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Resumen

Con la finalidad de analizar los pardmetros de calidad microbioldgica de un producto
transformado, derivado de carne de carcasas de ovinos y caprinos de la region de
Braganca, sometidos a un proceso industrial de salado al 20% por 72h y posterior
secado por 72h, se analizé 15 ejemplares, escogidos al azar, 8 muestras de ovinos 'y 7 de
caprinos , las cuales fueron sometidas a recuento en placa para microorganismos
psicrofilos, mesofilos, levaduras y mohos, Staphyloccocus aureus, asi como
determinacion del nGmero méas probable por gramo (NMP/g) para clostridios sulfito-
reductores, la presencia/ausencia de Salmonella con el 1-2 test y conteo de coliformes
totales y fecales a través del kit Simplate. Al verificar los nimeros resultantes de flora
saprofita, como por ejemplo, de meséfilos, psicrofilos, levaduras y mohos, se observo
que en algunas muestras fue mas alto que lo descrito en la literatura para productos
similares, lo cual puede resultar una limitante para el periodo de vida util del producto.
La presencia de coliformes fecales y clostridios sulfito-redutores en algunos, lotes
analizados evidencian una posible deficiencia en las buenas practicas de fabricacion a lo
largo del proceso de transformacion, o materia prima de calidad reducida. En cuanto a
los parametros higiénico-sanitarios, se observo ausencia de Salmonella, asi como de S.
aureus cuagulasa positivos, coliformes fecales y clostridios sulfito-reductores, estan
dentro de los valores encontrados en la literatura, asegurando que estos productos
poseen un riesgo minimo de provocar intoxicaciones alimentarias debido a estos

microorganismos.
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Abstract

In order to evaluated the microbiological quality of a processed product derived from
beef carcasses of sheep and goats in the region of Braganca, subject to an industrial
process of salt to 20% by 72h and 72h after drying, was analyzed 15 individuals, chosen
at random, 8 samples from sheep and 7 goats goats, which were subjected to total plate
count of microorganisms psychrophiles, mesophiles, yeasts and molds, Staphyloccocus
aureus and determination of most probable number per gram (MPN / g) of sporulated
sulphite-reducing and the presence / absence of Salmonella with the 1-2 count test and
determination of total and fecal coliforms through Simplate kit. When checking
numbers from saprophytic flora, for example, mesophiles, psychrotrophs, yeasts and
molds, it was observed that in some samples was higher than the results described in
literature, which may be a limiting factor for the lifetime of the product. The presence of
fecal coliforms and sulfite-reducing clostridia in some samples analyzed show a
possible deficiency in the good manufacturing practices throughout the transformation
process. As to the hygienic-sanitary parameters, the absence of Salmonella, and S.
cuagulasa aureus positive, fecal coliforms and sulfite-reducing clostridia, ensure that
these products have a minimal risk of causing food poisoning due to these

microorganisms.
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1. Introduccion

En las regiones fronterizas y de escasos recursos, como es el caso de las areas de la
region de Trés-os-Montes (Braganca), la cria de pequefios rumiantes siempre ha tenido
un papel relevante en la economia local. Actualmente en Portugal, este rubro de
produccion enfrenta un periodo dificil, en gran parte, debido a dificultades relacionadas
al ambito rural y edad, cada vez mas avanzada, de los propietarios del ganado
caprino/ovino, ademas, el creciente nivel de exigencia de la Union Europea, en las
politicas de produccion pecuaria. Por esto es fundamental apoyar a los productores
actuales e incentivar nuevos productores, para que sus explotaciones sean auto-
suficientes. En este sentido el programa PRODER Medida 4.1 — Cooperacion para la
innovacion- presentd el proyecto CMP026 “Obtencion de nuevos productos
transformados de carne ovinos/caprinos”, coordinado cientificamente por el Prof.
Alfredo Teixeira, cuyo principal objetivo es elaborar dos nuevos productos a base de
estas dos especies, sin marcas de calidad tipo DOP o IGP, o sea, animales de bajo valor
comercial. El fin es brindar nuevas opciones para utilizar el ganado caprino y ovino
como materias primas en la creacion de mayor variedad de productos y tener aceptacion
por parte de los consumidores. También es importante la busqueda del aumento en
relacion al costo/beneficio para los criadores de ganado caprino y ovino. Para certificar
que estos productos nuevos son aptos para el consumo humano, este debe pasar por una
serie de estudios, siendo uno de los principales, el control de calidad microbioldgico.
El control de calidad microbiolégico juega un papel muy importante a la hora de
determinar aspectos claves para mantener un alimento en optimas condiciones, tanto a
nivel comercial como a nivel de consumo. En el ambito industrial alimenticio mundial,
se hace necesario mantener las condiciones de inocuidad, exigidas por las normas

establecidas de acuerdo a las entidades sanitarias respectivas.

Desde el punto de vista sanitario, los alimentos pueden ser vehiculos de infecciones
(ingestion de microorganismos patdgenos) o de intoxicaciones (ingestion de toxinas
producidas por microorganismos). Lastimosamente algunas veces la causa de la
contaminacién del alimento estd dada por medidas higiénicas inadecuadas en su

produccién, preparacion y/o conservacion; factores que el control de calidad



microbiologico procura minimizar, buscando, disminuir o erradicar los riesgos
sanitarios para los consumidores. A través de los resultados obtenidos con estos analisis,
el comerciante conocera el tiempo de vida util del producto que vende, ademas, de las
condiciones de manejo apropiadas que debe proporcionarle a lo largo de su fabricacion,
proceso Yy transporte; tendra conocimiento de la vida util del producto en cuestion, y asi
podra evitar su deterioro prematuro Yy/o contaminacion, logrando asi, cumplir con los
estatutos sanitarios y comerciales, para poder venderlo sin riesgos. Por otro lado el
consumidor, podra verificar la calidad del producto, a través de su inspeccion visual y
sensorial, conocer el tiempo prudente de consumo y las condiciones en que debe

conservarlo y manipularlo en su hogar.

