Téllez-Luis et al., 2001; Raventds, 2005; Herrero & Romero de Avila, 2006; Heinz et al., 2009.
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Figura 4. Ejemplo del equipo utilizado para el proceso semi-continuo [DIL/Meat&Co®)].

2.3.2.2 Efecto sobre los microorganismos

La alta presion produce cambios en diferentes niveles de la célula dependiendo del
tiempo, temperatura de procesamiento y presion aplicada, llegando a generar
modificaciones morfologicas. La combinacion de este conjunto de cambios afecta la

viabilidad de las células vegetativas (tabla 4).

Tabla 4. Principales efectos de la PHUA sobre la microbiota en alimentos

Presion (MPa) Efectos
> 200 Influencia sobre la actividad enzimatica
Modificacion de las propiedades fisicas de las proteinas
Alteracién de la membrana plasmatica

> 300 Inactivacion irreversible de enzimas
Muerte de los microorganismos

> 400 Gelificacion de almidones
Desnaturalizacion de proteinas

> 500 Muerte de las esporas bacterianas
Inactivacion de enzimas involucradas en la esporulacion

[Raventds, 2005]

La membrana celular es el blanco primario del dafio ya que los sistemas de lipidos son

labiles a la presion. El arreglo de la bicapa lipidica pasa de un estado liquido-cristalino a un

% Imagen extraida de: Toepfl, S. & Heinz, V. (2009) Schokkende Procestechnieken. Meat&Co, November. Créditos de
imagenes: German Institute of Food Technologies (DIL)/Meat&Co. Consultado el 14 de agosto de 2010 en:
http://www.promatecfoodventures.com/doc/SCHOKKEND.pdf
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estado de gel al compactarse los fosfolipidos y la fluidez disminuye conforme aumenta la
presion [Aymerich et al., 2008; Rivalain et al., 2010]. Por ende, también hay una disrupcién
entre la unién de la membrana celular y la pared celular, generando con ello cambios en la
morfologia y también modificaciones que alteran la permeabilidad de la membrana [Téllez-
Luis et al., 2001; Hugas et al., 2002; Heinz et al., 2009]. Se presenta la inhibicion de
reacciones productoras de energia tanto por la pérdida de estabilidad de membrana asi
como por la pérdida de actividad enzimatica en general [Farkas, 2001]. Disminuye la
sintesis de DNA y hay disminucion en los mecanismos de reparacion y se produce la
desnaturalizacion de otros biopolimeros [Herrero & Romero de Avila, 2006]. Con la
alteracion de la permeabilidad de membrana, se pierde la capacidad para mantener el
gradiente de pH (que también afecta las reacciones productoras de energia, por lo que hay
una disminucién en la produccion de ATP), se pierde el balance osmoético y las proteinas
de transporte también se ven afectadas [Téllez-Luis et al., 2001; Hugas et al., 2002;
Aymerich et al., 2008].

La desnaturalizacion de proteinas tiene consecuencias en los sistemas biologicos y es
irreversible al usar presiones por encima de 300 MPa [Téllez-Luis et al., 2001; Hugas et al.,
2002; Heinz et al., 2009; Sun & Holley, 2010]. Es por ello que cuando la PHUA se utiliza
como método de conservacion se utilizan presiones superiores a este valor. La presion
puede generar la ruptura de interacciones no covalentes débiles como las interacciones
electrostaticas y las hidrofébicas que son las que estabilizan la estructura terciaria y
cuaternaria de proteinas. Con la aplicacion de presion, las regiones hidrofébicas quedan
expuestas (pueden quedar atrapadas moléculas de agua al interior de la proteina
promoviendo que zonas hidrofilicas antes ubicadas en la zona externa de la proteina
qgueden en la parte interna), lo que genera la agregacion de la proteina y la pérdida de
agua (formacion de exudado), junto con la disminucion del volumen [Téllez-Luis et al.,
2001; Rivalain et al., 2010; Sun & Holley, 2010]. Este efecto se ve reforzado por el principio
de Le Chatelier (que junto con el principio de Pascal, rige el proceso fisico de la PHUA).
De acuerdo al principio de Le Chatelier, la presurizacién acelera las reacciones que
involucran un cambio de volumen favoreciéndolas en la direccion de su disminucion
[Téllez-Luis et al., 2001; Hugas et al., 2002].

En caso de ser una proteina oligomérica, puede ocurrir un cambio conformacional ya
sea por la disociacidon o0 una mala reasociacion de sus componentes (cuando el efecto es

reversible); hay un cambio en la estructura intermolecular y cambios en la hidrataciéon que
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pueden causar dificultades para replegarse o causar un plegamiento incorrecto que afecte
los sitios de unién del grupo prostético o del sustrato [Téllez-Luis et al., 2001; Hugas et al.,
2002; Rivalain et al., 2010; Sun & Holley, 2010].

El grado en que estos factores se vean afectados originara la disminucion de la
poblacion microbiana que es proporcional con el incremento de la presion utilizada en el
tratamiento o con el tiempo en que ésta es aplicada [Fonberg-Broczek et al., 2005].
Levaduras y mohos presentan mayor susceptibilidad, las bacterias gram-negativas son
menos susceptibles pero se ven mas afectadas que las bacterias gram-positivas que son
mas resistentes ante la presurizacion, pero las esporas lo son aun mas [Shigehisa et al.,
1991; Smelt, 1998; Hugas et al., 2002]. Las células vegetativas son destruidas en un
margen de 300 a 700 MPa [Farkas, 2001]. Las esporas, en cambio, resisten hasta 1 000
MPa, por ello, cominmente se recurre a la aplicacion de presion moderada y alta
temperatura para su germinacion, para después someter a tratamiento con alta presién y
con ello inactivar [Cheftel, 1995; Heinz et al., 2009].

Este tratamiento es utilizado para eliminar agentes patdégenos, prolongar el tiempo de
vida de anaquel, mantener la calidad sensorial y mejorar la seguridad de los procesos de
coccién o el curado de la carne [Sun & Holley, 2010]. El rango de presion utilizado va de
300 a 1 000 MPa [Farkas, 2001; Téllez-Luis et al., 2001]. Valores superiores a 1 000 MPa
pueden afectar la conformacion de las proteinas del alimento, pudiendo causar
desnaturalizacion, agregacién e incluso gelificacion [Heinz et al., 2009; Sun & Holley,
2010]. El tratamiento mediante PHUA ha mostrado tener buenos resultados para inactivar
bacterias patégenas como Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila y Enterococcus
spp. ?° Estos resultados se han obtenido en estudios donde se contamind artificialmente el
alimento para tener una densidad bacteriana de 10’ y 10'° bacterias/g en productos
carnicos, utilizando 400 MPa durante 15 minutos, teniendo como resultado menos de 10
bacterias/g [Fonberg-Broczek et al., 2005]".

%% |, monocytogenes es una bacteria patégena, psicrotrofa, capaz de crecer a bajas temperaturas y en un amplio rango de
pH. Esta asociada con enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). A. hydrophila es una bacteria patégena de rapido
crecimiento a 5° C. Una coccion inadecuada, falta de tratamiento térmico y el almacenamiento en refrigeracion por
tiempo prolongado promueven su desarrollo. Enterococcus spp. es un indicador de la calidad sanitaria de varios
productos alimentarios.

%7 Jamoén curado, rebanado, inoculados con una mezcla de 5 cepas de L. monocytogenes. Después de la inoculacién fue
empacado al vacio en unidades de 10 gramos y expuesto a PHUA.
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2.3.2.3 Otras perspectivas para el uso de Presion Hidrostatica Ultra Alta

En el area de la Medicina se ha planteado el uso de la presurizacién para la
desinfeccion de biomateriales como proétesis, placas 0Oseas, ligamentos y tendones
artificiales, entre otras cosas. Los tratamientos convencionales como radiacion,
autoclaveado o el uso de detergentes comprometen la integridad biolégica y biomecanica
de estos materiales. Sustitutos de hueso de fosfato de calcio, tendones de Aquiles y hueso
trabecular mantienen su estabilidad después de ser tratados con PHUA sin causar pérdida
de funcion, inactivando células tumorales en tenddn y tejido 6seo y células bacterianas
[Rivalain et al., 2010]. En otras areas se sugiere el uso de la presion junto con calor
moderado para esterilizar productos cosméticos o liposomas y herramientas médicas para

cirugia o herramientas para endoscopia [Masson et al., 2001].

Otra de las posibles aplicaciones gira en torno a la hipoétesis que sugiere que
patdgenos inactivados mediante PHUA pueden estimular el sistema inmunitario con
posibilidad para utilizarse como vacuna. Otra posible estrategia seria el uso de fantasmas
bacterianos en lugar de células atenuadas o muertas. Usualmente estos fantasmas se
obtienen por la expresiéon de genes del ciclo litico pero sin que ocurra dafio en la
membrana o en la pared celular por lo que se mantendrian sus propiedades
inmunogénicas. En el area de la virologia, los virus tratados con PHUA pierden infectividad
pero mantienen su capacidad para estimular la formacion de anticuerpos. También se
sugiere la hipotesis de que al presurizar la capside se disocia y al reasociarse genera una
particula virica no infecciosa pero que mantiene sus propiedades inmunogénicas, ademas
de que epitopes anteriormente ocultos pueden quedar expuestos, incrementando la

inmunogenicidad del virus inactivado [Masson et al., 2001; Rivalain et al., 2010].

Para el area de la Biologia Molecular y la Bioquimica, Pressure Biosciences Inc. ha
desarrollado un nuevo método de extraccién celular combinando ciclos de presurizacion
junto con extraccion con solventes y centrifugacion para obtener fracciones de diferentes
moléculas. Con ello se han obtenido buenos rendimientos para la extraccion de proteinas,
lipidos, DNA o RNA intactos e incluso organelos, sin necesitar algun paso posterior de
purificacion [Tao et al., 2003; Gross et al., 2008a, b].

El uso de PHUA también se ha planteado, por ejemplo, para mejorar la extraccion de

compuestos quimicos de interés farmaceéutico a partir de plantas medicinales. Muchos de
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estos compuestos bioactivos son termolabiles y los métodos de extraccion convencionales
involucran calentamiento continuo por periodos prolongados (p. €j., extraccibn mediante
reflujo, extraccidbn con soxhlet). Se ha reportado la extraccibn exitosa de compuestos
bioactivos utilizando PHUA, como es el caso de la extraccion de los tres principales
compuestos fendlicos de Rubus coreanus utilizando 500 MPa por 15 minutos mejorando el
rendimiento de la extraccion convencional basada en métodos térmicos y que dura de 24 a
36 h [Seo et al., 2011].

La formacién de geles de polisacaridos o geles de polisacaridos-proteinas homogéneos
es de gran interés para la industria cosmética y la farmacéutica. Geles presurizados y
emulsiones de proteinas floculadas tienen caracteristicas reoldgicas particulares y pueden
contribuir a la liberacion controlada de principios activos [Masson et al., 2001].

De esta manera, el uso de la PHUA no sélo se restringe a la industria alimentaria como
método de conservacion sino que también resulta ser una tecnologia con buenas
perspectivas en diferentes areas y que posee aun muchas funciones novedosas por

descubrir y evaluar.

2.4 Metodologias para la evaluacion de la calidad microbiolégica de la carne
2.4.1 Método tradicional, Cuenta de células viables

Para poder evaluar la eficiencia de los procesos utilizados en la conservacion de
alimentos se recurre a procedimientos experimentales acordes a los parametros de
interés. En el caso del analisis de la seguridad microbioldgica, se puede proceder al uso de
las técnicas clasicas de microbiologia que involucran el cultivo en placa, ya se en medios
selectivos o diferenciales e incluso adicionando un paso previo de enriquecimiento celular
cuando se busca identificar presencia o0 ausencia y se sospecha que hay cuentas muy
bajas. Asi mismo, en caso de sospechar de la presencia de células dafadas, se recurre a
un preenriquecimiento, seguido de un enriquecimiento y la siembra en medios solidos

selectivos para su posterior identificacion, por ejemplo, a través de pruebas bioquimicas.

Para el analisis de muestras de carne, la normatividad sanitaria mexicana sugiere el
uso de las técnicas clasicas de microbiologia. Las Normas Oficiales Mexicanas 034-SSA1-
2004”8 y 213-SSA1-2002% hacen referencia a la 092-SSA1-1994% para el anélisis de

28 NOM-034.SSA1-1993. BIENES Y SERVICIOS. PRODUCTOS DE LA CARNE. CARNE MOLIDA Y CARNE
MOLIDA MOLDEADA. ENVASADA. ESPECIFICACIONES SANITARIAS.
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bacterias aerobias a través de cuenta en placa y a la 114-SSA1-1994% para la deteccién
de Salmonella spp. por cultivo en medio selectivo. Esta normatividad no hace mencién a la
presencia o ausencia de Listeria monocytogenes en carne pero se cuenta con la NOM-
143-SSA1-1995% que indica el método de andlisis para su deteccién en alimentos por

medio de cultivo en medio selectivo.

Asi mismo, de acuerdo al Manual para el Laboratorio de Microbiologia®®, elaborado por
el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA: United States Department of
Agriculture) junto con el Servicio de Seguridad e Inspeccién de Alimentos (FSIS: Food
Safety and Inspection Service), se sugiere también el uso de éstas técnicas. Cabe
mencionar que los procedimientos para cuenta de aerobios totales, deteccion de
Salmonella spp. y L. monocytogenes descritos en las normas mexicanas se basan en este
Manual (al igual que los procedimientos utilizado en este proyecto para estos grupos

microbianos).

La técnica de cuenta en placa se basa en contar las UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) presentes en 1 g de muestra de alimento, considerando que cada colonia
gue se desarrolla en el medio de cultivo se origina de un microorganismo (0 un

agregado de ellos) proveniente de la muestra en estudio.

En las metodologias planteadas por USDA y por las Normas Oficiales Mexicanas se
estipula el uso de Agar Cuenta Estdndar (agar Triptona-Extracto de Levadura) para
cuantificar microorganismos aerobios, incubando a 35 + 2°C de 24 a 48 h para mesofilos y
a5+ 2°C de 7 a 10 dias para psicrétrofos®*. Para Salmonella spp. el medio Agar Xilosa-
Lisina-Desoxicolato es uno de los medios selectivos que se propone para la deteccion de

esta bacteria y el medio Agar Oxford, también selectivo, para L. monocytogenes.

% NOM-213-SSA1-2002. PRODUCTOS Y SERVICIOS. PRODUCTOS CARNICOS PROCESADOS.
ESPECIFICACIONES SANITARIAS. METODOS DE PRUEBA.

% NOM-092-SSA1-1994. BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN
PLACA.

31 NOM-114-SSA1-1994. BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA DETERMINACION DE SALMONELLA EN
ALIMENTOS.

%2 NOM-143-SSA1-1995, BIENES Y SERVICIOS. METODO DE PRUEBA MICROBIOLOGICO PARA
ALIMENTOS. DETERMINACION DE LISTERIA MONOCYTOGENES.

%3 USDAJFSIS Microbiology Laboratory Guidebook , mayo de 2013:
http://www.fsis.usda.gov/science/microbiological_lab_guidebook/

% USDAV/FSIS, 1998. Capitulo 3. Microbiology Laboratory Guidebook, 3™ ed. Mayo 2013:
http://www.fsis.usda.gov/OPHS/microlab/mlgchp3.pdf
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Dentro de las especificaciones sanitarias microbiolégicas que contempla nuestra
legislacion, se indica como limite maximo permitido 5 000 000 UFC/g (7.6 logi) de
mesofilos aerobios y la ausencia de Salmonella spp. en 25 g(NOM-034-SSA1-2004). Para
el caso de bacterias coliformes se sugiere la técnica del Naomero Mas Probable (NMP) pero
no hay especificacion de limite maximo en carne. Para bacterias acido lacticas y
Pseudomonas spp. no se refiere ningin método en particular, y para éstos ultimos no hay

especificacion del limite maximo permitido en carne.

El efectuar la cuenta en placa permite el registro de células viables de forma confiable
pero los tiempos de incubaciéon pueden resultar un inconveniente como en el caso de los
psicrétrofos aerobios (7 a 10 dias) pues retarda la obtencién de resultados. Sin embargo,
el limite de deteccién queda acorde a las diluciones utilizadas y puede ser incluso de 10
UFC/g. En cuanto a su uso para la deteccion (presencia o ausencia), la posibilidad de que
el grupo microbiano se encuentre por debajo del limite de deteccion puede resultar una
limitacién si no se lleva a cabo un enriquecimiento previo. Otra limitante consistiria en la
posibilidad de que el grupo microbiano de interés sea dafiado durante el procesamiento del

alimento y que aun en estado viable no pueda ser cultivado.

2.4.2 Método molecular, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las limitaciones por tiempo, disponibilidad de medios de cultivo y la sensibilidad que se
tiene en el método de la cuenta en placa pueden mejorarse por medio del uso de técnicas
de Biologia Molecular que involucran el uso de la PCR. Ademas, se sabe que hay
microorganismos que no crecen en los medios de cultivo tradicionales, ya sea porque se
desconoce sus requerimientos nutricionales o por encontrarse en estado viable pero no
cultivable. De esta manera, el DNA recuperado directamente de una muestra puede
utilizarse para la PCR (método cultivo-independiente). Este es un método in vitro utilizado
para la amplificacidbn enzimatica de secuencias especificas de DNA a través de varios

ciclos de sintesis.

Para que la reaccion de PCR se lleve a cabo se requiere la combinacién adecuada de
reactivos y del programa de desnaturalizacion, alineamiento y extension adecuado para los
oligonucleotidos (oligos) de trabajo (dirigidos a la secuencia de DNA de interés). Asi
mismo, el éxito de la PCR dependera de la concentracion del DNA molde y el limite de

detecciébn de los oligos. Otro aspecto a considerar es la presencia de sustancias
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inhibidoras de la PCR en el alimento, por lo que sera necesario eliminarlas o disminuir su
efecto [Rossen et al., 1992]. Es por ello que las desventajas que presenta este método
giran en torno a la estandarizacién e implementacién de la técnica, asi como el disefio y
uso de determinados oligos especificos para el grupo microbiano de. Sin embargo, una
vez que se han determinado los parametros adecuados, esta técnica contribuye a tener

resultados rapidamente.

El Manual de la USDA también avala el uso de la amplificacion por PCR para la
deteccion de Salmonella spp. y de L. monocytogenes, pero se especifica que las muestras
con sospecha de ser positivas deben ser evaluadas para confirmacién a través de siembra
en placa. En este manual se sugiere el uso del sistema BAX® con previo enriguecimiento
de las muestras. Estas placas son especificas para microorganismos patégenos, con
limites de deteccion de 10* UFC/mL.

El uso de la PCR resulta muy plausible si se trata de determinar presencia o ausencia,
sin embargo, sélo es un indicativo de que el microorganismo que posee la secuencia
blanco de los oligos estuvo ahi en algin momento (dejando su DNA) y no un indicativo de
presencia de células viables. Por lo que si se desea hacer un andlisis cuantitativo o a
través de actividad metabdlica en curso, la PCR semicuantitativa o la PCR en tiempo real

(RT-gPCR) resultan una buena opcion.

2.5 Metodologias para la evaluacion de la modificacion de la microbiota de la carne
2.5.1 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE)

Existen otras técnicas de biologia ,olecular que ofrecen nuevas oportunidades para
analizar la estructura y composicion de comunidades microbianas sin necesidad de aislar a
los miembros que las componen. El uso del gen 16S rRNA como marcador filogenético y
para identificacion taxondmica va a la par del desarrollo de estas aproximaciones. Es el
caso de la Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante o DGGE por sus siglas en
inglés (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). Esta técnica se basa en la separacién
electroforética de amplificados de PCR (utilizando oligos acordes al grupo taxonémico de
interés) en geles de poliacrilamida con un gradiente desnaturalizante que aumenta de
forma lineal. Asi, los fragmentos del mismo largo pero con secuencia diferente migraran
diferente distancia, ocupando el espacio en donde se localiza el gradiente que lo
desnaturaliza de acuerdo a su secuencia de nucleotidos [Muyzer, et al., 1993]. De esta

manera, se obtiene un patron de bandas que en principio refleja la diversidad de la
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comunidad presente en la muestra. Este patron de bandas puede compararse con
patrones que se obtienen sometiendo a esa misma comunidad microbiana a diferentes
condiciones (estrés, diferencia de nutrientes, etc.). Si se desea tener mas informacion
sobre las especies presentes, es necesario recuperar las bandas de interés para

posteriormente secuenciar el gen que fue blanco de los oligos utilizados.

Para evitar que algun fragmento se salga del gel y hacer més eficiente la separacion
en la DGGE, para la PCR previa se puede utilizar un oligo de secuencia larga (cola o
clamp de GC) que modifica el punto de desnaturalizacién de los fragmentos en caso de
qgue las secuencias blanco de la amplificacion sean muy similares entre si [Myers et al.,
1985; Sheffield et al., 1989]. Si se desea secuenciar, la segunda PCR debe ser sin el

clamp de GC.

Para el analisis de la microbiota nativa de la carne fresca en este estudio se plantea el
uso de los oligos Agc338F (338F con cola de GC’s) y B518R, dirigidos a la region V3 del
gen 16S rRNA de bacterias para efectuar la PCR [Muyzer, et al., 1993].

2.5.2 Identificaciéon de bacterias: Sistema Vitek® 2

El sistema Vitek® 2 es un recurso automatizado para la identificacion microbiana
basado en pruebas bioquimicas y resistencia a antibiéticos. Una suspension bacteriana
con determinada densidad Optica es inyectada a cada uno de los 64 pozos que conforman
el cassette de identificacion (test card, figura 5) a los cuales se les monitorea el
crecimiento y actividad (en respuesta a las pruebas) durante el periodo de incubacion, por

medio de lecturas colorimétricas y de transmitancia [BioMérieux, 2009].
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Figura 5. Cassette de identificacion utilizado por el sistema Vitek® 2 [BioMérieux, 2009%].

% BioMérieux, 2009. Imagen extraida de la pagina consultada en mayo de 2013: http://www.biomerieux-
usa.com/servlet/srt/bio/usa/dynPage?node=VITEK 2
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Los cassettes disponibles estan enfocados a grupos microbianos particulares, por
ejemplo, para la identificacién de Enterobacteriaceae y gram-negativas no fermentadores
de glucosa, para la identificacion de enterococos, estreptococos y un determinado grupo
de gram-positivos, El equipo cuenta con un software y una base de datos particular para
llevar a cabo la identificacion.

2.6 Evaluacion colorimétrica de la carne

El color de la carne también es reflejo de la calidad de la misma y resulta ser el
principal atributo sensorial que reconoce el ser humano [Hui et al., 2006]. Los métodos de
conservacion como la PHUA pueden modificar leste atributo comprometiendo su
aceptacion por parte del consumidor. Por ello, ademas de asegurar la calidad

microbioldgica, también se busca mantener en condiciones adecuadas este atributo.

Los instrumentos de medicion del color buscan recrear la percepcion humana de éste.
El Colorimetro es el equipo utilizado para el andlisis del color en alimentos y su
funcionamiento estd basado en el Espectrofotdmetro y permite identificar diferencias en el
color. Un colorimetro tipo espectrofotometro usa una fuente de luz para iluminar la muestra
a medir. La luz reflejada o transmitida por el objeto pasa a una red de difraccion que la
rompe en el espectro (de luz visible, entre 400 y 700 nm). El espectro cae en una matriz de
diodos que mide la luz a cada longitud de onda del espectro visible y los datos se procesan
para ser multiplicados con los valores de la tabla de datos para el iluminante tipo CIE y el
observador 2° o 10° (detector, son los grados que ocupa el campo de visiéon a partir del
punto focal del observador, figura 6A), para obtener los valores de las coordenadas del
color x, y, z (figura 6B) [HunterLab, 2001].

Para dar significado a los valores x, y, z, como escala de color objetiva, de manera que
se han sugerido diferentes modelos para ello. El sistema CIE L*a*b* es el sistema mas
utilizado para determinar las caracteristicas de color. Fue propuesto por el Comité
Internacional de la lluminacion en 1976 (CIE por la siglas en francés: Commission
Internationale de I'Eclairage) y se basa en la teoria tricromatica o de los colores opuestos.
Esta teoria considera que el ojo humano es capaz de reconstruir los estimulos de color
mezclando las cantidades apropiadas de tres estimulos fundamentales: rojo, verde y azul
[Padilla, 2010]. Esto se debe a que las células del ojo conocidas como conos son
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responsables de la visién del color y la luz diurna y hay tres tipos de conos que posee el
humano, los que son sensible al rojo, al verde y los sensibles al azul. A medida que las
respuestas de los conos rojo, verdes y azules se remezclan en sus codificadores opuestos
ocurre el desplazamiento del estimulo por el nervio 6ptico hacia el cerebro [HunterLab,
2001].

A 2° -10° Observador

l F
—— ( oved
I J

® —

Fuente de Luz Red de Difraccion

Visualizacion de Datos

Figura 6. Analisis instrumental del color. A. Representaciéon de los angulos de visién que utiliza el
detector del colorimetro. La fovea es la zona de la retina donde se enfocan los rayos luminosos,
especializada en la vision del color [Imagen de: HunterLab, 2008b]. B. Fundamento del colorimetro
[Imagen de: Hunterlab, 2001].

El espacio de color CIE L*a*b* es un sistema tridimensional esférico definido por tres
coordenadas colorimétricas: L*, a* y b*, que son magnitudes adimencionales calculadas
matematicamente (figura 7). La coordenada L* representa la claridad o luminosidad del
punto acromatico, es la relacién entre la luz absorbida y la luz reflejada por un objeto y
adquiere valores de 0 a 100 (de negro a blanco); a* con valor positivo define la desviacién
de la luminosidad hacia el rojo y con valor negativo hacia el verde y b* con valor positivo
hacia el amarillo y con valor negativo hacia el azul. Para a* y b* un valor de cero es neutro.
[Jung et al., 2003; HunterLab, 2008a; Padilla, 2010; HunterLab, 2001].
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El espacio de color CIELAB

Es un espacio tridimensional
con tres Planos o ejes

Plano - Eje

Luminosidad

(L*)

N
5 Plano

Rojo - Verde

(a*)

Plano
Amarillo - Azul
(b*)

Figura 7. Representacion de las coordinas del color con el sistema CIEL*a*b*.
[Westland, S., 2001

3 http://gusgsm.com/espacio_color_cie_lab (12 mayo, 2013)
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3. Justificacion

Como ya se ha mencionado, las tendencias en los habitos de consumo de alimentos
giran en torno a la busqueda de productos de alta calidad e inocuidad. EI consumidor tiene
en la mira productos minimamente procesados, con menor contenido en sales y aditivos
quimicos, nutritivos, con apariencia agradable y fresca, sabor y textura naturales y que
posean una larga vida de anaquel [Hicks et al., 2009; Tuboly, 2009]. Ademés se busca que
la tecnologia implicada en su produccion y conservacion sea amigable con el ambiente,
que tenga el minimo gasto de energia y de recursos y que a su vez no genere desechos
[Cheftel, 1995; Téllez-Luis et al., 2001; Picouet et al., 2008].

La Presion Hidrostatica Ultra Alta utilizada como método de conservacion de alimentos
ha mostrado mantener estos atributos tan apreciados por el consumidor y su uso ha sido
ampliamente evaluado en diferentes matrices y en diferentes pruebas de reto para evaluar
su eficacia ante patdgenos como Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, entre otros.
Sin embargo, el efecto sobre la carne (roja) fresca no ha sido evaluado de forma tan
exhaustiva. Hay que recalcar que deben aplicarse los estudios necesarios para
estandarizar el proceso para cada nuevo producto,

Asi, se ha planteado a través de este proyecto explorar el efecto de determinadas
condiciones de tratamiento®” en la inactivacién de dos tipos de bacterias patégenas:
Salmonella enterica serovar Typhimurium*® y Listeria monocytogenes, que son una seria
amenaza para el consumidor si llegaran a contaminar la carne (reportandose su hallazgo
tanto en México, EE. UU. y Europa [Farber & Peterkin, 1991; Norrung & Buncic, 2008;
Estrada et al., 2004; Rubio et al., 2013]). Igualmente, se representa el efecto de la presion
sobre las bacterias gram-negativas y las gram-positivas pues ambos tipos muestran
diferencias en su susceptibilidad a este tratamiento [Shigehisa et al., 1991; Smelt, 1998;
Hugas et al., 2002].

También se plantea determinar los efectos de estas condiciones de tratamiento sobre
la microbiota nativa de la carne, disminucién de cuentas microbianas o modificacién en la

estructura de la comunidad, y si algun proceso asociado al tratamiento (empacado al vacio

%7 Se ha fijado el tiempo en 1 minuto y la temperatura como temperatura ambiente. Para Salmonella Typhimurium se
evaluaron 172 MPa'y 345 MPa de presion, para Listeria monocytogenes y microbiota nativa 345 MPa.

%8 Con fines précticos, en este trabajo se le denomina Salmonella Typhimurium ya que todos los serovar o subsp.
Typhimurium pertenece a la especie S. enterica

40



y/o refrigeracion) favorece a ciertas poblaciones incrementando su numero o incluso si
facilita la colonizacion de las bacterias patdogenas al eliminar competidores que son
inocuos (como las BAL).

Aplicando presiones moderadas (menores a 200 MPa) se han reportado mejoras en el
color de la carne, con un incremento del valor a* (coloracion roja) que se mantuvo estable
durante algunos dias en refrigeracion [Jung et al., 2003]. Asi mismo, se han tenido
reportes de que presiones moderadas (200 MPa) permiten retardar el crecimiento
bacteriano en carne molida durante un periodo de 2 a 6 dias de almacenamiento en
refrigeracion [Carlez et al, 1994]. Con presiones de entre 50 y 150 MPa se ha observado
una mejora en la capacidad de retencion de agua de algunas carnes con pHs bajos,
manteniendo carnes jugosas y con buenas caracteristicas sensoriales ya que aumenta la
solubilidad de proteinas actuando de forma similar al efecto del uso de aditivos como sal y
polifosfatos [Chan et al., 2011]. Por esta razén se ha optado por iniciar las evaluaciones
con una presion moderada para conservar la carne fresca (172 MPa) y determinar si hay
disminucién importante en las cuentas de S. Typhimurium (al ser gram-negativa es mas
susceptibles a la presurizacion). Sin embargo, para sanitizar la carne fresca se recomienda
presiones superiores 0 mayor tiempo de proceso, la USDA considera 300 MPa como la
presion critica por debajo de la cual no hay inactivacion microbiana, independientemente
de la duracién del proceso [USDA, 2004; USDA, 2006].

Cabe mencionar que una de las limitantes que se presenta al buscar mantener la
condicioén de frescura de la carne, logrando una inactivacién microbiana adecuada, es que
a presiones superiores a 345 MPa o periodos de presurizacion mayores a 1 minuto la
carne comienza a mostrar modificaciones importantes en su color [Sanchez-Basurto et al.,
2012]. Siendo que el color de la carne es la primera impresion que el consumidor percibe,
en gran medida de esto depende la aceptacion o rechazo del producto. Por ello también se
ha planteado evaluar la modificaciébn del color de ésta al recibir los tratamientos y

determinar si existe alguna diferencia relevante.
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4. Hipétesis

Ya que el tratamiento con Presion Hidrostatica Ultra Alta ha sido aplicado exitosamente
para conservar diversos alimentos, entonces sera posible prolongar el tiempo de vida de
anaquel en refrigeracion de la carne fresca, utilizando 345 MPa, 1 minuto, a temperatura
ambiente, manteniendo mejor calidad microbiana que carne no tratada y que carne

refrigerada.

5. Objetivos

a) Objetivo general

Determinar si la PHUA, aplicando 345 MPa por 1 minuto a temperatura ambiente, permite
inactivar patdgenos y reducir las cuentas de microorganismos asociados con la
descomposicion de la carne fresca, determinando las modificaciones en la estructura de la
poblacién que sufre la microbiota nativa, asi como los cambios del color y el pH de la carne

fresca.

b) Objetivos particulares
® Determinar el efecto de los tratamientos con presidén hidrostatica ultra alta en la
inactivacién de microorganismos patdégenos mediante pruebas de reto: 172 y 345 MPa

sobre Salmonella Typhimurium y 345 MPa sobre Listeria monocytogenes.

® Determinar el efecto de los tratamientos en la reduccién de microorganismos
asociados con la descomposicion de la carne fresca (microbiota nativa), apreciar las
modificaciones en la estructura de la poblacién, asi como identificar bacterias
presentes en muestras sometidas a los diferentes procesos involucrados en estos

tratamientos (empacado al vacio, presurizacion, refrigeracion).

* Estandarizar la PCR (region V3 del gen 16S rRNA) que proporcionara los amplificados
para identificar las modificaciones en la estructura de la comunidad microbiana de la
carne después de ser sometida a los tratamientos (para su uso posterior separacion en
DGGE).

® Determinar si los procesos involucrados en la conservacion de la carne fresca
utilizando PHUA (empacado al vacio, presurizacion, refrigeracion) tienen efecto sobre

el color y el pH.

@ Contrastar el efecto de la PHUA como método de conservacion con respecto a la

refrigeracion o el empacar a vacio y refrigerar.
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6. Materiales y Métodos

El disefio experimental para este proyecto esta divido basicamente en dos partes, la
primera de ellas corresponde a la evaluacion del efecto de la PHUA en la inactivacion de
bacterias patégenas (Salmonella Typhimurium y Listeria monocytogenes) y la segunda
parte corresponde al efecto sobre las cuentas y estructura de la poblacion microbiana

nativa (aquella que esta relacionada con la descomposicion de la carne).

La figura 8 representa el esquema general de trabajo.

[ Carne fresca: (sirloin de res) |

Patogenos Microbiota nativa
Salmonella Typhimuriumo

Listeria monocytogenes l
Procesamiento
Fresca  Refrigeracion Vacio+Refrigeracion Vacio+Presurizacién Vacio+Presurizaciéon+Refrigeracion
F R VR VPF VPR
1 Mesofilos
P . — Psicrétrofos
| Cuantificacion Modificacion de: | Cuantificacion | BAL
Salmonella Typhimuriumo Color, pH Enterobacterias
Listeria monocytogenes Pseudomonas spp.
|Aislamiento |
purificacion

[ Identificacién Vitek2® |

Figura 8. Diagrama de flujo del procedimiento experimental. Las muestras R, VR y VPR fueron
refrigeradas a 4°C durante 5 dias. Cabe mencionar que para poder presurizar es indispensable
empacar el producto al vacio.

6.1 Muestras y condiciones de trabajo

Para la realizacion de este proyecto se trabaj0 con carne fresca de res
seleccionandose un corte de primera, Sirloin de res (corte de bovino de alto precio y alta

demanda) adquirido en un supermercado al sur de la Ciudad de México.

Al momento de la compra, la carne se encontraba en refrigeracion, debidamente

empacada en charola de unicel y con fecha de empaque correspondiente al dia de la
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compra (mismo dia en que fue sometida a tratamiento). Las muestras se transportaron al

laboratorio, en bolsa térmica para conservar su temperatura.

En el laboratorio se procedid a pesar en condiciones asépticas e individualmente
muestras de carne de 25 y 10 g, por triplicado para cada proceso a evaluar (tabla 5). Las
muestras de 25 g se utilizaron posteriormente para el enriqguecimiento celular previo a la

extraccion de DNA y las muestras de 10 g fueron utilizadas para realizar cuenta en placa.

Tabla 5. Muestras de trabajo
Muestra Vacio PHUA Refrigeracion

F X X X
R X X v
VR v X v
VPF v v X
VPR v v v

La letra que etigueta la muestra representa el proceso
al que fue sometida. F corresponde a carne fresca.
La refrigeracion fue durante 5 dias a 4° C.

v el tratamiento ha sido aplicado

x el tratamiento no fue aplicado

De cada uno de los pesos indicados, una muestra se inocul6 con una cuenta alta de
patégeno (a), otra con una cuenta baja (B) y la tercera se utiliz6 como control negativo

para llevar a cabo las pruebas de reto.

Las muestras para F y R (aquellas que no fueron empacadas al vacio) se pesaron en el
interior de bolsas para Stomacher estériles (Stomacher lab system; Seward, Reino Unido)

para facilitar su manejo y reducir al minimo la pérdida de inoculo.

Las muestras que fueron sometidas a vacio fueron pesadas en cajas Petri estériles y
se traspasaron a bolsas para uso del equipo Multivac para empacar al vacio (Multivac Inc.;
Kansas, EE. UU.), utilizando pinzas esterilizadas previamente. En el interior de estas
bolsas las muestras fueron inoculadas superficialmente utilizando micropipeta, esperando

2 minutos a que el inéculo se adsorbiera antes de ser empacadas al vacio.
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La conservacion en refrigeracion fue a 4° C durante 5 dias [Warriss, 2003; USDA:
www.fsis.usda.gov/es/Refrigeracion/index.asp (2010)], manteniendo las muestras en las
respectivas bolsas en que se empacaron al vacio, almacenadas en conjunto en un
recipiente de plastico hermético de capacidad de 1.1 L (Technoware, México). Las
muestras R fueron envueltas cuidadosamente en las bolsas para Stomacher vy se

almacenaron junto con el resto de las muestras en refrigeracion.
Para procesar las muestras con PHUA se utilizé el equipo 500 mL 100 ksi Heated HPP
Lab Unit (EImhurst Research Inc., NY, EE. UU.), aplicando la presion correspondiente

durante 1 minuto, a temperatura ambiente.

Las pruebas con 172 MPa Yy con 345 MPa se llevaron a cabo por triplicado bajo las
condiciones descritas en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de presién y temperatura utilizadas durante la operacién del equipo

Evaluacion  S. Typhimurium S. Typhimurium L. monocytogenes Microbiota nativa
172 MPa 345 MPa 345 MPa 345 MPa
Presién Temp Presion Temp Presién Temp Presion Temp
(MPa) (°C) (MPa) (°C) (MPa) (°C) (MPa) (°C)
1 172 - 357 - 362-358 22.7-30.0 357 -
364 356-352 22.0-29.3 364
2 201-200 22.2-26.2 359 - 365-361 15.9-22.4 357-353 -
360 357-352 15.9-22.5
3 206-204 23.0-25.5 359-354 23.8-28.8 361-356 20.3-27.5 362-357 19.8-25.6
360-357 22.3-28.8
361-357 22.8-28.3

En algunas evaluaciones se sometié a presion mas de 1 lote, tomandose la maxima y
la minima presion que se registraron durante los 60 segundos de presurizacion cuando
resultdé posible, de lo contrario, se registré la mas elevada. Asi mismo, no en todos los
casos se determind la temperatura interna de la camara de compresién ya que en los
primeros ensayos no se logré acoplar un termopar al equipo. Las temperaturas registradas
en la tabla 6 corresponden a la temperatura interna de la camara antes de presurizar la

muestra y la temperatura alcanzada con el maximo de presion.

Con los datos obtenidos se llevéd a cabo el registro de los cambios de temperatura en el

interior de la camara de presurizacion durante el procesamiento de la muestra. De tal
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manera que el aumento promedio de temperatura dentro de la camara de presurizado fue
de 6.51£0.7° al ascender de 0 a 345 MPa. Igualmente, se determind la cinética de aumento
de presién de 0 a 345 MPa (tabla 7), lo que corresponde a 16.78+2.40 MPa s y un
aumento de temperatura de 0.019 + 0.002° MPa™.

Tabla 7. Cinética de cambio de
presion y cambio de temperatura

MPas™ AT (°)

13.42 5.0
15.50 6.5
18.62 55
13.53 5.8
16.20 6.8
20.64 7.3
18.15 6.5
18.19 6.6

7.2

7.1

7.2

6.2 Efecto de los tratamientos en la eliminacion de bacterias patégenas

Para determinar el efecto del tratamiento con PHUA en la eliminacién de bacterias
patdgenas se llevaron a cabo pruebas de reto con Salmonella Typhimurium y Listeria

monocytogenes®®, de acuerdo al esquema general de trabajo de la figura 9.

El dia previo a la compra de las muestras, la inoculacion y el correspondiente

tratamiento de las muestras de carne, se procedi6 a reactivar las cepas.

% Estas cepas forman parte de la coleccién del Laboratorio 324 del Conjunto E de la Facultad de Quimica/UNAM.
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’ Carne fresca
Sirlon St. de Res

Bacterias patdgenas 1
10 UFC/g Salmonella Typhimurium

| Reactivacion de cepa | 10 UFC/g Salmonella Typhimurium

1
[ l 10 UFC/g Listeria monocytogenes

| Estandarizacion del indculo I\ 10 UFC/g Listeria monocytogenes
| ~

~ F
~ R
| Cuenta en placa | ~ ~ Muestras{vr
S o VPF
ﬂ VPR

| Preparacion del indculo para la carne |

259,—|—|10 g

| Inoculacién de la carne |

*Empacar al vacio
*Someter a tratamiento con

presion hidrostética ultra alta
*Conservar en refrigeracion

25 g | | 10 g
| Enriquecimiento | | Cuenta en placa
I
| Extraccion de DNA | Por duplicado

Electroforesis en gel de
agarosa y determinar calidad

PCR

Electroforesis en gel
de agarosa

Figura 9. Esquema de trabajo para evaluar el efecto de la PHUA en la eliminacion de bacterias
patdgenas. F, carne fresca; R, carne refrigerada 5 dias a 4° C; VR, carne empacada al vacio y
refrigerada 5 dias a 4° C; VPF, carne empacada al vacio, presurizada; VPR, carne empacada al
vacio, presurizada y refrigerada 5 dias a 4° C. Los oligos a utilizar son especie-especificos.

6.2.1 Reactivacién de cepas puras

La cepa correspondiente conservada en medio de cultivo con glicerol al 20% vy
almacenada en ultracongelador a -66° C, se descongeld agitando en vortex a maxima
velocidad hasta obtener una suspension bacteriana de la cual se tomaron 20 pyL para
inocular un vial con 4.5 mL de Infusion Cerebro Corazén (medio BHI, BD*BBL, EE. UU.) y
se incubo durante 18 h a 37° C. Posteriormente se tomé una alicuota de 500 uL del cultivo
y se inocul6 un vial con 4.5 mL de medio BHI, incubando por 8 h a 37° C. Después del
periodo de incubacion, de este vial se tomé una alicuota de 500 pL del cultivo y se inoculo
en un vial con 4.5 mL de solucion salina isotdnica (SSI, solucion salina isotonica, es decir,
0.85% de NaCl). Este Gltimo vial corresponde a la dilucién 10™ y a partir de éste se

realizaron diluciones decimales seriadas de 10 a 10°.
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Asi mismo, para poder identificar las diluciones correspondientes a la cuenta alta y a la
cuenta baja de bacterias (10* y 10 UFC/mL) y asegurar la concentracién bacteriana

utilizada en las muestras, se realiz6 la estandarizacion del indculo.
6.2.2 Estandarizaciéon del in6culo

Para llevar a cabo la primera estandarizacion del in6culo y determinar las diluciones
adecuadas para el in6culo ay B (cuenta celular alta y cuenta baja respectivamente), se

efectuaron diluciones de 10t a 10° utilizando SSI como diluyente.

De cada dilucion se tomaron los microlitros necesarios de acuerdo a la proporcion
100 pL de cultivo/20 mL de medio a inocular, para preparar las diluciones correspondientes

y realizar la siembra por extension superficial para cuenta en placa.

Con esta proporcion se inocul6 un vial con medio BHI (22.5 pL de cultivo/4.5 mL BHI) y
se efectuaron las diluciones 1:10 necesarias en viales con 4.5 mL de SSI, (tomando
alicuotas de 500 pL respectivamente). De cada dilucion se tomé una alicuota de 100 pL
para llevar a cabo la siembra por extension superficial, sembrando por duplicado cada

dilucioén.

Para la cuenta en placa de S. Typhimurium se utiliz6 Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato
(XLD, BD-<Difco; EE. UU.), dejando incubar 24 h a 37° C. Este medio de cultivo es selectivo
y diferencial para bacilos gram-negativos entéricos, esté incluido en la USP (United States
Pharmacopeia) y en el Microbiology Laboratory Guidebook de la USDA/FSIS para las
pruebas ‘presencia-ausencia de Salmonella*® [USDA/FSIS, 1998*. La cuenta en placa se
realiza considerando el intervalo de confianza de 25 a 250 colonias, por arriba o por debajo
de estos valores se considera como valor estimado. Se cuantifican las colonias rojas con
centro negro pues una vez que Salmonella consume la poca xilosa presente en el medio,
continta consumiendo la lisina resultando en la alcalinizacion y con ello el indicador (rojo

de fenol) permanece rojo. La produccién H,S caracteristico de este género se aprecia

“0 MCD Lab, México, agosto 2011: http://www.mcd.com.mx/
* Revisar nota 34 al pie de pagina.
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gracias al sistema indicador tiosulfato de sodio y citrato férrico con lo que se forma un

precipitado negro®.

El Agar Oxford*® (Oxford Listeria Agar Base, Acumedia/Neogen Corp., EE. UU.) se
utiliza para la cuantificaciébn de L. monocytogenes y Listeria spp. EI medio inoculado se
incuba a 37° C. Las colonias que se desarrollan son de cerca de 1 mm de diametro,
rodeadas por un halo negro tras 24 horas de incubacion debido a la reaccion positiva por
la hidrolisis de esculina. Después de 48 horas el diametro usualmente es de 2 a 3 mm,

manteniendo el halo negro pero desarrollando un centro hundido.

Para tener la estimacion de la carga microbiana inoculada en las muestras de carne,
después de realizar la reactivacion de la cepa se trabaja como se ha indicado en la

estandarizacion del inéculo pero solamente con las diluciones elegidas como a y B.

6.2.3 Inoculacion de la muestra de carne

Se llevo a cabo la reactivacion de la cepa como ya se ha descrito y se trabajé de forma

individual con la dilucién 10 y 107 (o y B, respectivamente).

De la dilucion correspondiente se tomaron los microlitros necesarios de acuerdo a la

proporcién 100 pL de cultivo/20 g de carne®.

Trabajando con las muestras de 25 g de carne, éstas se inocularon superficialmente
utilizando micropipeta con 125 pL de cultivo. Se esperaron de 1 a 2 minutos para
procesarla de acuerdo a la muestra de trabajo (tabla 5), permitiendo que el inéculo se
adsorbiera. Estas muestras fueron utilizadas posteriormente para llevar a cabo
enriguecimiento celular y extracciéon de DNA para PCR especie-especifico para el caso de

patdgenos o para la region V3 del gen 16S rRNA para la microbiota nativa.

Las muestras de 10 g de carne se inocularon siguiendo el procedimiento anterior,
utilizando un in6culo de 50 pL de cultivo. Posteriormente estas muestras se utilizaron para

trabajar cuenta en placa.

*2 MCD Lab, México, octubre 2012: http://www.mcd.com.mx/pdfs/AGAR%20XLD.pdf

3 Mast Group, Reino Unido, agosto 2011: http://www.mastgrp.com/IFUS/IFU366_SPA.pdf; Acumedia/NeogenCorp,
EE. UU.: http://www.neogen.com/Acumedia/pdf/Prodinfo/7428 PI.pdf

* Sirlon St. de Res.
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6.3 Pruebas de reto para patégenos
6.3.1 Método tradicional
6.3.1.1 Procesamiento de las muestra de carne para cuenta en placa

Las muestras de 10 g empacadas al vacio se traspasaron de forma individual a bolsas
para Stomacher, utilizando pinzas esterilizadas previamente a cada manipulacion, y se
utilizé SSI para realizar 3 lavados de los empaques, vertiendo estos lavados junto con la
carne en la bolsa para Stomacher, completando un volumen final de 90 mL de SSI.

A las muestras que se trabajaron directamente en bolsas para Stomacher se les

adicionaron directamente en la bolsa 90 mL de SSI.

Las muestras se homogenizaron utilizando Stomacher (Laboratory Bender, Stomacher
400; Seward, Reino Unido) durante 4 minutos a velocidad media. De la suspension
obtenida se recuperé 1 mL y se transfirié a tubos con 9 mL de SSI para llevar a cabo las
diluciones seriadas necesarias. De la dilucién correspondiente se tomd6 una alicuota de
100 pL y se inoculd el medio adecuado para la cepa de trabajo y se sembrd por extension

superficial, sembrando por duplicado cada dilucion.

Las placas se incubaron bajo las condiciones indicadas para cada medio de cultivo en

particular, como se describié en la estandarizacién del indculo.

Los resultados de las muestras F se consideran como el in6culo inicial, es decir, la
cuenta representa las UFC g™ inoculadas en las muestras. Siendo asi, el inéculo final,
recuperado de las demas muestras, es comparado con este valor inicial para determinar el

efecto del tratamiento en la inactivaciéon bacteriana.

6.3.2 Método molecular
6.3.2.1 Procesamiento de las muestra de carne para enriquecimiento celular

Se recuperaron de forma individual las muestras de 25 g transfiriéndolas de las bolsas
en que fueron empacadas al vacio a bolsas para Stomacher, utilizando pinzas
esterilizadas previamente a cada manipulacion. Se adicionaron 250 mL de SSI a cada
muestra y con parte de los 250 mL de SSI se realizaron 3 lavados a las bolsas donde

estaban empacadas las muestras.
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Las muestras que no fueron empacadas al vacio se trabajaron en las bolsas para
Stomacher en que fueron almacenadas, adicionandoles el volumen de SSI
correspondiente.

Las muestras se homogenizaron en Stomacher durante 4 minutos a velocidad media y
de la suspension obtenida se recuper6 1 mL. Este se transfirio a un tubo de ensayo con 9
mL de medio BHI, esto se repiti6 para 2 tubos mas (para tener muestra por triplicado)
incubando durante 14 h a 37° C.

De los tubos de BHI se recuper6é 1 mL de cultivo transfiriendo a tubos Eppendorf,
trabajando por duplicado cada muestra. Para hacer la cosecha, las células se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 10 min (Microcentrifuga Hermle Z160M; Barnstread
International, lowa, EE. UU.). Este procedimiento se realizd dos veces mas para obtener
las células de un volumen de 3 mL*, descartando el sobrenadante después de cada
centrifugacion. Después de la dltima centrifugacion se retird todo el BHI remanente con
micropipeta, procurando no extraer el pellet formado y se adicionaron 500 pL de SSI,
resuspendiendo el pellet con vortex y centrifugando durante 5 minutos a 14 000 rpm. El
objetivo de este lavado es eliminar posibles inhibidores de la PCR presentes en el BHI
[Rossen et al., 1992].

Finalmente se retird toda la SSI con micropipeta, procurando no extraer el pellet y se

mantuvo a -20° C hasta el momento de la extraccion de DNA.

6.3.2.2 Extraccién de DNA mediante el kit Fast ID
(Fast ID/DNA extraction kit; Genetic ID NA, Inc., lowa, EE. UU.)

Se retom6 la biomasa recuperada de la cosecha celular. Al tubo Eppendorf se le
adiciono la punta de una espatula de lisozima (Lysozyme from Chicken Egg White/SIGMA)
y 500 pL de buffer de lisis y se incub6 durante 30 minutos a 65° C con agitacion (300 rpm).

Se adicionaron 10 pyL de proteinasa K (Proteinasa K from Tritirachium album/SIGMA),

de concentracion 1mg/mL, y se incub6 durante 30 minutos a 65°C con agitacion (300 rpm).

** En caso de que el volumen de células fuera poco, este procedimiento se repiti6 lo necesario para obtener una cantidad
de biomasa que se considerara adecuada.
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Después de esta segunda incubacion, se adicionaron 500 pL de cloroformo y se agit6
manualmente por inversion del tubo hasta formar una emulsién. Se centrifugé a 10 000
rpm durante 5 minutos y se recuperaron 400 uL de sobrenadante en un microtubo Binding
column, procurando no extraer parte de la interfase formada durante los tratamientos
anteriores. Se adicionaron 400 pL de buffer Genomic bind y se centrifugd a 14 000 rpm
durante 5 minutos. En los casos en que no toda la muestra paso a través de la columna,

se volvio a centrifugar a 1 000 rpm durante 5 minutos.

Se lavo la columna con 800 puL de Genomic wash y se centrifug6 a 10 000 rpm, 5
minutos. Posteriormente se lavo la columna con 800 pL de etanol al 75% y se centrifugd a
10 000 rpm, 5 minutos. Este paso se repiti6 con un segundo lavado y un ultimo lavado se

efectud con 1000 pL de etanol al 75% centrifugando bajo las mismas condiciones.

La columna se transfiri6 a un nuevo tubo Eppendorf y se centrifugé a 14 000 rpm
durante 1 minuto para secar el etanol remanente. La columna se colocé en un nuevo
Eppendorf y se adicionaron 100 pL de buffer TE 1x, incubando 10 minutos a 65° C con
agitaciéon (300 rpm).

Después de la incubacién se centrifugd 1 minuto a 10 000 rpm. La columna se descart6
pues en este paso el DNA ha quedado en suspension en el buffer TE. Se evalué la calidad
(espectrofotometria) e integridad (en gel de agarosa al 1%) de este DNA gendémico para su

posterior uso en las PCR correspondientes. Su conservacion fue a -20° C.
Para la evaluacién de la calidad del DNA se determind la relacion de la absorbancia a
260nm y a 280nm mediante espectrofotometria (Agilent 8453E Spectroscopy System;

Agilent Technology).

La concentracion del DNA extraido se determind utilizando una celda de 0.2 cm,

aplicando la siguiente ecuacion:

(A260 nm)(5)(50 pg/mL DNA doble cadena) = Concentracion del DNA [ug/mL]
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6.3.2.3 Electroforesis horizontal (gel de agarosa)

Para determinar la extraccion exitosa de DNA se elaboré un gel de agarosa al 1%.
Para esto, se utilizd 1 g de agarosa por 100 mL de “®buffer TBE 1x, disponiendo la agarosa

en un matraz de 250 mL, se le adiciono el buffer y se calenté en microondas para disolver.

La mezcla se verti6 en una charola de electroforesis a la cual previamente se le
colocaron los peines para formar los pozos y se permitio la solidificacion del gel durante
unos minutos, tiempo después del cual se retiraron los peines y se introdujo la charola en
la camara para electroforesis (BIO-RAD PowerPac Basic, EE.UU.; Pharmacia Biotech
GNA 100, Suecia). Esta camara se llen6 con buffer TBE 1x, sumergiendo el gel y

permitiendo que los pozos se llenaran con el buffer.

Para cargar las muestras en el gel se mezclaron 0.5 pL de buffer de carga 6x (6x DNA
Loading buffer, Fermentas) y 5 uL de muestra de DNA o de marcador de peso molecular
(Mass Ruler Low Range DNA Ladder, Fermentas o Gene Ruler Low Range DNA Ladder,

Fermentas).

La electroforesis se corrié a 90 V durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se
retird el gel de la charola y se tiid en una solucién con bromuro de etidio (0.5 mg/L)
durante 10 a 15 minutos. Se visualizé utilizando transiluminador y se procedié a fotografiar
el gel utlizando el equipo Kodac (Kodac Image Station, Malecular Imaging System,
Carestream Health, Inc., EE. UU.).

6.3.2.4 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la tabla 8 se muestran los oligonucleétidos (oligos) para la PCR de S. Typhimurium
y L. monocytogenes, en la tabla 9 las condiciones de reaccion del programa
correspondiente (Termociclador T-Personal Combi; Biometra, Alemania) y en la tabla 10 se
enlistan los reactivos y las concentraciones correspondientes para la mezcla de reaccion
para la PCR.

* Buffer TBE 1x. Preparar a partir de una solucién stock de TBE 10x, llevando a volumen final con agua destilada. La
solucién TBE 10x (Tris-Borato-EDTA) esta compuesta por 1 g NaOH, 108 g Tris base, 55 g acido bérico, 7.4 g EDTA,
aforando con agua destiladaa 1 L.

53



Tabla 8. Oligonucleotidos (oligos) especie-especificos

Bacteriablanco Oligo Secuencia del oligo Referencia
Salmonella spp. Itsf 5-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3’ Chiu et al., 2005
Itsr 5-TATAGCCCCATCGTGTAGTCAGAAC-3’
(312bp)
L. monocytogenes Hylf  5-CGCAACAAACTGAAGCAAAGG-3’ Park et al., 2006

Hylr  5-TTGGCGGCACATTTGTCAC-3' (210 bp)

Tabla 9. Condiciones de lareaccién de PCR para:
Salmonellay Listeria monocytogenes

1 ciclo

Desnat. inicial 94°C 3 m
35 ciclos

Desnaturalizacion 94°C 30 s
Alineamiento 61°C 35s
Extension 72°C 35s
1 ciclo

Ext. final 72°C 10 s

Tabla 10. Concentracién de reactivos utilizados en la reaccion de PCR

Reactivo Concentracion del Concentracién ML
reactivo del reactivo en
tubo de reaccién

Buffer de la enzima 10x 1x 5
MgCl, 25 mM 2.5 mM 5
Tween-20 0.1% 0.001% 5
Glicerol 50% 12% 12
dNTP’s 10 mM 0.2 mM 1
Oligo F 10 pmol 1
Oligo R 10 pmol 1
Taq polimerasa 5 U/uL 1
DNA* Variable 10
H,O estéril 9
Volumen total 50

Oligo F, oligo forward o progresivo; Oligo R, oligo reverso.
*DNA ~50ng/uL

Para determinar la amplificacion positiva del producto de PCR para Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes y para el fragmento del gen 16S region V3 se elabor6 un gel de
agarosa al 2% (de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.3.3.3 Electroforesis horizontal),

efectuando una electroforesis a 70 V durante 60 minutos.

La obtencion de una banda de peso molecular similar al esperado para el par de oligos

utilizado se considera prueba positiva y la ausencia de banda se considera como negativa.
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6.4 Efecto de los tratamientos sobre la microbiota nativa

Se trabajo siguiendo el esquema representado en la figura 10 con el fin de evaluar las
modificaciones en las cuentas de la microbiota nativa (método tradicional) como resultado
del efecto de los tratamientos; asi como estandarizar la PCR con la cual se obtendran los
amplificados a separar en DGGE para el estudio de la modificacion en la estructura de la

comunidad microbiana (método molecular).

’ Carne fresca
Sirlon St. de Res

Microbiota nativa

Muestra de carne

*Empacar al vacio
*Someter a tratamiento con

presién hidrostatica ultra alta
*Conservar en refrigeracion

259 10 g
Enriquecimiento Cuenta en placa:

| oMeso6filos aerobios
Extraccion de DNA aPsicrotrofos aerobios

| oBacterias Acido lacticas

o .
Electroforesis en gel de Enterobacterias
. . oPseudomonas
agarosa y determinar calidad

| Por duplicado
PCR | Acg338F, B518R

T (16S rRNA)
Gel de agarosa

Figura 10. Esquema de trabajo para evaluar el efecto de la PHUA sobre la microbiota nativa de la
carne. Los oligos para la PCR tienen como blanco la region V3 del gen 16S rRNA de bacterias.

6.4.1 Método tradicional
6.4.1.1 Cuenta en placa

Para el estudio de las modificaciones en las cuentas de la microbiota nativa se utilizo la
misma técnica descrita en el apartado 6.3.2.1 Procesamiento de las muestra de carne para

cuenta en placa.

Se evaluaron mesofilos aerobios y psicrétrofos aerobios, ambos en Agar Cuenta
Estandar (BD<Difco; EE. UU.), enterobacterias en Agar Bilis Rojo Violeta (BD<Difco; EE.
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UU.), bacterias acido lacticas (BAL) en Agar MRS (BD-<Difco; EE. UU.) y Pseudomonas
spp. en Agar F para Pseudomonas (BD-<Difco; EE. UU.). Y se incubaron de la siguiente
manera: Mesofilos aerobios 24 h, 37° C; Psicrotrofos aerobios 10 dias, 5° C;
enterobacterias 24 h, 37° C; BAL 24 h, 30° C; Pseudomonas 24 h, 37° C realizando la
observacion correspondiente y permitiendo transcurrir 18 h mas a temperatura ambiente

para una segunda observacion.

En Agar Cuenta Estandar se cuantifican todas las colonias en un intervalo de confianza
de 30 a 300 UFC. En Agar Bilis Rojo Violeta, un medio recomendado para llevar a cabo la
deteccion y enumeracion de coliformes, las colonias que fermentan la lactosa acidificaran
el medio con lo cual el indicador (rojo neutro) vira a rojo, de modo que se consideran las
colonias rojas a purpuras. El Agar MRS permite el desarrollo de lactobacilos y otras BAL,
el magnesio, manganeso y acetato, aportan cofactores y pueden inhibir el desarrollo de
algunos microorganismos, ademas de que el citrato de amonio actia como agente
inhibitorio del crecimiento de bacterias gram-negativas. De esta manera, se cuentan las
colonias que generalmente son pequefias, blanco-grisaceas presentes en un intervalo de
confianza de 25 a 250 UFC y que corresponderian a las BAL. El agar F para
Pseudomonas es un medio utilizado para el aislamiento, la deteccion y la diferenciacion de
especies de Pseudomonas spp. que producen fluoresceina (P. aeruginosa, P. fluorescens
o P. putida) por lo que después del periodo de incubacion se lleva a cabo la cuenta
examinando las colonias bajo la luz UV (260 nm). Las colonias positivas se observan color

amarillo o amarillo-verdoso fluorescente®’.

Al igual que en la evaluacion de S. Typhimurium y L. monocytogenes, los resultados de

las muestras F se consideran como el inéculo inicia.

6.4.1.2 Identificacion utilizando el sistema Vitek® 2
6.4.1.2.1 Muestras y aislamiento

Se seleccionaron 24 colonias recuperadas de las placas inoculadas para la
cuantificacion de los diferentes grupos microbianos estudiados para evaluar la microbiota

nativa. En la tabla 11 se enlistan las etiquetas de estas colonias y su origen.

*T Informacion sobre los detalles de los medios de cultivo extraida de: www.britanialab.com.ar/ y
http://www.mcd.com.mx/ (15 mayo, 2013)
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Tabla 11. Colonias seleccionadas para aislamiento

Aislado  Origen Aislado  Origen
p1 *STD 813 p13 *STD SIJZ
2  *STDS;, pl4  *STD py
u3  STDS,  pi5  *STD Sup,
p4 *STD 813 p16 *STD SIJZ
M6 STD Sy3 u18 *STD Si
|J7 STD Mo2 |J19 *STD 803
p8 STD Moz p20 *STD 812
pg STD 803 p21 *STD 812
10 MRSS,  p22  *STD Sp,
pll  BRVASs p23  STDS,
p12 Ps Sp3 |J24 Ps Sp3

*STD representa medio de cultivo Agar Cuenta Estandar utilizado para evaluar psicrotrofos, STD
Agar Cuenta Estandar empleado para mesdéfilos, BRVA corresponde al Agar Bilis Rojo Violeta y Ps
al Agar F para Pseudomonas.

Trabajando de forma individual para cada colonia se llevdé a cabo lo siguiente para
obtener aislados:

La colonia seleccionada se recuperd con palillo de madera estéril y se inoculé en un
vial con 4.5 mL de BHI. Se incub6 a 37° C durante 24 hrs y del cultivo se realiz6 una
tincibn de Gram para determinar la pureza del cultivo. Para las cepas puras, a partir de
este BHI se sembrd una placa de Agar Nutritivo (BD+Difco; EE. UU.) por medio de estria
por cuadrante radial y se incub6 24 horas a 37° C. Se observé la morfologia macroscépica
de las colonias aisladas y se seleccion6 una de ellas para obtener un frotis para realizar
tincion de Gram y para resembrar en vial con 4.5 mL de BHI. Igualmente, a partir del medio
sélido (Agar Nutritivo, AN), se realiz6 la prueba de la catalasa colocando una pequefia
fraccion de la colonia recuperada con un palillo de madera estéril. Se adicioné una gota de
H.O, y se consider6 prueba positiva la presencia de burbujeo (catalasa +) y como prueba
negativa la ausencia de burbujeo (catalasa -).

Al haber detectado mas de una morfologia en el frotis realizado, se retomd la Ultima
placa de AN y se picdé una de las colonias aisladas correspondiente a la morfologia
macroscopica descrita para la colonia seleccionada. Esta se resembré por medio de estria
en cuadrante radial en una nueva placa de AN y se repitio el proceso ya descrito para
hasta obtener un aislamiento exitoso. En caso de conseguirlo, del cultivo puro del vial con
BHI se recuperaron 1 200 pyL y se resuspendieron en microtubos con 300 uL de glicerol

para su conservacion en ultracongelacion a -66° C.
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Los aislados exitosos se conservaron en glicerol como ya se ha descrito, sin embargo,
previo al trabajo con el equipo Vitek® 2 se reactivaron del mismo modo descrito para
reactivar cepas puras (apartado 6.2.1). Del vial en que se reactivaron se transfirieron a
Agar Soya Tripticaseina, TSA, (BD<Difco; EE. UU.) sembrando por estria por cuadrante
radial, incubando 24 h a 37° C y corroborando la pureza del aislado por medio de una

tincion de Gram.
6.4.1.2.2 Identificacion de los aislados

Se reactivaron las cepas seleccionadas conservadas en glicerol procediendo de la
misma manera que se ha descrito en el apartado 6.2.1 Reactivacion de cepas puras.
Después de la incubacion a 37° C por 24 h, se inocularon las cepas en medio TSA
incubando 24 h a 37° C.

Trabajando de forma independiente para cada muestra, se tom6 una asada de
crecimiento y se ajusto el inoculo entre 0.5 a 0.6 en la escala de Mc Farland (1.5x10° UFC
mL™), con solucién salina al 0.45%. Habiendo hecho el ajuste del inoculo se procedi6 a
programar la identificacion utilizando el sistema Vitek® 2 (Vitek 2 Laboratory Data
Management, bioMérieux; EE. UU.). Este sistema automatizado permite la identificacion de
bacterias a partir de su crecimiento y respuesta a pruebas bioquimicas y de resistencia a
antibiéticos (si es el caso particular) como ya se ha descrito®®. Para bacterias gram-
negativas se utilizaron tarjetas de identificacion de “Enterobacteriaceae y gram-negativos
no fermentadores de glucosa” (BioMérieux, Inc.; EE. UU.). Para la identificaciéon de
bacterias gram-positivas se trabajo de la misma manera pero utilizando tarjetas para
identificacion de “Enterococos, estreptococos y un determinado grupo de gram-positivos”
(BioMérieux, Inc.; EE. UU.).

6.4.2 Método molecular
6.4.2.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa region V3, gen 16S rRNA

Para el caso de la PCR para el estudio de las modificaciones de la microbiota nativa,
el blanco de la amplificacion es un fragmento de la region V3 del gen 16S del rRNA. Los
oligonucledtidos utilizados se describen en las tablas 12 y 13 se describen las condiciones

del programa de amplificacion.

8 2 5.2 Identificacion de bacterias: Sistema Vitek® 2
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Tabla 12. Oligos utilizados para la evaluacion de las modificaciones en la microbiota nativa

Oligo Secuencia del oligo Referencia
Agc338f * 5-ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG -3’  Ampe et al., 1999
B518R 5-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3’

(233bp)

*El oligo Agc338f lleva una cola de GC’s en el extremo 5”:
5" CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCACGG GGG G

Tabla 13. Condiciones de lareaccién de PCR
para Agc338f-B518R

1 ciclo

Desnat. inicial 94°C 5m
20 ciclos

Desnaturalizacion  94°C 1m
Alineamiento 65°C1m
Extensién 72°C3m
10 ciclos

Desnaturalizacion 94°C 1m
Alineamiento 55°C1m
Extension 72°C3m
1 ciclo

Ext. Final 72°C3m
Enfriamiento 4° C

Tabla 14. Concentracién de reactivos utilizados en la reaccion de PCR para Agc338f-B518R

Reactivo Concentracion del Concentracion ML
reactivo del reactivo en
tubo de reaccién

Buffer de la enzima 10x 1x 5
MgCl, 25 mM 2.5mM 5
AlbUmina Sérica
Bovina 400 ng/uL 5
dNTP's 10 mM 0.2 mM 1
Oligo F 10 pmol 1
Oligo R 10 pmol 1
Taq polimerasa 5 U/uL 1
DNA* variable 10
H,O desionizada
estéril cbp 50

*DNA 50 a 90 ng/pL

Para los primeros ensayos se utilizaron solamente los componentes basicos para una
PCR (buffer de la enzima, MgCl,, dNTPs, oligo F, oligo R, Taq polimerasa y DNA);
posteriormente se evalu6 el uso de Albumina Sérica Bovina (ASB) y se opt6 por utilizar
glicerol y tween como en el caso de la PCR para bacterias patégenas, incluyendo el uso

de agua desionizada (tabla 14).
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Se elabor6 un gel de agarosa al 2% (de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.3.3.3
Electroforesis horizontal), corriendo una electroforesis a 70 V durante 60 minutos para

determinar la amplificacion positiva del peso del fragmento esperado.

6.5 Efecto de los tratamientos en el pH

La determinacion del pH se llevd a cabo con los triplicados de la evaluacion del efecto
de 345 MPa sobre L. monocytogenes y con una de las repeticiones del efecto de 345 MPa

sobre S. Typhimurium. Por lo cual, para cada muestra se registraron 4 valores de pH.

Las muestras utilizadas fueron los controles negativos de inoculacion que se trabajaron
para el enriguecimiento celular. Del homogenizado de carne con SSI se transfirieron de 15
a 25 mL a un vaso de precipitados, procurando evitar fibras de carne. A este volumen de
homogenizado se le determiné el pH potenciométricamente (Jenway 3020 pHmeter, Reino
Unido).

6.6 Efecto de los tratamientos en el color de la carne fresca

La evaluacion del color se llevd a cabo mediante mediciébn espectrofotométrica
utilizando un colorimetro Minolta (Minolta, Spectrophotometer, CM-3600d; Konica Minolta
Sensing, Inc., EE. UU.). Se efectud la determinacion de los valores del sistema CIEL*a*b*,
con incidencia de luz solar o luz de dia (D65) sobre las muestras, ya que ésta se considera
un cuerpo opaco (carne roja fresca). Las condiciones del andlisis colorimétrico se refieren

en la tabla 15.

Tabla 15. Condiciones de andlisis en la evaluacion instrumental del color

Caracteristicas Condicion
No. de disparos o flashes 1
Estandar Nulo
Energia UV Incluida
Componente especular Excluido
Area de vision Pequefia
lluminante D65 (luz de dia, natural 6504K)
Detector 10°
Sistema de reporte del color CIE L* a* b*
No. de mediciones por muestra 11

La calibracién del equipo se realizd con ayuda de un negro y un blanco suministrados

por el proveedor.

60



Las muestras (sin inocular) F, R, VR, VPF y VPR por triplicado fueron procesadas
como ya se ha mencionado de acuerdo al tratamiento que les corresponde. Después del
tratamiento, las muestras se extrajeron del empaque y fueron fragmentadas en cortes de 1
cm? en condiciones asépticas, evitando zonas con grasa intramuscular y se envolvieron
con pelicula autoadherente (Kleen Pack, Kimberly-Clark de México) evitando la formacion

de burbujas de aire.

Por muestra de carne se evaluaron 11 segmentos, recuperados de entre las 3 réplicas.
Se evalué el color utilizando el sistema CIE L*a*b*, donde L* corresponde a la claridad o
luminosidad, a* representa la desviacion del punto acromatico correspondiente al tono de
luminosidad hacia el rojo (a* con valor positivo para rojo y con valor negativo verde) y b* la
desviacion hacia el amarillo (valor positivo para color amarillo y con valor negativo azul).
Con estos valores se determind el AE* dado que representa el valor del cambio total del
color que es la evolucion conjunta de los 3 parametros del color [Jung et al., 2003; Ercolini
et al., 2006].

AE* se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

AE*= [ (L* - L¥er)” + (@*- @*Ref)” + (0*- b*rer)’] M2

Los valores de referencia corresponden a la carne fresca (muestra F).
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7. Resultados y discusion
7.1 Efecto de la PHUA en la eliminacion de bacterias patdégenas
7.1.1 Efecto de la PHUA sobre Salmonella Typhimurium
7.1.1.1 Cuantificacion de la inactivacion
7.1.1.1.1Estandarizacién del in6culo de S. Typhimurium

Para efectuar las pruebas de reto se estandariz6 el in6culo por medio de cuenta en
placa (tabla 16) para seleccionar aquellas diluciones que fueran adecuadas para trabajar

con una concentracion alta de células (a, 10 UFC mL™) y una concentracién baja (B, 10*
UFC mL™).

Tabla 16. Estandarizacion del in6culo,
Salmonella Typhimurium

Dilucién Log UFC mL™

10" 5.74
102 4.92
103 3.96
10 3.08
10° 2.18
10°® 1.00

De acuerdo con la NOM-034-SSA1-1993%°, la NOM-194-SSA1-2004>° y NOM-213-
SSA1-2002%, Salmonella spp. debe estar ausente al analizar muestras de 30, 25y 30 g de
carne, respectivamente. Teniendo esta consideracion se planteé el uso de una
concentracion baja de in6culo para el ensayo, para asi determinar el efecto de la PHUA
sobre una posible contaminacion accidental con el patégeno. El ensayo con concentracion
alta de inéculo se realiz6 para cuantificar la supervivencia y poder apreciar con mayor
nitidez el efecto de la inactivacion sobre los patdégenos en la carne al aplicar los diferentes

procesos y el tratamiento completo.

Para poder llevar esto a cabo, el in6culo se estandariz6 de manera tal que la
concentracion mas alta (a) correspondiera a 5 log;o y la de menor concentracion (B) a 3

52
logio™.

* NOM-034-SSA1-1993. BIENES Y SERVICIOS. PRODUCTOS DE LA CARNE. CARNE MOLIDA Y CARNE
MOLIDA MOLDEADA. ENVASADAS. ESPECIFICACIONES SANITARIAS.

%0 NOM-194-SSA1-2004. PRODUCTOS Y SERVICIOS. ESPECIFICACIONES SANITARIAS EN LOS
ESTABLECIMIENTOS DEDICADOS AL SACRIFICIO Y FAENADO DE ANIMALES PARA EL ABASTO,
ALMACENAMIENTO, TRANSPORTE Y EXPENDIO. ESPECIFICACIONES SANITARIAS DE PRODUCTOS.
51 NOM-213-SSA1-2002. PRODUCTOS Y SERVICIOS. PRODUCTOS CARNICOS PROCESADOS.
ESPECIFICACIONES SANITARIAS. METODOS DE PRUEBA.

%2 o corresponde a 10° UFC/mL y 8 a 10° UFC/mL.
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7.1.1.1.2 Evaluacién y seleccion de método de inoculacion:
micropipeta contra jeringa hipodérmica
La evaluacion del método de inoculacion fue un punto importante, de ello depende la
inoculacion eficiente con la concentracion celular estandarizada. Durante los primeros
ensayos de inoculacion con micropipeta, utilizando protocolos previamente aplicados en el
laboratorio, no se lograron buenos resultados ya que no se recuperaban cuentas de
colonias equivalentes a lo inoculado (indculo o). De esta manera se consulté literatura que
versara al respecto, siendo la inoculacidn con micropipeta, inyeccion con jeringa
hipodérmica y el sumergir la muestra en una suspension bacteriana las técnicas mas
utilizadas [Ray et al., 2010]. Considerando que la tercer técnica no permite inocular una
concentracion conocida de microorganismo de forma confiable, se procedi6é a analizar la

eficacia de las otras dos.

Manteniendo la proporciéon de 100 pL de cultivo por 20 g de carne, el volumen de
in6culo utilizado en las muestras de carne (10 g de carne) para cuenta en placa fue de 50
WL, inoculando 5.74 logio UFC g™. Igualmente, se utilizé esta concentracion de UFC pero
adicionando solucién salina isoténica (SSI) buscando tener una mejor dispersion de las
células al inocular las muestras de carne. De este modo, se trabaj6é con las muestras: Py y
Ji, trabajando directamente con los 50 yL; P, y J2, 50 pL de indculo adicionando 450 L de
SSly J3, 50 uL de inéculo y 50 uL de SSI, donde P corresponde al uso de micropipeta 'y J

al uso de jeringa.

Tabla 17. Resultados de cuenta en placa,
métodos de inoculacién artificial de carne

Dilucion 10° 10°
Muestra LogUFCg" LogUFCg™
P, 5.20 5.38
P, 5.18 5.20
J, 4.78 4.60
J 5.08 5.23
Js 5.20 4.95

P, micropipeta; J, jeringa
P4, J;: 50 yL de in6culo
P>, J»: 50 L de in6culo+450 yL SSI
Js: 50 pL de in6culo+50 uL de SSI
Inéculo inicial 5.74 log UFC mL™

Los resultados de cuenta en placa para los métodos de inoculacién evaluados estan

representados en la tabla 17, donde se aprecia que el método P; (micropipeta utilizando 50
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ML de in6culo) mostré buenos resultados para recuperar buena proporciéon de las UFC
inoculadas, adema&s de no generar residuos biolégico infecciosos que requieran
tratamiento especial como el caso de las jeringas hipodérmicas. Las variaciones entre los
meétodos utilizados son pequefias, por lo que esto Ultimo es una ventaja para la definicion
del método méas adecuado. Asi mismo, muestra que no se requiere resuspender el indculo
pera mejor la dispersion sobre la muestra. De tal manera que P; (inoculacion con
micropipeta) fue el método seleccionado para efectuar la inoculacion superficial de la carne

para las pruebas de reto.

7.1.1.1.3 Efecto de la PHUA y los procesos asociados en la inactivacion
de S. Typhimurium
Ya que se han tenido reportes favorables sobre la aplicacion de presiones moderadas
para retardar el crecimiento microbiano mejorando el color y la capacidad de retencion de
agua de la carne [Carlez et al, 1994; Jung et al., 2003; Chan et al., 2011] se opt6 por iniciar
el estudio con 172 MPa. Esto con el propésito de determinar si hay disminucién importante
en las cuentas de gram-negativos como S. Typhimurium, que ademas representa a los
patdogenos, y determinar si esta presion es viable para inactivar gram-positivas (L.

monocytogenes) que son mas resistentes.

Cabe mencionar que para procesar la muestra por medio de PHUA es necesario
empacarla al vacio previamente (lo que involucra una modificacioén en la disponibilidad de
O, dentro del empaque), igualmente, ya que se pretende determinar su utilidad para
incrementar la vida de anaquel en refrigeracion, la baja temperatura (aproximadamente de
4° C) también forma parte de los procesos asociados. Es por ello que también se evalu6 el
efecto individual de estos procesos sobre la inactivacion de las bacterias.

Posteriormente se hizo la evaluacién utilizando una presién mayor, 345 MPa, la cual se
considera como el umbral para conseguir buena inactivacion de mesofilos aerobios sin
modificar de forma significativa parametros de calidad como el color de la carne [Sanchez-
Basurto et al., 2011].

Los resultados de la cuenta en placa para S. Typhimurium obtenidos de ambas
evaluaciones se presentan en la tabla 18, donde se indican las UFC recuperadas de las
muestras (Supervivencia) y la diferencia entre las UFC inoculadas y las recuperadas

(Inactivacioén, determinada como A log UFC g™).
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Tabla 18. Efecto de la aplicacién de diferentes combinaciones de procesos (vacio,
presurizaciéon con 172 MPa o 345 MPa y refrigeracion) en la cuenta de S. Typhimurium
inoculada en cuentas altas y bajas en muestras de carne fresca (Sirloin)

Muestra Inéculo Supervivencia Inactivacién
log UFC g* Alog UFC g™
172 MPa 345 MPa 172 MPa 345 MPa
R a 548 £ 0.17 5.87 £ 0.02 0.18 + 0.04 0.03+0.01
B 1.93 +0.33 270+ 037 052+041 0.45+0.41
VR a 555+0.24 5.77+0.25 0.25+0.23 0.49 +0.15
B 2.39+£0.32 2.61+0.22 0.69 +0.10 0.66 = 0.39
VPF a 5.30 £ 0.47 5.46 + 0.20 0.49 £0.16 0.79£0.22
B 2.69 +0.53 268 + 0.46 0.39+0.22 0.59+0.04
VPR a 5.30 £ 0.19 5.13+0.28 0.50 £ 0.29 0.99 £ 0.38
B 2.67 £ 0.50 244 +0.38 0.41+023 0.83%0.14

In6culo recuperado, corresponde a la cuenta obtenida en la muestra evaluada.

La letra que etigueta la muestra representa el proceso al que fue sometida.

F corresponde a carne fresca. Indculo o = cuenta alta,  =cuenta baja.

R Refrigeracion durante 5 dias a 4° C.

VPF (Vacio, Presurizacion, Fresca). Representa el efecto inmediato de la presion en la inactivacion
del patdgeno.

PHUA. Presién Hidrostética Ultra Alta, 172 MPa, 1 minuto, temperatura ambiente (20° C).
Promedio del in6culo inicial para 172 MPa: 5.57+0.13, 2.68+0.54 log,o UFC g™ para o y
respectivamente y para 345 MPa: 6.04+0.16, 2.92+0.10 log;, UFC g™ para o y p respectivamente.
La Inactivacion, determinada como diferencia de unidades logaritmicas (A log UFC g%),
corresponde a la diferencia entre las UFC g™ iniciales inoculadas (obtenido de las muestras F) y las
cuentas obtenidas para la muestra problema (R, VR, VPF 0 VPR). + DS de tres réplicas.

Las muestras designadas como F (carne fresca) no fueron sometidas a ningun
tratamiento y fueron consideradas para determinar la modificacion de las cuentas de S.
Typhimurium al inocular la concentracion conocida y posteriormente hacer la recuperacion

del in6culo, siendo asi el control de las UFC g™ iniciales.

Las muestras R (carne refrigerada) se consideraron para determinar el efecto de la
refrigeracion sobre las cuentas microbianas y apreciar si se generaba alguna modificacion
en las UFC inoculadas. Puede notarse que la refrigeracion tiene un efecto bacteriostatico
(no produce la muerte de las bacterias pero detiene el crecimiento) sobre S. Typhimurium

pues el numero de ésta no aument6 de forma considerable durante el almacenamiento.

Las muestras VR (carne empacada al vacio y refrigerada) se utilizaron con el fin de
contrastar el efecto que pudiera tener el vacio en el desarrollo de Salmonella (o las demas
bacterias), habiendo determinado previamente el efecto bacteriostatico de la refrigeracion.
En comparacién con R, al empacar al vacio y refrigerar se obtiene una ligera disminucion

en el crecimiento de este patdgeno (tabla 18).
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Asi mismo, el efecto del vacio sobre S. Typhimurium muestra congruencia entre los
resultados obtenidos tanto para la muestra usada para evaluar 172 MPa asi como para
evaluar 345 MPa, de modo que la respuesta es reproducible. El vacio tiene contribucion en
la disminucion de las cuentas y este efecto gira en torno a la modificacion de la presion del
aire dentro del empaque reduciendo con ello la disponibilidad de oxigeno, con esto
también disminuye la concentracién de CO,. Con este tratamiento se retarda el crecimiento
de bacterias anaerobias facultativas como S. Typhimurium, aunque no las inhibe
totalmente. Igualmente, las condiciones que se generan con este tratamiento favorecen el
desarrollo de bacterias &cido lacticas que pueden contribuir con el efecto y retardar la
recuperacion de las cuentas de S. Typhimurium [Streinkraus, 1983; Daeschel, 1989].

VPF representa las muestras de carne empacada al vacio, presurizada, fresca (sin
periodo de refrigeracion) y en ellas se aprecia el efecto de la PHUA (junto con el vacio)
sobre el in6culo de forma inmediata sobre Salmonella (o Listeria monocytogenes o
microbiota nativa, segun el caso), sin permitir el periodo de recuperacion que podria
proporcionar la conservacién en refrigeracion. Si bien, la razén para refrigerar es disminuir
la actividad metabdlica de los microorganismos y con ello la velocidad de crecimiento
[Varnam & Sutherland, 1995; Lawrie, 1998; Warriss, 2003], esta misma baja en la tasa
metabdlica haria poco plausible la recuperacién del dafio subletal de las células
susceptibles o lo retardaria [Ritz et al., 2006]. Sin embargo, es importante tener la
consideracion de lo que ocurre después del periodo de refrigeracion a 4° C durante 5 dias
y que corresponde a las muestras VPR (empacadas al vacio, presurizadas y refrigeradas)
ya que éstas son las condiciones a las que seria sometido el producto al comercializarse o
al mantenerse en refrigeracion en el hogar. Asi mismo, la carne refrigerada o empacada al
vacio y refrigerada se considera carne fresca hasta el dia 5 o 7 de conservacion [Warriss,
2003; USDA™.

Con los resultados obtenidos se aprecia buena inactivacion de S. Typhimurium al
someter al tratamiento VPF (muestras de carne empacadas al vacio y presurizadas) y la
refrigeracion de estas muestras (VPR) permitiéo disminuir las cuentas. Cabe destacar que
se observa que esta bacteria es afectada por todos los tratamientos involucrados en la

conservacion por medio de PHUA (empacado al vacio, presurizado y refrigerado)

53 USDAJFSIS, 2010: www.fsis.usda.gov/es/Refrigeracion/index.asp
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Igualmente, se debe mencionar que durante los ensayos de la Ultima repeticion
empleada para evaluar 345 MPa se trabajo una muestra adicional que permanecié en
refrigeracion 33 dias (VPR33d). Para el in6culo a de esta corrida se obtuvo un valor
estimado de 3.18 logio UFC g, que representa una disminucién de 2.57 logso (figura 11).
Y para el in6culo B no se detectaron UFC, siendo un valor estimado de disminucion de
1.88 log:o UFC g (210 UFC g™Y). Lo que reafirma la idea de que la refrigeracién contribuye
tanto a impedir el crecimiento (efecto bacteriostatico) y a disminuir las cuentas de esta
bacteria (efecto biocida). Posiblemente, si parte de la poblacién sufri6 dafio subletal
durante la presurizacion, las condiciones de refrigeracion impidieron su recuperacion

metabdlica para reparar el dafio con sus subsecuente muerte.

OR O VR @O VPF B VPR B VPR33d

2.5

Alog UFC/g
|_\
al

1
05 | | ST T |
|
0 T = T T
alfa 172 alfa 345 beta 172 beta 345

Figura 11. Efecto de los tratamientos en la inactivacion de Salmonella Typhimurium con 172 y 345
MPa de presion durante 1 minuto a temperatura ambiente. R Refrigeracion, VR Vacio y
Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de carne fresca, VPR Vacio, Presion y Refrigeracion, VPR33d
Vacio, Presion y Refrigeracion durante 33 dias. A log UFC g™, la diferencia entre el indculo inicial
(muestra fresca inoculada artificialmente) y lo recuperado después del tratamiento. o cuenta alta de
10° UFC g* y B cuenta baja de 10° UFC g*. £ DS como resultado de 3 réplicas. VPR33q No tuvo
réplicas.

Para efectuar la comparacion de los efectos de las diferentes condiciones evaluadas
sobre S. Typhimurium, en la figura 11 se grafican las diferencias de unidades logaritmicas
de UFC g™ alcanzadas para evaluar 172 MPa y los valores obtenidos al evaluar 345 MPa.

La diferencia de unidades logaritmicas (A log UFC g*), corresponde a la diferencia entre
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las UFC g™ iniciales inoculadas (obtenido de las muestras F) y las cuentas obtenidas para

la muestra problema (R, VR, VPF o0 VPR) como se indica en la tabla 18.

Se aprecian diferencias de UFC g importantes en las muestras VPF y VPR, tanto para
el indculo a asi como para B con 345 MPa, que corresponden a las muestras que
recibieron el tratamiento de PHUA y PHUA junto con refrigeracion. Para VPF, una
diferencia de 0.79 unidades logaritmicas y para VPFg 0.59 logie. Si bien, la mayor
diferencia se consigue al mantener en refrigeracion, con lo que se alcanza cerca de 1 logio
para ambos inoculos (figura 11). De tal manera que se aprecia el efecto en conjunto de los
procesos de empacado al vacio, la presion hidrostatica ultra alta y la refrigeracion que
permitiria prolongar la vida de anaquel del producto. Y aunque con 172 MPa también se
consigue una disminucion, ésta sélo se aprecia para el indculo a y resultan mas relevantes

los resultados al emplear 345 MPa.

Estos primeros datos son interesantes pues se ha reportado que a mayor presion se
consigue una mayor inactivacién bacteriana [Fonberg-Broczek et al., 2005]. Resulta
atractivo evaluar la presion de 345 MPa sobre las bacterias gram-positivas, que resisten

mejor este tratamiento, como L. monocytogenes.

7.1.1.2 Deteccién de S. Typhimurium mediante una reaccion de PCR
con oligos especificos
Con respecto a la deteccion molecular del DNA obtenido de las muestras inoculadas
artificialmente se obtuvieron los fragmentos de DNA de aproximadamente 300 pb
esperados para la PCR realizada (el juego de oligos para Salmonella spp. Itsf e ltsr,
genera un producto de amplificacién de 312 pb [Chiu et al., 2005]).

La deteccion por medio de PCR se planted para descartar la presencia de Salmonella
spp. que pueda encontrarse por debajo de los limites de deteccion del método de cuenta
en placa, particularmente para las muestras que son control negativo de la inoculacién,

determinando asi su ausencia.

Asi mismo, aungue previamente a la extraccion de DNA se efectda un enriquecimiento
celular, resulta posible apreciar ciertas diferencias en la concentraciéon de células en la
cosecha y en la concentraciéon de DNA obtenido. Esto puede relacionarse con la cantidad
de ceélulas que permanecieron viables después del tratamiento y que gracias al
enriquecimiento pudieron recuperarse del dafio subletal y aumentar su numero.
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En la figura 12 se observa un ejemplo de gel de agarosa donde se ha separado por
electroforesis el fragmento de DNA amplificado por medio de PCR. Para las muestras
evaluadas los resultados son positivos para todas las muestras inoculadas artificialmente.
No se detectaron positivos en las muestras no inoculadas ni fragmentos de masa

molecular diferente al esperado (aproximadamente 300 pb).

Figura 12. Ejemplo de gel de agarosa con el producto de PCR obtenido utilizando oligos
especificos para Salmonella spp.(Itsf, lysr, [Chiu et al., 2005]). EI carril inicial (M) corresponde al
marcador de masa molecular y C, corresponde al control negativo para la PCR. a Inoculo inicial de
cuenta alta; B indéculo inicial de cuenta baja. 12 corresponde a la muestra R, réplica 2; 03
corresponde a muestra F, réplica 3; 13 corresponde a R, réplica 3; 33 corresponde a VPF, réplica
3. Condiciones: gel de agarosa al 2%, 70V, 60 min. Fragmento esperado de 312 pb.

En ninguna de las muestras que fueron control negativo de inoculacion se detecto la
presencia de Salmonella ssp. (ni en el caso del empleo del método tradicional ni tampoco
con el método molecular) tanto para las muestras utilizadas en la evaluacion de 172 MPa 'y

en las muestras utilizadas para evaluar 345 MPa.

Este procedimiento se llevo a cabo con el fin de estandarizar la técnica a partir de la
cual se derivard un procedimiento para una PCR semicuantitativa y como control de

calidad de la carne.

7.1.2 Efecto de la PHUA sobre Listeria monocytogenes
7.1.2.1 Cuantificacion de la inactivacion
7.1.2.1.1 Estandarizacion del in6culo de L. monocytogenes
Para efectuar las pruebas de reto con L. monocytogenes se estandarizé el in6culo para
seleccionar aquellas diluciones que fueran adecuadas para trabajar con una concentracion

alta de células (a) y una concentracién baja (), como en el caso de S. Typhimurium. Asi
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mismo, ya que para L. monocytogenes la legislacion sanitaria indica que debe estar
ausente en las muestras de alimento evaluadas, se opt6 por considerar los mismos valores
de concentracion usados para Salmonella, para de esta manera poder apreciar los efectos

de la PHUA sobre una concentracion baja y una alta de bacterias.

Los resultados correspondientes se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Estandarizacién del in6culo,
Listeria monocytogenes

dilucién Log UFC mL™

10* 6.19
10 5.12
103 4.16
10™ 3.36
10° 2.00

Las concentraciones de trabajo fueron: a, 6 10gi0 Y B, 3 l0g10.

7.1.2.1.2 Efecto de la PHUA y los procesos asociados en lainactivacion
de L. monocytogenes
Ya que la presion de 172 MPa no mostré un efecto importante en la disminucion de las
cuentas de S. Typhimurium y se espera que L. monocytogenes sea menos susceptible a la
presion, se efectud la evaluacion con 345 MPa. Los resultados obtenidos estan reportados
en la tabla 20.

Tabla 20. Efecto de la aplicacion de diferentes combinaciones de procesos (345 MPa, vacio y
refrigeracién) en la cuenta de L. monocytogenes inoculada en cuentas altas y bajas en
muestras de carne fresca (Sirloin)

Muestra  In6culo Inéculo recuperado Alog
Log UFC g™ UFCg*

R a 5.89 + 0.06 -0.04 £ 0.03

B 2.98 £0.15 0.05+0.10

VR a 5.80 £ 0.09 0.05+0.08

B 2.78 +0.17 0.24 £0.13

VPF a 5.64 + 0.04 0.20+0.03

B 2.88 +0.07 0.14 +0.06

VPR a 571+0.11 0.13+0.09
B 2.90 £0.15 0.12 £ 0.08

La letra que etiqueta la muestra representa el proceso al que fue sometida.

F corresponde a carne fresca. Inéculo o = cuenta alta, 3 =cuenta baja.

R refrigeracion durante 5 dias a 4° C.

PHUA. 345 MPa, 1 minuto, temperatura ambiente.

Indculo inicial: 6.32+0.04 y 3.51+0.09 log;o UFC g™ para o y B respectivamente.
A log UFC g™. Diferencia entre la cuenta obtenida para la muestra F y la muestra
de trabajo.

+ DS resultado de 3 réplicas.
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En estos resultados puede apreciarse que la disminucién en las cuentas soOlo se
alcanza como efecto inmediato de la presurizacion (VPF) ya que las cuentas se recuperan,
en cierta medida, después del periodo de refrigeracion posterior al presurizado (VPR). Esto
se corrobora al apreciar la figura 13 donde se representan graficamente los valores para la
disminucién de unidades logaritmicas de las UFC g™, siendo la maxima disminucién de

0.20 unidades log;o para VPF,,.

0.40
OR mVR mVPF mVPR

0.35

0.30

0.25
0.20

0.15

0.10

A log UFClg

0.05

0.00

-0.05

-0.10
Inéculo

Figura 13. Efecto de los tratamientos en la inactivacién de Listeria monocytogenes con 345 MPa
de presion durante 1 minuto a temperatura ambiente. A log UFC/g, la diferencia entre el in6culo
inicial (muestra fresca inoculada artificialmente) y lo recuperado después del tratamiento, + DS
como resultado de 3 réplicas.

Ademas, aunque L. monocytogenes esté sujeta a estrés por el efecto de la
presurizacidon o las demas condiciones que involucra este procesamiento, el estrés
generado por las bajas temperaturas no es tan marcado como en el caso de los mesofilos
y puede mantener un desarrollo considerable; por esta razén, es uno de los patégenos
psicrotrofos mas importantes en alimentos minimamente procesados [Farkas, 2001]. Esta
bacteria gram-positiva que posee muchas caracteristicas que semejan las de las BAL, ya
que puede desarrollarse en condiciones microaerofilicas e incluso anaerobias y puede
crecer a temperaturas entre -1.5 y 45° C y en un rango de pH entre 4.3y 9.1 [Rossi et al.,
2008], al parecer estas caracteristicas son las que le permiten mantenerse bajo las
condiciones de proceso implicadas en la conservacion con PHUA en refrigeracion y por lo
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cual, a nivel estadistico, no hay diferencia significativa (P>0.05°%) en el efecto de
disminucién de unidades logaritmicas conseguidas entre los diferentes procesos
empleados (R, VR, VPF, VPR).

7.1.2.2 Deteccion de Listeria monocytogenes mediante unareaccion de PCR
con oligos especificos
En la imagen que se presenta a continuacion, figura 14 (donde los controles negativos
de inoculacion son aquellos cuya etiqueta carece de a0 B), son un ejemplo de los
amplificados obtenidos de la PCR con oligos especificos para L. monocytogenes
(listeriolisina O [Join-Lambert et al., 2005]).

En las muestras evaluadas los resultados son positivos para todas las muestras
inoculadas artificialmente (presencia de banda con peso aproximado de 200 pb). No se
detectaron fragmentos de masa molecular diferente al esperado, sin embargo, se
detectaron positivos a la presencia de L. monocytogenes en controles negativos de la
inoculacién. Esto contrasta con datos obtenidos por el método tradicional donde solamente
2 muestras de control negativo mostraron crecimiento (Loz, L1 que corresponden a las
muestras F y VPR de la primera evaluacion). Al parecer todos los lotes de carne utilizados
para la evaluacién de la PHUA sobre L. monocytogenes estaban contaminados con esta
bacteria. Esto se suma a lo reportado por Rubio y col. [2013] que detectaron por medio de
PCR con oligos especificos la presencia de esta bacteria en carne comercializada en
México; en otros paises se ha observado que la contaminacién con esta bacteria puede
deberse a la manipulacién por parte de los trabajadores, el contacto con la maquinaria y
herramientas o con otras superficies de trabajo [Kerr et al., 1993; Chmielewski & Frank,
2003; Allan et al., 2004].

> Analisis estadistico ANOVA, utilizando el programa Statistical Package for the Social Science (SPSS 10.0 para
Windows).
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Figura 14. Ejemplo de gel de agarosa con el producto de PCR obtenido utilizando oligos
especificos para Listeria monocytogenes (Hylf, Hylr [Park et al., 2006]). El carril inicial (M)
corresponde al marcador de masa molecular y L, corresponde al control negativo para la PCR. a
Inéculo inicial de cuenta alta; B in6culo inicial de cuenta baja. 22 corresponde a la muestra VR,
réplica 2; 32 corresponde a muestra VPF, réplica 2; 2 corresponde a VPR, réplica 2; 03
corresponde a F, réplica 3; 13 corresponde a R, réplica 3; 33 corresponde a la muestra VPF,
réplica 3; 23 a la muestras VR, réplica 3 y 3 corresponde a la muestra VPR, réplica 3. Condiciones:
gel de agarosa al 2%, 70V, 60 min. Fragmento esperado de 212 pb.

7.2 Comparacion del efecto de la presurizacién con 345 MPa por 1 minuto sobre S.
Typhimurium y L. monocytogenes

Como ya se ha mencionado con anterioridad, L. monocytogenes es el representante
de las bacterias gram-positivas, ademas de ser psicrotrofo. Esto explica su
comportamiento contrastante con respecto a S. Typhimurium ante la presurizacion y el
almacenamiento en refrigeracion. Como gram-positiva, esta bacteria muestra mayor
resistencia a la PHUA [Shigehisa et al., 1991; Smelt, 1998; Hugas et al., 2002], por lo cual,
la disminucién de unidades log UFC g* es pequefia utilizando esta presion (345 MPa). Y
como psicrotrofo [Farkas, 2001] su metabolismo no es afectado de forma importante por
las bajas temperaturas como en el caso de los mesofilos. Se observa que el
almacenamiento en refrigeracion no disminuye ni limita las cuentas de L. monocytogenes
como ocurre con S. Typhimurium; asi que esta capacidad para tolerar las bajas

temperaturas le permitiria recuperarse del dafio subletal durante el periodo de
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almacenamiento en refrigeracion a 4° C, razén por la cual es posible que las UFC sean

mayores en VPR que en VPF.

Los efectos de la presurizacion con 345 MPa sobre las cuentas de las bacterias
patdogenas evaluadas en este trabajo se describen en la tabla 21 en términos de
diferencias de unidades logaritmicas (A logis) de UFC g*. Esta diferencia considera la
cuenta obtenida para la muestra F y la obtenida de la muestra de trabajo y se utilizo para

poder apreciar las diferencias en la inactivacion.

Tabla 21. Comparacion del efecto de los diferentes tratamientos (R, VR, VPF, VPR, presion
de 345 MPa) en la disminucion de las cuentas de S. Typhimurium y L. monocytogenes

Tratamiento Patogeno Alog UFC g*

R Listeria 0.02 +£0.10?
VPR Listeria 0.14 + 0.08?
VR Listeria 0.15+0.16%
VPF Listeria 0.17 + 0.06*
R Salmonella 0.22 + 0.25°
VR Salmonella 0.57 + 0.32°
VPF Salmonella 0.69 + 0.21"
VPR Salmonella 0.91 + 0.32°

abc

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre
Tratamiento*Microorganismo. R Refrigeracion (5 dias a 4° C), VR Vacio y Refrigeracién, VPF Vacio
y Presion de carne fresca, VPR Vacio, Presion y Refrigeracion. + SD de 6 réplicas (3 réplicas a+3
réplicas B).

Hay diferencia significativa en la disminucion de las cuentas de patdgenos como efecto
de la PHUA (P<0.05) y S. Typhimurium resulta ser mas labil a los procesos involucrados
en la conservacion a través de PHUA (empacar al vacio, presion ultra alta, refrigeracion) a
diferencia de L. monocytogenes que muestra mayor resistencia (VPF tiene el mejor efecto
para esta ultima). Asi, VPR resulta ser el tratamiento que contribuye a disminuir de manera

mas significativa las cuentas de S. Typhimurium, seguido de VPF (figura 15).

Se observa entonces la susceptibilidad de las bacterias gram-negativas ante la PHUA
en comparacion con las bacterias gram-positivas [Shigehisa et al., 1991; Smelt, 1998;
Hugas et al., 2002]. Principalmente por el sitio en que la presurizacion tiene mayor
impacto; las estructuras mas afectadas por el cambio de presion son las membranas
celulares, su permeabilidad se ve afectada seriamente [Téllez-Luis et al., 2001; Hugas et
al., 2002; Heinz et al., 2009]. La presurizacién contribuye a la desorganizacién de los
lipidos que componen la membrana externa y la membrana interna de las gram-negativas,

cuya pared celular es menos gruesa que las gram-positivas y que por tanto opone menor
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resistencia a la presién; asi, S. Typhimurium es mas labil al dafio ocasionado por la

presién en comparacion con L. monocytogenes.

14 1 B R, Listeria O VPR, Listeria O VR, Listeria O VPF, Listeria [
O R, Salmonella B VR, Salmonella B VPF, Salmonella B VPR,Salmonella
C —

1.2

0.8

0.6

A log UFC/g

0.4

0.2

.

-0.2

Figura 15. Efecto de los tratamientos en la inactivacion de S. Typhimurium y L. monocytogenes
con 345 MPa de presién durante 1 minuto a temperatura ambiente. A log UFC/g, la diferencia entre
el inéculo inicial (muestra fresca inoculada artificialmente) y lo recuperado después del tratamiento.
ac | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre
Tratamiento*Microorganismo. R Refrigeraciéon, VR Vacio y Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de
carne fresca, VPR Vacio, Presion y Refrigeracion. = SD de 6 réplicas.

7.3 Efecto de la PHUA sobre la microbiota nativa de la carne fresca
7.3.1 Efecto de los tratamientos en el pH de la carne

Se considerd también, como parte del estudio de la microbiota nativa de la carne y los
efectos de la presurizacion sobre ésta, el evaluar las posibles modificaciones del pH ya
que puede estar asociado a la modificacion de la microbiota nativa (principalmente por el

desarrollo de BAL) o a la presurizacién per se (tabla 22).

En la tabla 22 se puede apreciar que no hay modificaciones entre las muestras. Y del
analisis estadistico, no hay diferencia significativa entre el pH por efecto de la carne
sometida a los diferentes tratamientos (P>0.05), por lo que se puede considerar que éste
no se ve afectado por los tratamientos involucrados en el proceso de conservacion con
PHUA (empacado al vacio, presurizacion y, para periodos mas largos de preservacion,

refrigeracion).
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Tabla 22. Modificacion del pH en diferentes muestras
Muestra pH

F 5.4 +0.2
R 5.4+0.2
VR 5.3+40.3
VPF 5.4 +0.2
VPR 5.4 0.2
+ DS resultado de 4 réplicas.
(P>0.05)

El pH de la carne originalmente es de 7 pero se modifica hasta un pH de 5.5 a 5.7
después del rigor mortis [Ingram & Simonsen, 1980; Rosset, 1994; Adams & Moss, 1997;
Board, 1998; Jackson et al., 2001]. Por lo tanto, se puede decir que los valores de pH de
las muestras de carne se encuentran dentro de estos parametros y no hubo modificacion

por efecto de los diferentes procesos involucrados en la conservacién con PHUA.

7.3.2 Evaluacion de la microbiota nativa por medio de Método tradicional
7.3.2.1 Cuantificacion de la inactivacion de la microbiota nativa

Para evaluar el efecto de la PHUA (345 MPa) sobre la microbiota nativa se planteé el
estudiar la modificaciébn de las cuentas de 5 grupos microbianos: mesoéfilos aerobios,

psicrotrofos aerobios, enterobacteria, bacterias acido lacticas y Pseudomonas spp.

En la tabla 23 se describen las cuentas obtenidas para estos grupos que fueron
recuperados de las muestras sometidas a los diferentes tratamientos, siendo las cuentas
de la carne fresca (F) las cuentas iniciales de estas bacterias. De esta manera, las
modificaciones de las UFC g obtenidas con los diferentes procesamientos se contrastan
con F. Asi mismo, estos resultados estan representados en la figura 16, donde puede
notarse el efecto de cada tratamiento en particular sobre los grupos microbianos
evaluados. Igualmente, puede observarse el comportamiento que siguen los
microorganismos como respuesta a cada proceso, apreciando también qué grupos

microbianos predominan al ser favorecidos por las condiciones de tratamiento.
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Tabla 23. Resultado de cuenta en placa para diferentes grupos microbianos para muestras

de carne sometidas a diferentes combinaciones de procesos, evaluando 345 MPa

Muestra Mesofilos Psicrotrofos BAL Enterobacterias Pseudomonas
F 437+058 454+0.90 4.11+0.40 2.88+1.03 2.80+1.23
R 492+1.19 5174213 550+1.47 3.99+1.01 352+1.74
VR 446+059 520+1.04 512+0.87 3.12+1.26 2.14+1.96
VPF  373+060 3.37+095 4.15+0.78 0.57 £ 0.80 0.67+0.94
VPR  382+041 442+159 4.06+0.45 0.80 £1.13 0.73+1.03

Los valores estan expresados en log,o UFC g™ + DS.

O Mesdfilos B Psicrétrofos W BAL B Enterobacterias B Pseudomonas

7.6

log 10 UFC/g

VPR33d

VR VPF

Tratamiento

Figura 16. Modificaciones de la microbiota nativa en muestras de carne sometidas a diferentes
procesos, + DS resultado de 3 réplicas. F corresponde a las cuentas iniciales, carne fresca sin
ningan tratamiento; R refrigeracion a 4° C durante 5 dias; VR muestra de carne empacada al vacio
y refrigerada a 4° C durante 5 dias; VPF carne fresca empacada al vacio y sometida a presion;
VPR carne fresca empacada al vacio, sometida a presion y refrigerada a 4° C durante 5 dias;
VPR33d fue solamente una muestra que fue refrigerada durante 33 dias. 7.6 es el limite de
mesofilos aerobios de acuerdo a la NOM-034-SSA1-1993, utilizada como parametro de calidad

microbiana.

En las muestras de carne fresca (F) y en las muestras de carne refrigerada (R) los
psicrétrofos aerobios son el grupo predominante, aunque las BAL también proliferan por

encima de los demas.
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En todos los casos la refrigeracion (R) limita hasta cierto punto el crecimiento
microbiano pero aldn asi esta presente, los 5 grupos evaluados muestran un incremento en
las cuentas (> 0.55 logio); asi, la refrigeracion solamente retarda el desarrollo. Bajo estas
condiciones particularmente se aprecia que las BAL son afectadas en menor medida (sus
cuentas disminuyen en menor proporcion) y esto puede deberse a que este grupo se ve
favorecido bajo las condiciones creadas al empacar al vacio y al almacenarse en
refrigeracién® ya que se ha reportado que aumentan su nimero [Nychas & Drosinos,
1999; Tuboly, 2009]. Los psicrétrofos aerobios, cuya temperatura de crecimiento oscila
entre 0 a 35° C [Tortora et al., 2004] también encuentran condiciones adecuadas de
crecimiento, si bien, es posible que las BAL estén contribuyendo con las cuentas de este
altimo grupo. Estos resultados son consistentes con lo reportado en la literatura, ya que si
la carne se ha manejado en condiciones higiénicas se ha observado que especies
psicrotrofas son las que posteriormente podrian causar alteracion, al igual que BAL
[Ingram & Simonsen, 1980; Rosset, 1994; Warriss, 2003], géneros como Pseudomonas,

Brochothrix thermospactha y Carnobacterium, por ejemplo [Ercolini et al., 2006].

Se debe mencionar que aunque Pseudomonas spp. se encuentre en bajo nimero en
la muestra de carne fresca, hay que considerar que la cuantificacion en Agar F para
Pseudomonas incluye sélo a 3 especies (P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida dan
positivo a la produccién de fluoresceina) y los demés grupos evaluados incluyen a varios
géneros. De manera que Pseudomonas spp. tiene una presencia importante en la carne al
compararse con otros géneros bacterianos, de hecho, es considerado el principal género
asociado a la descomposicion de la carne y fuerte presencia como psicrétrofos [Nychas &
Drosinos, 1999; Warriss, 2003].

Por otro lado, el efecto del vacio (VR) es mas notorio en el descenso de las cuentas de
mesofilos y de Pseudomonas spp. Particularmente, en el caso de Pseudomonas esto se
debe a que se trata de un aerobio estricto. En cuanto a las enterobacterias, éstas son
aerobias facultativas, no obstante, se ha observado que al modificar la atmosfera del

empaque y disminuir el oxigeno en éste, su niumero disminuye [Ercolini et al., 2006].

Es importante recalcar que el mayor decremento en las cuentas se obtiene de forma

inmediata como efecto de la presurizacion para todos los grupos microbianos evaluados.

% se les considera microaerofilicas y aunque la mayoria se clasifican como meséfilas hay algunas que pueden crecer a
4°C.
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En VPF (correspondiente a las muestras empacadas al vacio, presurizadas y evaluadas
inmediatamente) se observa de forma marcada esta disminucién de UFC g™, ya que para
las muestras presurizadas y puestas en refrigeracion durante 5 dias (VPR) se obtuvieron
ligeros aumentos (figura 16), no tan notorios como en las muestras que solamente se
refrigeraron (R). Es probable que las células que sufrieron dafio subletal por efecto de la
presion puedan recuperarse durante este periodo aunque por la disminucion de la tasa
metabdlica a 4°C o por el efecto del dafio ocasionado por la presurizacion el crecimiento

sea moderado.

De tal manera que la mayor disminucién en el nimero de UFC g™ se consigue con el
tratamiento de PHUA (VPF, VPR) para enterobacterias y para Pseudomonas spp. y a
diferencia de la refrigeracion o el empacar al vacio y refrigerar, la PHUA tiene un efecto

importante en la inactivacion de estos microorganismos.

Hay que mencionar que las BAL fueron las que mostraron mayor resistencia al
tratamiento con PHUA, posiblemente por su condicion de bacterias gram-positivas (como
el caso de L. monocytogenes); siendo que la refrigeracién, el vacio y la presurizacion no
las afecta de forma relevante, es uno de los grupos predominantes en las muestras VPR
(figura 16). Ademas, la presencia de estas bacterias podria considerarse no del todo
negativa ya que tienen potencial para producir sustancias que contribuyen a ejercer
actividad antimicrobiana contra otras bacterias, principalmente los acidos organicos (acido
lactico, &cido acético), bacteriocinas, CO, y peroxido de hidrogeno [Streinkraus, 1983;
Daeschel, 1989].

Los resultados anteriores son consistentes con los resultados del analisis estadistico
(tabla 24). La disminucion de las cuentas de los diferentes grupos microbianos mostré
diferencia altamente significativa para los tratamientos con PHUA (VPF, VPR) y el efecto
en la disminucién de las cuentas entre diferentes grupos microbianos también mostrd
diferencia altamente significativa (ambos con P<0.01), siendo las enterobacterias y
Pseudomonas spp., de los grupos evaluados, los de mayor diferencia de unidades
logaritmicas (fueron las mas afectadas por el tratamiento con PHUA). El grupo microbiano

menos afectado por los tratamientos corresponde a las BAL.
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Tabla 24. Comparacion del efecto de los diferentes tratamientos (R, VR, VPF, VPR; presién
de 345 MPa) en la disminucién de unidades logaritmicas de bacterias (UFC g™)

Tratamiento Alog UFC g*|l|Grupo microbiano Alog UFC g*

R -0.88 + 1.02% [l[BAL -0.60 + 0.96°
VR -0.20 + 0.84° |J|Psicrétrofos 0.002 + 1.29%
VPR 0.91 + 1.17° [{|Meséfilos 0.16 + 0.65™
VPF 1.25 + 0.96° |l|Enterobacterias 0.76 + 1.57

Pseudomonas spp. 1.03 + 1.36°

acd | etras diferentes indican diferencias altamente significativas (P<0.01). Tratamientos: R
Refrigeracion, VR Vacio y Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de carne fresca, VPR Vacio, Presion
y Refrigeracion.

De acuerdo a la NOM-034-SSA1-1993° (utilizada para comparar la calidad microbiana
obtenida con la PHUA) el limite de mesdéfilos aerobios es de 7.60 logi (figura 16), de
manera que para todas las muestras analizadas el valor se mantiene por debajo del limite
de tolerancia, particularmente aquellas que fueron presurizadas, incluso en la muestra
refrigerada durante 33 dias. Los deméas grupos microbianos se mantienen también dentro
de este parametro al dia 5 (y 33) de refrigeracion, con excepcion de los psicrotrofos
aerobios, por lo que se puede decir que la carne mantiene una buena calidad microbiana
de acuerdo a esta normatividad. Asi mismo, si se dice que la carne se considera alterada
cuando el nimero de bacterias alcanza el orden de 10° UFC g™ [Rosset, 1994], las

muestras presurizadas se podrian considerar como de buena calidad (figura 16).

7.3.2.2 Obtencion e identificacidén de cepas aisladas de diferentes muestras
de carne por medio del sistema Vitek® 2

De las colonias registradas en la tabla 11°, los aislados que se obtuvieron de forma
satisfactoria corresponden a los enlistados en la tabla 25, donde ademas se puede
apreciar que predominan las bacterias gram-positivas con respecto a las gram-negativas
(9:7). Asi mismo, los resultados obtenidos de la identificacion de estos aislados utilizando

el sistema Vitek® 2 se representan en la tabla 26.

*® NOM-034-SSA1-1993. BIENES Y SERVICIOS. PRODUCTOS DE LA CARNE. CARNE MOLIDA Y CARNE
MOLIDA MOLDEADA. ENVASADAS. ESPECIFICACIONES SANITARIAS.

%7 Secci6n 6.4.1.2.1 Muestras y aislamiento, donde se indica la procedencia de 24 colonias aisladas de diferentes
muestras de carne sometidas a diferentes tratamientos.
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Tabla 25. Colonias seleccionadas para aislamiento e

identificacion utilizando el sistema Vitek® 2

Aislado Origen Morfologia catalasa Aislado Origen Morfologia catalasa
y Gram y Gram

H1A *STD S;; Bacilos G- + M11B BRVA Sy; Bacilos G- +
M3.1 STD S,; Cocos G+ + M13 *STD Sy, Bacilos G- +
p3.2 STD S,;  Cocos G+ + THES *STD Sp;.  Bacilos G- +

M5 STD S;3 Cocos G+ - M16 *STD Sy, Bacilos G+ +

M6 STD S,;  Bacilos G- + H20.1 *STD S;,  Bacilos G- +
H9.1 STD Ses  Bacilos G- + p20.2 *STDS;, Cocos G+ +
9.2 STD Sy3 Cocos G+ + M23 STD S, Cocos G+ +
u10 MRS Sy3 Cocos G+ + u24 Ps Sgs Cocos G+ +

*STD representa medio de cultivo Agar Cuenta Estandar utilizado para evaluar psicrotrofos, STD
Agar Cuenta Estandar empleado para mesdéfilos, BRVA corresponde al Agar Bilis Rojo Violeta y Ps
al Agar F para Pseudomonas.

Tabla 26. Identificacion por medio del sistema Vitek® 2 de aislados obtenidos de muestras
de carne sometidas a diferentes procesos (refrigeracion, empacado al vacio, presurizacion)

Aislado Tipo de Probabilidad de identidad Identidad
muestra (%)
Gram-positivas
u3.1 VR 94.68 MB Staphylococcus warneri
3.2 VR 93.00 MB Staphylococcus hominis
M5 R 95.00 MB Streptococcus pluranimalium
9.2 F 87.04 A Staphylococcus intermedius
pu10 F 99.00 E Enterococcus faecium
M16 VPR NI NI
M20.2 R 99.00 E Kokuria kristinae
M23 VR 94.31 MB Alloiococcus otitis
u24 F 99.00 E Kokuria varians
Gram-negativas lactosa
H1A R - 99.00 E Grupo Salmonella
p6 VR - 99.00 E Grupo Salmonella
M9.1 F + 99.00 E Moellerella wisconsensis
u11B F - 99.00 E Pantoea agglomerans
u13 VPF 98.23 E Moellerella wisconsensis
M15 R 99.00 E Moellerella wisconsensis
M20.1 R - 33.83D Pseudomonas fluorescens
33.08 D Acinetobacter lwofii
33.08 D Sphingomonas paucimobilis

F. Carne fresca, no fue sometida a ningun proceso.
R. Carne refrigerada a 4° C durante 5 dias.

VR. Carne empacada al vacio y refrigerada a 4° C durante 5 dias.

VPF. Carne empacada al vacio y presurizada.
VPR. Carne empacada al vacio, presurizada y refrigerada a 4° C durante 5 dias.
NI. No identificado
Identificacién: E Excelente, MB Muy Buena, A Aceptable, D Deficiente.
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Estos resultados muestran congruencia respecto a la posible procedencia de estos
microorganismos. Por ejemplo, dentro de las bacterias gram-positivas, Staphylococcus sp.
ha sido reportado en carne, destacandose la presencia de las especies S. intermedius, S.
warneri, S. hominis [Nel et al., 2004; Shale et al., 2005; Ercolini et al., 2006; Al-Tarazi et al.,
2009; Ray et al., 2010; Esquivel, 2011; Pennacchia et al.,, 2011]. Su presencia puede
deberse a la contaminacién por el agua empleada durante su manipulacion, por los
operarios o utensilios de trabajo ya sea durante su almacenamiento o distribucion [Al-
Tarazi et al.,, 2009] o incluso por el manejo de carne de otras especies animales que
podrian portar la contaminacion [Sierra et al., 1995; Li et al., 2006; Al Bulushi et al., 2010].

El género Streptococcus también ha sido reportado en carne [Nychas & Drosinos,
1999; Ellis & Goodacre, 2006]. S. pluranimalium en particular ha sido reportado en
muestras de ganado bovino, caprino y en algunos animales domeésticos, por lo que su
presencia en carne fresca resulta plausible. No ha sido aislado de humanos ni se ha

reportado como patégeno [Devriese et al., 1999].

Enterococcus faecium ha sido reportado en carne de res, en cerdo y pollo,
posiblemente por contaminacion durante el faenado o la manipulaciéon en el comercio
[Franz et al., 2010; Aslam et al., 2012] y el género Enterococcus ya ha sido reportado
antes en carne [Nychas & Drosinos, 1999; Ellis & Goodacre, 2006]. Especies de este
género son comensales del tracto gastrointestinal del ser humano y otros mamiferos, es
comun en el medio ambiente (suelo, agua, plantas) y como BAL es importante en
alimentos por causar su descomposicion o por contribuir con las fermentaciones [Franz et
al., 2010; Hammerum et al., 2012].

El género Kokuria pertenece a la familia Micrococaceae y esta entre los micrococos
gue también han sido reportados en carne roja [Ingram & Simonsen, 1980; Rosset, 1994;
Jackson et al.,, 2001; Warris, 2003; Esquivel, 2011]. Este género incluye bacterias
detectadas en este trabajo, K. kristinae y K. varians, ambas anaerobias facultativas que
han sido aisladas también de piel humana y de otros mamiferos, asi como de la naturaleza
(agua, suelo), carnes rojas y carne de pollo y ambas son consideradas posibles patégenos

oportunistas en humanos [Stackebrandt et al., 1995; Ma et al., 2005; Savini et al., 2010].

En cuanto a Alloiococcus otitis, es la Unica especie del género Alloiococcus y su

aislamiento fue reportado a partir del fluido de oido medio de pacientes infantiles con otitis
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cronica y se describen fenotipicamente como Streptococcus pero pertenece a la familia
Carnobacterium, siendo parte de las BAL [Aguirre & Collins, 1992]. Este resultado bien
puede estar indicando contaminacion por parte del personal que manipula el producto para
su comercializacion, o bien, una respuesta bioquimica muy similar a otra BAL o algun

estreptococo con el que comparta rasgos fenotipicos.

Ahora, considerando los resultados obtenidos en la identificacion de bacterias gram-
negativas, Salmonella spp. tiene alta incidencia de deteccion en carne, incluso se ha
asociado con un alto indice de infecciones vinculada al consumo de alimentos
contaminados como carne y productos carnicos [Norrung & Buncic, 2008]. Este estudio

también muestra su presencia, obteniéndose dos aislamientos de este grupo microbiano.

Moellerella wisconsensis se trata de una bacteria aerobia facultativa que originalmente
fue aislada de muestras fecales humanas pero también se ha aislado de muestras
ambientales, agua sin clorar, alimentos y en animales [Hickman-Brenner et al, 1984;
Sandfort et al., 2002]. Aunque su papel como patdégeno no esta claro, ha sido aislado en
algunas ocasiones de pacientes con diarrea, colecistitis y peritonitis [Wittke et al, 1985;
Ohanessian et al., 1987; Stock et al., 2003] pero se considera que su prevalencia en casos
clinicos es raro [Stock et al., 2003]. Por tanto, aunque no se ha detectado en muestras de

carne fresca puede asociarse a contaminacién ambiental o incluso fecal.

Sobre Pantoea agglomerans [Gavini et al, 1989], se ha reportado asociada a plantas,
sin ser parasito [Andrews & Harris, 2000; Lindow & Brandl, 2003; Grimont & Grimont, 2005]
aunque hay cepas que se han detectado como patdégenos de plantas o comensales de
éstas [Montier & Lindow, 2005]. Asi mismo, se ha aislado de muestras de suelo, agua y
sedimentos [Brown & Leff, 1999; Francis et al., 2000] y algunas cepas han sido asociadas
a infecciones y septicemias como un patégeno oportunista en el hombre, sin embargo, su
posicibn como patdgeno tampoco esta bien definido pues se sospecha, al igual que con M.
wisconsensis, que su identificacion en muestras clinicas ha sido errénea [Stock et al.,
2003; O’'Hara & Miller, 2003; O’Hara, 2006; Rezzonico et al., 2009]. Igualmente, se ha
descrito como parte de la microbiota aerobia facultativa que contribuye a la
descomposicion de la carne [Nychas & Drosinos, 1999], por lo que su presencia no resulta

inconsistente y puede proceder del ambiente.

Pseudomonas fluorescens ha sido detectada en carne [Mellor et al., 2010; Chiang et
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al., 2012]. Ademas, el género Pseudomonas se considera como el principal género
psicrétrofo asociado a la descomposicion de la carne [Nychas & Drosinos, 1999; Watrriss,
2003] y el aislado u20 fue obtenido de las placas para cuenta de psicrétrofos. De modo
que su recuperacion de carne refrigerada no resultaria del todo incongruente, sin embargo,
se sugieren mas pruebas para descartar que la identidad de este aislado se corresponda
con Acinetobacter Iwofii 0 con Sphingomonas paucimobilis ya que, por ejemplo, la
presencia en carne de A. Iwoffi no estaria fuera de lugar ya que este género se considera
como parte de la microbiota que puede causar alteraciones en carne [Ingram & Simonsen,
1980; Rosset, 1994; Warriss, 2003].

A. lwofii se ha detectado en suministro de agua para beber y en agua purificada asi
como en otros ambientes acuaticos y sedimentos psicrétrofos [Breuil et al., 1975;
Guardabassi et al., 1999; Penna et al.,, 2002], no estaria tampoco fuera de lugar su
presencia en este producto ya que este género se considera como parte de la microbiota
que puede causar alteraciones en carne [Ingram & Simonsen, 1980; Rosset, 1994;
Nychas & Drosinos, 1999; Warriss, 2003].

Asi, A. lwofii tiene presencia en el ambiente al igual que Sphingomonas paucimobilis
que ha mostrado ser caracteristica de suelos y es muy utilizada en biorremediacion tanto
de agua como de suelo [Leys et al., 2003]. En el caso particular de S. paucimobilis, con
anterioridad habia sido erroneamente asignado al género Pseudomonas [Holmes et al.,
1977; White et al., 1996], por lo que es posible que muchas de las pruebas bioquimicas de
éstas sean semejantes. Brightwell y col. [2006] reportaron el aislamiento de S.
paucimobilis de una cinta transportadora (marca Intralox™) en una sala de deshuese de
cordero, siendo el primer reporte de su aislamiento asociado a la carne roja. Asi mismo,
los resultados de catalasa y lactosa son congruentes con lo reportado en la literatura, por
lo que la identificacién por medio del Vitek® 2 no resulta inconsistente pero se requiere
profundizar en la identificacion por medio de otras pruebas bioquimicas o0 moleculares

adicionales.

Como se aprecia, muchas de estas especies bacterianas son comunes en el ambiente
o0 como parte de la microbiota humana, de modo que la contaminacion con éstas pudo
darse en cualquiera de las etapas de procesamiento de la carne, desde los utensilios
empleados para el faenado, la manipulacion de los diferentes operarios o solamente por el

contacto con el medio ambiente. Seria oportuno realizar un analisis mas profundo
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particularmente para los casos de A. otitis (carne empacada al vacio y en refrigeracién), M.
wisconsensis (en carne fresca, carne refrigerada y carne presurizada) y P. agglomerans

(en carne fresca) para quienes seria el primer reporte de su presencia en este producto.

7.3.3 Evaluacion de la microbiota nativa por medio de PCR-DGGE
7.3.3.1 PCR gen 16S rRNA, region V3
Se realizaron los primeros ensayos en la estandarizacion de la PCR para obtener
amplificacion de un fragmento de la region V3 del gen 16S rRNA, utilizando los oligos Agc
338r (especifico para Bacteria) y el B115R (universal) [Ampe, 1999]. Los fragmentos
obtenidos con las primeras condiciones evaluadas se representan en la figura 17.
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Figura 17. Gel de agarosa para PCR de V3, 16S rRNA. M corresponde al marcador de masa
molecular, las muestras 1 a 5 corresponden a los controles negativos trabajados para las muestras
utilizadas al evaluar 172 MPa, 7 es un control negativo de PCR y el carril 8 no va cargado. Para
esta PCR se utiliz6 agua destilada estéril. Para los demas carriles se utilizé la misma muestra de
DNA, C,, pero se modificé la mezcla de reaccion: A. Tween 20+Glicerol+Agua desionizada estéril,
B. Albumina Sérica Bovina+Agua desionizada, C. Agua desinonizada, D. control negativo de PCR.
El gel claro fue al 2% y el obscuro al 1.5%, ambos corrieron a 70 V, 60 min. Fragmento esperado
de 233 pb para el juego de oligos Agc338f, B518R.

Para esta primera evaluacion se probaron diferentes componentes para la mezcla de
reaccion (tabla 14) ya que con los reactivos basicos de la PCR se obtuvo un barrido del
fragmento, aunque éste se localiza en el peso molecular esperado (cerca de 233 pb [Ampe
et al., 1999]). Por este motivo se probaron otros reactivos que permitieran una mejor
separaciéon del fragmento con el objetivo de utilizarlos para proceder con los ensayos para
el DGGE (tween 20 y glicerol, como en la PCR utilizada para Salmonella y Listeria) e
igualmente se utilizé menor cantidad de DNA, entre 1.2 a 15.83 ng uL™ (figura 18).El tween
20 es un detergente idnico y contribuye a estabilizar la Taq evitando la formacion de

estructuras secundarias, aumentando con ello el rendimiento de la reacciéon; asi mismo, el

85



glicerol actia como un viscoégeno, lo cual permite un mejor avance del producto de PCR

durante la electroforesis [Espinosa-Asuar, 2007].
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Figura 18. Gel de agarosa para PCR de V3, 16S rRNA. M corresponde al marcador de masa
molecular y C, al control negativo para la reaccion de PCR. Sg;53 equivale a 15.83 ng ul™; Spoz @
5.55 ng uL"; S, @ 8.50 ng uL?; Spyp @ 10.12 ng uLt y L,y a 1.2 ng uL™. Condiciones: gel de
agarosa al 2%, 70 V, 60 min. Fragmento esperado de 233 pb.

Tabla 27. DNA seleccionado para efectuar PCR-DGGE

DNA DNA

So1 uTe

Sll Co

Sa1 C,

S, C,

SuOZ CS

SulZ M

S22 Enterobacter
S.32 Escherichia coli
S.2 Klebsiella

Suaz Listeria

Ha2 Morganella
S,03 Pseudomonas
Suis Salmonella
S,23 Serratia

Suss 6-A’

S.3 33

La letra S representa a las muestras que se corrieron a la par del trabajo con Salmonella Typhimurium con
345 MPa, pero que corresponden a los controles negativos de inoculacion. S, representa DNA obtenido de
muestras trabajadas a la par de Salmonella pero que fueron manejadas solamente para microbiota nativa.
uTe corresponde a una Unica muestra que al parecer sélo contenia BAL. Los numeros representan el
tratamiento y la réplica (respectivamente) de la cual proceden donde O corresponde a carne fresca, 1 a
refrigerada, 2 a carne empacada a vacio y refrigerada, 3 carne empaca al vacio y presurizada (345 MPa).
S1.,3 corresponden a las muestras que se empacaron al vacio, se presurizaron y se refrigeraron 5 dias a 4°
C. Co123 Y M corresponden a muestras control negativo utilizadas para evaluar 172 MPa de presion, donde
M representa la muestra empacada a vacio, presurizada y refrigerada. Las bacterias utilizadas como
marcadores, incluyendo 6-A’ y 33 (presuntas BAL>®) proceden de la coleccién del laboratorio 324 del
conjunto E de la Facultad de Quimica/UNAM.

%8 Secuenciacion pendiente.
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Habiendo obtenido amplicones que pueden considerarse de buena calidad y
concentracion, en la tabla 27 se enlistan las muestras de DNA elegidas para la PCR-
DGGE a efectuar en trabajos futuros para complementar el monitoreo de la modificacion

de la microbiota nativa como respuesta a los diferentes tratamientos evaluados.

7.4 Efecto de los tratamientos en el color de la carne fresca
7.4.1 Registro fotografico

Los resultados obtenidos también proporcionaron informacion sobre la modificacion de
la coloracion de la carne, importante ya que tanto el empacado al vacio, la PHUA y la
refrigeracion por tiempo prolongado tienen efecto sobre la coloracion de ésta [Varnam &
Sutherland, 1995; Hugas et al., 2002; Jung et al., 2003; Grébol, 2004; Ercolini et al., 2006;
Jung et al., 2003; Picouet et al., 2008]. El cambio en el color se debe principalmente a los
cambios en el estado de oxidacion de la mioglobina presente en la carne (como se aprecia

en la figura 1).

En términos generales, basandose Unicamente en la apariencia visual, la coloracion de
la carne se ve modificada mayormente en el caso de ser sometida a refrigeracion y en
menor medida como resultado de la aplicacién inmediata de presion hidrostética ultra alta,

aungue el vacio también posee efecto importante (figura 19).

Al disminuir la disponibilidad de O, al empacar al vacio, se forma metamioglobina, lo
cual proporciona una tonalidad color pardo a la carne [Varnam & Sutherland, 1995; Grébol,
2004] y se acumula exudado por la pérdida de agua de la misma, lo cual también se
aprecia en las muestras. Igualmente, el vacio fomenta la formacién paulatina de
deoximioglobina (la forma reducida de la mioglobina), que proporciona una coloracion
purpurea a la carne. La oximioglobina desaparece casi en su totalidad (forma oxidada de la

mioglobina responsable del color rojo cereza), como se aprecia en las figuras 19 y 20.

También hay un efecto de la presién sobre la coloracién y se debe en cierta medida a
la desnaturalizacion de la mioglobina que del estado ferroso pasa al férrico, contribuyendo

a la formacion de metamioglobina (color castafio o pardo) [Varnam & Sutherland, 1995].
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Figura 19. Efecto de los tratamientos evaluados en el color de la carne. A. Carne fresca, B. carne
fresca empacada al vacio y presurizada, C. carne fresca empacada al vacio, D. carne empacada al
vacio y refrigerada 5 d a 4° C, E. carne empacada al vacio, presurizada y refrigerada 5 dias a 4° C

Figura 20. Ejemplo del aspecto de algunas muestras de carne sometidas al tratamiento con PHUA.
A. Muestra de carne inoculada con Salmonella Typhimurium empacada al vacio, presurizada y
refrigerada durante 42 dias a 4° C; B. muestra de carne sin inocular empacada al vacio,
presurizada y refrigerada durante 33 dias (VPRaz3g).
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La muestra VPR334 (Mmuestra sin inocular artificialmente, figura 20B) a diferencia de la
VPR inoculada con S. Typhimurium refrigerada durante 42 dias (figura 20A), muestra un
color ligeramente purpureo y también un exudado dentro del empaque que de coloracién
verdosa. Es muy probable que en esta Ultima muestra se encuentren presentes bacterias
con capacidad proteolitica (de hecho, es una muestra con destacada presencia de
Pseudomonas spp.). Es posible que al degradar las proteinas de la carne se libere sulfuro
de hidrogeno que al reaccionar con la mioglobina del tejido forma sulfomioglobina que es
un pigmento verdoso. Igualmente, las BAL al formar peréxido de hidrogeno [Streinkraus,
1983; Daeschel, 1989] estarian contribuyendo en esta modificacién del color de forma
importante, particularmente porque resultan ser parte de la microbiota predominante en la

muestra VPR33q (figura 16).

7.4.2 Anélisis colorimétrico

En la figura 21 se muestra el aspecto de las muestras de carne utilizadas para la
evaluacion colorimétrica.

D

Figura 21. Aspecto de las muestras de carnes utilizadas para el andlisis colorimétrico. A. Muestras
sin refrigerar, en la parte superior carne fresca, empacada al vacio y presurizada (muestra VPF) y
en la parte inferior carne fresca (muestra F); B. Muestra de carne refrigerada (muestra R); C.
corresponde a muestra empacada al vacio, presurizada y refrigerada (VPR) y D. muestra
empacada al vacio y refrigerada. Todas las muestras refrigeradas permanecieron 5 dias a 4° C
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Los datos de la modificacion de los parametros del color evaluados con el sistema CIE

L*a*b* y el resultado del calculo de AE* estan registrados en la tabla 28 y la figura 22.

Tabla 28. Modificacion de los parametros de color del sistema CIE L*a*b*
y valor del cambio total del color

Muestra L* a* b* AE*
F 4153+1.09 1395+1.21 13.36+0.91 ---

R 42.88+1.98 13.78+4.63 15.29+2.11 2.36
VR 42.82+1.48 18.00+1.66 16.52+1.15 5.30
VPF 50.12 +2.03 15.63+1.65 17.63+1.29 9.74
VPR 48.64 +1.91 1558 +2.08 17.31+1.20 8.30

+DS resultado de 11 mediciones.
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Figura 22. Modificacion de los parametros del color evaluados con el sistema CIE L*a*b* por efecto
de los tratamientos: refrigeracion (R), vacio y refrigeracion (VR), vacio y presurizacion sin
refrigeracion (VPF) y vacio, presurizacion y refrigeracion (VPR), comparados con la carne fresca
(F) como control. La refrigeracion fue a 4° C durante 5 dias. + DS de 11 réplicas.

El parAmetro L* representa la claridad o luminosidad (adquiere valores de 0 a 100 que
va del oscuro al claro, con valores mayores a 60 corresponde a muestras claras y con
valores inferiores a muestras oscuras [Escamilla, 2006]). Este valor dependera de factores
tales como el pH, la capacidad de retencion de agua, humedad, integridad muscular y del
grado de oxidacibn de los hemopigmentos (deoximioglobina, metamioglobina,

oximioglobina, etc.) [Padilla, 2010].
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Siendo que la muestra control corresponde a la carne fresca a la cual no se le aplico
ningun proceso (F), ésta mostro visualmente un agradable color rojo cereza intenso, con
buena luminosidad, exhibiendo un valor L* de 41.53. De forma comparativa, este valor
aumenté para las demas muestras, particularmente para VPF y VPR, las muestras
presurizadas (345 MPa). Por lo que podrian ser consideradas las muestras mas claras o
luminosas. Cabe mencionar que este parametro del color es el que mas se ve reflejado en
la percepcion visual del producto [Padilla, 2010]. Asi mismo, los valores obtenidos estan
entre los valores reportados para muestras frescas de milanesa, cuete, filete y sirloin
[Padilla, 2010].

Los valores de a* estan relacionados con la coloracion roja de la carne, un valor mayor
se ha vinculado con un mayor contenido de mioglobina [Pérez-Alvarez et al., 1998]. Los
valores resultantes son similares entre las muestras F y R, asi como entre VPF y VPR
(tabla 28), lo que podria indicar que la refrigeracion no tiene un efecto radicalmente
importante sobre este parametro. Y aunque en las muestras presurizadas el valor obtenido
es superior al de F (el control), para la muestra empacada al vacio éste valor es mayor. De
tal manera que el vacio en que se empacaron estas tres muestras tiene un efecto
importante, probablemente relacionado con el estado de oxidacion de la mioglobina. Como
ya se ha mencionado, al eliminar el O, del empaque se disminuye la posibilidad de que la
oximioglobina presente se oxide para formar metamioglobina, lo que representaria un
cambio de color del rojo brillante hacia rosa y luego a pardo [Varnam & Sutherland, 1995].
O bien, la contribucién del vacio podria relacionarse con la paulatina formacién de
deoximioglobina (al reducirse la oximioglobina), que proporcionaria una coloracion roja

purpurea.

Otros valores de a* que se han reportado van de 6.76 para cuete y 12.48 para
chambarete, el cual fue considerado de mayor coloracion roja percibiendose incluso de

forma visual por un panel de jueces [Padilla, 2010].

El parametro b*, como ya se ha mencionado, se relaciona con la coloracion amarilla.
Se ha reportado que para sirloin el valor b* es de 12.19; el aumento de este valor podria
indicar una ligera tonalidad hacia el marrén o hacia el pardo como ocurre con la milanesa,
cuyo b* es de 15.33 [Padilla, 2010].
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Los valores b* obtenidos (tabla 28) son muy similares entre todas las muestras aunque
los mayores se obtienen para las muestras presurizadas (VPF, VPR; 345 MPa). En ambos
casos, la presurizacion podria tener efecto al desnaturalizar la mioglobina formando
metamioglobina (hemopigmento de color pardo) [Varnam & Sutherland, 1995]. Aunque
podria descartarse la desnaturalizacion de la actina y la miosina que proporcionaria
opacidad a las muestras puesto que se observdé mayor luminosidad en éstas. Igualmente,
podria descartarse la formacion del pigmento purpureo ya que el valor b* se perfila hacia el
amarillo, que de forma conjunta con a* indicaria una coloracion del rosado hacia el pardo y
que bien podria relacionarse con la oxidacion de oximioglobina o deoximioglobina a
metamioglobina, tal vez por la actividad metabdlica de la microbiota nativa. De hecho,
podria ser que la tendencia hacia el rosa y ligero tono pardo de las muestras presurizadas

sea la causante de un valor de luminosidad alto en éstas.

Asi que se aprecia levemente una pérdida original del color, aumenta la luminosidad
pero hay una modificacion en la tonalidad roja que pasa a rosa (similar en cierta medida a

la carne cocida ligeramente).

Los resultados indican que hay diferencia significativa (P<0.05) en el andlisis de
varianza del cambio total del color (AE*) por efecto de los diferentes tratamientos (tabla
29).

Tabla 29. Comparacién del cambio total del color (AE*)
por efecto de los tratamientos evaluados

Tratamiento AE*
VR 5.63 + 2.072
R 5.95 + 2.09%
VPR 8.55 + 1.79°
VPF 9.87+2.41°

% | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre el cambio
global del color. Tratamientos: R Refrigeracion, VR Vacio y Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de
carne fresca, VPR Vacio, Presion y Refrigeracion.

Al parecer, el mayor efecto en la modificacion global del color se dio con VPF al igual
que con VPR, por lo que el tratamiento de la carne para conservar por medio de PHUA
genera modificaciones en la coloracién del producto, de forma contrastante con respecto al

empacado al vacio y la refrigeracion per se.

Si bien, para el caso de AE*, siendo el valor para la muestra VPR el mayor, se puede

considerar que se mantiene en limites aceptable comparando con valores de ~9 reportado
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para carne fresca empacada con aire y refrigerada durante 14 dias a 5° C [Ercolini et al.,
2006]. Un valor AE* de 10 ya es considerado significativo [Jung et al., 2003]. Un rapido
aumento de este valor implica un vire marcado de rojo a café o pardo, en este caso el
cambio de rojo es hacia el rosado. Se podria sugerir que con estos valores de AE* la
presurizacion a 345 MPa durante 1 minuto a temperatura ambiente no tiene un efecto
marcado en la modificacion de la coloracion de la carne fresca en cuanto a la apreciacion

visual del consumidor (ante un panel de jueces [Padilla, 2010]) pero si a nivel instrumental.
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8. Conclusiones

+ La evidencia estadistica sugiere que no hay diferencia significativa en la
disminucién de las cuentas de S. Typhimurium usando 172 MPa o 345 MPa
(P>0.05), sin embargo, los resultados de cuenta en placa indican que la aplicacion
de 345 MPa tiene mejor inactivacion. Es posible que 3 repeticiones no sean

suficientes para obtener una evaluacion estadistica adecuada.

« La PHUA parece tener efecto en la disminucion de las cuentas de L.
monocytogenes Unicamente después de la aplicacion del tratamiento pero no hay
diferencia significativa (P>0.05) entre los tratamientos evaluados para disminuir las
cuentas de esta bacteria. Durante el periodo de refrigeracion después de la
presurizacion las cuentas se recuperaron aunque sin llegar a los niveles de las

muestras refrigeradas que no fueron presurizadas.

* La mejor inactivacion de patdgenos se alcanzé con Salmonella Typhimurium al
recibir el tratamiento VPR (empacado al Vacio, Presurizado y Refrigeracién 5 dias a
4° C), con diferencia altamente significativa (P<0.01) respecto a los demas
tratamientos (refrigeracion, empacado al vacio y refrigeracién) y respecto a L.

monocytogenes.

« S. Typhimurium resulta mas labil a los tratamientos con respecto a L.
monocytogenes, de hecho, resulta posible que el efecto conseguido con VPR sea el
efecto conjunto de los procesos involucrados en la preservacion con PHUA. Asi, la
PHUA permite inactivar patdégenos, aunque con diferencias en la disminucién de las

cuentas.

« La PHUA tiene mayor efecto sobre Pseudomonas spp. de forma altamente
significativa (P<0.01), y en cierta medida sobre enterobacterias, en ambos se

observé el mayor efecto en la disminucion de las cuentas microbianas.

« Las BAL son las que mostraron ser mas resistentes al procesamiento (empacado al
Vacio, Presurizacion y Refrigeracion). Igualmente, son el grupo microbiano
predominante en las muestras procesadas con PHUA, que ademas nutrieron las

cuentas de psicroétrofos aerobios.
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Las bacterias gram-negativas se muestran mas susceptibles al tratamiento con
PHUA, utilizando 345 MPa de presion durante 1 minuto, a diferencia de las
bacterias gram-positivas, como bien se observa con S. Typhimurium, Pseudomonas

spp. y enterobacterias, a diferencia de L. monocytogenes y BAL.

El tratamiento con PHUA (345MPa, 1 minuto, temperatura ambiente) disminuye la
carga microbiana inicial de forma importante, por lo cual, durante el periodo de
refrigeracion ésta se mantiene por debajo de los valores alcanzados en muestras
sin este procesamiento. Por lo tanto, mantiene mejor calidad microbiana respecto a

la carne refrigerada e incluso que la carne empacada al vacio y refrigerada.

El uso de 345 MPa de presion aplicada 1 minuto a temperatura ambiente no tuvo
efectos significativos (P>0.05) sobre modificaciones del pH de la carne respecto a
las muestras que fueron sometidas a los demas tratamientos e incluso respecto a la

carne fresca.

La presurizacion tiene efecto significativo (P<0.05) en la variacién total del color
analizado instrumentalmente, aunque visualmente parece no ser del todo

importante y no seria facilmente detectable a simple vista por el consumidor.

De esta manera, la PHUA (345 MPa, 1 minuto, temperatura ambiente) se perfila
como un método adecuado para descontaminar carne fresca, particularmente si se
esperan cuentas bajas de bacterias o si se trata de gram-negativas. Se consideraria
como un tipo de método de pasteurizacion para prolongar el tiempo de vida de
anaquel en refrigeracion de la carne fresca. Comparativamente resulta mas eficiente
que la refrigeracion. Asi, podria utilizarse como parte de la Tecnologia de

Obstaculos (o de barreras).
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9. Perspectivas

Para continuar con este proyecto, es relevante el poder incrementar las réplicas
utilizadas para cuenta en placa con el fin de llevar a cabo un analisis estadistico mas
confiable; también es importante extender el analisis por mas de 5 dias para determinar el
tiempo de vida util del producto.

Al haber estandarizado las PCRs con oligos especificos y mejorado el manejo de esta
técnica molecular, podria efectuarse PCR semicuantitativa (con RNA) o RT-gPCR (a partir
de cDNA) para contrastar los resultados obtenidos con las técnicas clasicas de
microbiologia. Igualmente, con la PCR con oligos para la regién V3 del gen 16S rRNA ya
estandarizada, se espera poder llevar a cabo los ensayos necesarios para montar y
efectuar la DGGE. Esto con el proposito de determinar las modificaciones en la estructura
de la comunidad microbiana presente en la carne por efecto de los tratamientos de PHUA
y los demas procesos que se ven involucrados en este tratamiento. De ser posible, las
bandas que resulten interesantes en los patrones que se obtengan en la DGGE (sea por
Su rareza 0 por ser repetitivas), seran recuperadas para secuenciar el fragmento y poder
identificar a la bacteria a la que pertenece. Estos resultados también podria contrastarse

con los resultados brindados por el Vitek® 2.

Finalmente, los aislados obtenidos que se consideran relevantes por ser la primera vez
gque se reportan en carne, bien podrian ser utilizados también para efectuar su
secuenciacion y determinar si se corresponde con la especie asignada con el sistema
Vitek® 2.
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Anexo

Analisis estadistico

ANOVA, utilizando el programa Statistical Package for the Social Science (SPSS 10.0 para Windows)

Tabla 30. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la disminucién de

unidades

logaritmicas de Salmonella Typhimurium considerando

implicadas: Presion (172 MPa y 345 MPa) y concentracion (alta a y baja B)

las dos variables

Fuente de variacion Suma de GL | Cuadrado | Fcalculada F tablas (a) Interpretacion
cuadrados medio
0.05 0.01
Tratamiento 0.99 3 0.33 418 8.59 | 26.41 NS
Presion 0.34 1 0.34 4,30 | 251.10 | 6 286.8 NS
Concentracion 0.12 1 0.12 1.47 | 251.10 | 6 286.8 NS
Tratamiento * Presion 0.55 3 0.18 2.31 8.59 | 26.41 NS
Tratamiento * 0.69 3 0.23 2.90 8.59 | 26.41 NS
Concentracion
Presion * Concentracion 0.03 1 0.03 0.35 | 251.10 | 6 286.8 NS
Tratamiento * Presién * 0.04 3 1.47 0.19 8.59 | 26.41 NS
Concentracion
Error 2.53 32 0.08
Total 17.93 | 48

NS No hay diferencia significativa (P>0.05)

No existe suficiente evidencia que sugiera diferencia estadisticamente significativa para

determinar si el tratamiento con 345 MPa resulta mas eficaz con respecto a 172 MPa para

disminuir las cuentas de S. Typhimurium (P>0.05). Igualmente, no hay evidencia suficiente

que sugiera interaccion entre las variables utilizadas. Para un mejor andlisis se requiere

ampliar el nimero de repeticiones.

Tabla 31. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la disminucién de
unidades logaritmicas considerando las tres variables implicadas: Tratamiento (R, VR, VPF,
VPR), microorganismo (S. Typhimurium, L. monocytogenes) y concentracion (alta a y baja B)

Fuente de variacion Suma de GL Cuadrado F calculada F tablas (a) Interpretacion

cuadrados medio

0.05 0.01

Tratamiento 1.13 3 0.38 9.04 | 2.90 4.46 i
Microorganismo 2.80 1 2.80 67.48 | 4.15 7.50 **
Concentracion 0.03 1 0.03 0.72 | 4.15 7.50 NS
Tratamiento*Microorganis 0.47 3 0.16 3.77 | 2.90 4.46 *
mo
Tratamiento*Concentracio 0.33 3 0.11 2.63 | 2.90 4.46 NS
n
Microorganismo*Concentr 0.00 1 0.00 0.00 | 4.15 7.50 NS
acion
Tratamiento*Microorganis 0.10 3 0.03 0.81 | 2.90 4.46 NS
mo*Concentracion
Error 1.33 32 0.04
Total 12.26 48

*Diferencia significativa (P<0.05)
**Diferencia altamente significativa (P<0.01)
NS No hay diferencia significativa (P>0.05)
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La evidencia indica que hay diferencia altamente significativa en el analisis de varianza en
la variable Tratamiento y en la variable Microorganismo, asi mismo, se aprecia diferencia
significativa que indica interaccion entre ambos factores (tratamiento*microorganismo), por
lo que se realizo la prueba de Duncan para identificar el Tratamiento y el Microorganismo
donde se obtuvo una mayor disminucion de unidades logaritmicas de UFC del patégeno

por gramo de carne (log UFC g™).

Tabla 32. Prueba de Duncan para la comparacion del efecto de los diferentes tratamientos
(R, VR, VPF, VPR, presion de 345 MPa) en la disminucién de las cuentas de S. Typhimurium
y L. monocytogenes

Clasificacién con el paquete SPSS
Tratamiento*Microorganismo Grupo Interpretacion
1 2 3

R, Listeria 0.02 0.02 £0.10%
VPR, Listeria 0.14 0.14 + 0.08%
VR, Listeria 0.15 0.15+0.16*
VPF, Listeria 0.17 0.17 + 0.06*
R, Salmonella 0.22 0.22 +0.25°
VR, Salmonella 0.57 0.57 +0.32°
VPF, Salmonella 0.69 | 0.69 | 0.69 +0.21™
VPR, Salmonella 0.91| 0.91+0.32°

abc

Letras  diferentes  indican  diferencias  estadisticamente  significativas  entre
Tratamiento*Microorganismo. R Refrigeraciéon, VR Vacio y Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de
carne fresca, VPR Vacio, Presion y Refrigeracion.

El paquete reporté 3 grupos. Para su identificacion se asigné una letra diferente a cada
grupo. Para identificar el tratamiento y la bacteria patégena con que se obtuvo la mayor
disminucién de unidades log UFC g* se consider6 el Tratamiento*Microorganismo donde
termina el ultimo grupo, el cual corresponde a la letra c. Asi se concluy6 que el la mejor
inactivacion se alcanz6 con Salmonella Typhimurium al recibir el tratamiento VPR
(empacado al Vacio, Presurizado y Refrigerado 5 dias a 4° C). También se aprecia que S.
Typhimurium resulta mas labil a los tratamientos con respecto a L. monocytogenes. De
hecho, resulta posible que el efecto conseguido con VPR sea el efecto en conjunto de los

procesos involucrados en la preservacion con PHUA.

Igualmente, se aprecia que no hay diferencia significativa (P>0.05) entre los tratamientos

evaluados para disminuir las cuentas de L. monocytogenes.
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Tabla 33. Anédlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la disminucion de
unidades logaritmicas considerando las dos variables implicadas: Tratamiento (R, VR, VPF,
VPR) y grupo microbiano (Mesoéfilos, Psicrétrofos, BAL, Enterobacterias, Pseudomonas sp.)

Fuente de variacion Sumade GL | Cuadrado | F F tablas Interpretacion
cuadrados medio calculada | (a)
0.05 | 0.01
Tratamiento 43.99 3 14.66 23.97 | 2.83 | 4.31 | **
Microorganismo 19.95 4 4.99 8.15 | 2.62 | 3.83 | **
Tratamiento*Microorganis 12.07 | 12 1.01 1.64 | 2.00 | 2.66 | NS
mo
Error 24.47 | 40 0.61
Total 104.88 | 60

*Diferencia significativa (P<0.05)

**Diferencia altamente significativa (P<0.01)

NS No hay diferencia significativa (P>0.05)

R Refrigeracion, VR Vacio y Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de carne fresca, VPR Vacio,
Presion y Refrigeracion.

La evidencia indica que hay diferencia altamente significativa en el analisis de varianza en
las variables Tratamiento y Microorganismo (grupo microbiano), sin embargo, no hay
diferencia  significativa que  indique interaccion  entre  ambos  factores
(Tratamiento*Microorganismo). Por ello se realizaron las pruebas de rangos multiples (la
prueba de Duncan) para determinar el Tratamiento con el que se obtuvo la mayor
disminucién de unidades log UFC g, asi como la correspondiente para determinar el
grupo microbiano mas afectado (con mayor disminucioén en las cuentas) por efecto de los

tratamientos.

Tabla 34. Prueba de Duncan para la comparacion del efecto de los Tratamientos (R, VR, VPF,
VPR) en la disminucion de unidades logaritmicas de bacterias (UFC g™)

Clasificacién con el paguete SPSS

Tratamiento Grupo Interpretacion
1 2 3

R -0.88 -0.88 + 1.02%

VR -0.20 -0.20 + 0.84"

VPR 0.91| 091 +1.17°

VPF 1.25| 1.25+0.96°

¢ | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre Tratamientos.
R Refrigeracion, VR Vacio y Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de carne fresca, VPR Vacio,
Presion y Refrigeracion.

El paquete reportdé 3 grupos. Para su identificacion se asignd una letra diferente a cada

grupo. Para identificar el tratamiento con el cual se obtuvo la mayor disminucién de

unidades log UFC g™ se considerd el Tratamiento donde termina el Gltimo grupo, el cual

corresponde a la letra c. Asi se concluyé que la mejor respuesta se obtuvo con VPF

(empacar al Vacio y Presurizar sin periodo de almacenamiento y/o refrigeracién).

Igualmente, VPR (carne empacada al Vacio, Presurizada y Refrigerar 5 dias a 4° C)
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muestra buenos resultados (ya que no hay diferencia significativa (P>0.05) con respecto a
VPR). Por lo que la presién disminuye la carga microbiana inicial de forma importante, por
lo cual, durante el periodo de refrigeracion ésta se mantiene por debajo de los valores

alcanzados en muestras sin presurizar.

Tabla 35. Prueba de Duncan para la comparacion del efecto en la disminucidon de unidades
logaritmicas de bacterias (UFC g*; Mesofilos, Psicrotrofos, BAL, Enterobacterias,
Pseudomonas sp.)

Clasificacién con el paguete SPSS
Grupo microbiano Grupo Interpretacion
1 2 3 4

BAL -0.60 -0.60 + 0.96%
Psicrétrofos 0.002 | 0.002 0.002 + 1.29%°
Mesofilos 0.16 | 0.16 0.16 + 0.65"
Enterobacterias 0.76 | 0.76 | 0.76 + 1.57*
Pseudomonas spp. 1.03 | 1.03 + 1.36"

acd | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos microbianos.
BAL Bacterias &cido lacticas

El paquete reportd 4 grupos. Para su identificacidn se asigné una letra diferente a cada
grupo registrado. Asi, para identificar el grupo microbiano que resulté mas afectado por los
tratamientos, considerando la disminucién de unidades log UFC g™, se consider6é aquel
donde termina el ultimo grupo, el cual corresponde a la letra d. De tal manera que se
concluy6 que se corresponde con el grupo de Pseudomonas spp., y en cierta medida las

Enterobacterias, mostraron el mayor efecto en la disminucién de las cuentas microbianas.

Las BAL son las que mostraron ser mas resistentes al procesamiento global (empacado al

Vacio, Presurizacion y Refrigeracion).

Tabla 36. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el cambio total del
color (AE*) considerando la variable Tratamiento (R, VR, VPF, VPR)

Fuente de variacién Sumade GL | Cuadrad F F tablas (a) Interpreta

cuadrados o medio calcula cion
da
0.05 0.01
Tratamiento 138.936 3 46.312 11.025 | 8.62 26.51 |*
Repeticion 51535 | 10 5.153 1.227 | 2.70 4.25 NS
Error 126.023 | 30 4.201
Total 2794.495 | 44

*Diferencia significativa (P<0.05)

NS No hay diferencia significativa (P>0.05)

R Refrigeracion, VR Vacio y Refrigeracion, VPF Vacio y Presion de carne fresca, VPR Vacio,
Presion y Refrigeracion.

Los resultados indican que hay diferencia significativa en el andlisis de varianza del cambio
total del color por efecto de los diferentes tratamientos, sin que haya diferencia significativa
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entre repeticiones. Se llevd a cabo la prueba de rango mdultiple (de Duncan) para
identificar el Tratamiento que generd el mayor cambio total del color (valor que considera
la modificacion de los pardmetros CIE L*a*b* en conjunto, tomando como valor de

referencia la carne fresca).

Tabla 37. Prueba de Duncan para la comparacion del cambio total del color (AE*) por efecto
de los tratamientos evaluados

Clasificacién con el paguete SPSS

Tratamiento Grupo Interpretacion
1 2

VR 5.6309 5.63 + 2.07%

R 5.9555 5.95 + 2.09%

VPR 8.5591 8.55 + 1.79"

VPF 9.8727 9.87+2.41°

% | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas del color entre Tratamientos.
R Refrigeracion, VR Vacio y Refrigeracién, VPF Vacio y Presion de carne fresca, VPR Vacio,
Presion y Refrigeracion.

El paquete reporté 2 grupos. Para su identificacidn se asigné una letra diferente a cada
grupo y para identificar el tratamiento que dio lugar a un mayor cambio total del color se
consideré el Tratamiento donde termina el Ultimo grupo, el cual corresponde a la letra b.
Asi se concluy6 que el mayor efecto en la modificacion global del color se dio con VPF al
igual que con VPR.

Tabla 38. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la modificacion
del pH considerando la variable Tratamiento (R, VR, VPF, VPR)

Fuente de variacién Sumade GL | Cuadrad F F tablas (a) Interpreta
cuadrados 0 medio calcula cion
da
0.05 0.01
Tratamiento 0.02 4 0.006 1.024 | 5.91 14.37 | NS
Repeticion 0.85 3 0.282 48.213 | 8.74 27.05 | NS
Error 0.07 12 0.006
Total 580.79 | 20

NS No hay diferencia significativa (P>0.05)
R Refrigeracion, VR Vacio y Refrigeracién, VPF Vacio y Presion de carne fresca, VPR Vacio,
Presion y Refrigeracion.

Los resultados indican que no hay diferencia significativa en el andlisis de varianza del

cambio total del pH por efecto de los diferentes tratamientos.
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