El presente trabajo forma parte integral del proyecto titulado “Obtencién de nuevos
productos transformados de carne ovina y caprina”; y tiene como objetivo la
caracterizacion/evaluacion microbioldgica de estos productos regionales, con

idiosincrasia organoléptica Unica, producidos de forma industrial actualmente.
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2. Revision bibliografica

2.1 Control de calidad microbiol6gico de un producto carnico

Como un elemento de evaluacion, tanto, desde el punto de vista sanitario como
comercial, para alcanzar la calidad microbioldgica, es necesario aplicar pasos ordenados
a través de la cadena de produccion. A lo largo de esta cadena pueden ir sumandose
fallos que llevan a obtener un producto con caracteristicas distintas a las deseadas por el
consumidor y la empresa productora. Por esta razon, la garantia de esta calidad, se basa
en el control de la presencia y multiplicacién de los microorganismos en el nicho
ecoldgico peculiar constituido por el sustrato que proporciona el producto carnico y por
el tipo de ambiente en que se conserva 0 mantiene.

Los problemas microbiolégicos suelen presentarse cuando no se alcanza el efecto
deseado durante la transformacion del producto céarnico o por los sistemas de
conservacion del mismo. Esto suele ser consecuencia de errores en la manipulacion o
procesado. La deteccion de dichos errores, su rapida correccion y prevencion en el
futuro, son el principal objetivo de cualquier sistema de control microbiologico de

calidad.
El Control de calidad microbioldgico, se basa en:

e Calidad Higiénico-sanitaria;: Concerniente a evitar la distribucion de

microorganismos patdgenos (paréasitos, bacterias, virus) para la salud publica, a

través de productos alimenticios destinados al consumo humano.

e Calidad Comercial: Encargada de evitar la presencia de microorganismos

alterantes, que modifiquen el producto, transformandolo, a un alimento no
comestible (aunque no sean patdgenos). En este aspecto se vela, por el tiempo de

vida util del producto, para su comercializacién y posterior consumo.
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2.2 Bacterias de interés para la salud publica

Son aquellas que causan las enfermedades trasmitidas por alimentos, conocidas como
bacterias patdgenas. Segun, el mecanismo en que afectan al hospedero, se dividen en
dos categorias:

Infecciones alimentares: Cuando el agente patolégico es un microorganismo
transmitido por el alimento y luego se multiplica en el interior del tracto digestivo
invadiendo al hospedero o produciendo toxinas (Campylobacter jejuni, Salmonella spp.
excepto S. Typhi, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Clostridium perfrigens).

Intoxicaciones alimentares: Cuando la enfermedad es causada por toxinas pré-
formadas y presentes en el alimento al momento de ser ingerido (Clostridium

botulinum e Staphylococcus aureus).

Con la preocupacion de entender y establecer medidas de precaucién contra las
contaminaciones exdgenas, muchos autores cuestionan la posibilidad de que la carne
contiene determinados microorganismos, donde la invasion de tejidos y organos por
parte de las bacterias intestinales a travées del torrente sanguineo rompe las defensas del
organismo atacado. Por lo tanto, algunos autores consideran que, dado el equilibrio
existente entre esa invasion y la destruccion de los organismos invasores, los tejidos de
los animales serian estériles (Evangelista, 1987). Mientras tanto, Santiago (1972),
argumenta que los microorganismos pueden alcanzar los musculos, post mortem, por
medio de la propia cuchilla del degollé, comenta de las posibilidades de contaminacion
bacteriana del animal, en vida, como condiciones predisponentes de invasion sanguinea
por microorganismos intestinales, condiciones de fatiga, o estrés de los animales por el

ayuno prolongado antes del abate, e inclusive, la ingestion de alimento.

La carne estad expuesta a ser contaminada en todas las fases del abate, particularmente
en las operaciones donde es manipulada y siempre que no son tomados los cuidados

especiales con el acondicionamiento en el lugar donde se le procesa.

Como fuentes potenciales de contaminacion en los mataderos, encontramos las pieles y
los pelos de los animales, impregnados de suciedades y heces fecales, que pueden

acarrear millones de bacterias aerobias y anaerobias (Pardo et al, 2001).
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En general las fuentes de contaminacion son diversas entre las principales encontramos:

1. Salud de los animales
2. Ambiente

3. Transporte

4. Utensilios

5. Procesado

6. Ser humano

Cabe sefialar que los microorganismos como ya se ha dicho antes, estan presentes en
todas partes y pueden ser parte de la flora normal de piel, manos, cavidad oral, tracto
gastrointestinal, vias respiratorias, oido externo, conjuntivas, vias genitourinarias, de tal
manera que es posible facilmente contaminar un alimento. Una vez dentro del
organismo, los microbios tienen que reproducirse, y para conseguirlo, tienen que
superar los mecanismos de defensa del hospedero, de ser asi, pueden desarrollar la
enfermedad. El tiempo que transcurre desde que penetran el organismo del hospedero
hasta la manifestacion de los sintomas patogénicos, se denomina periodo de

incubacion.

Entre las bacterias asociadas a enfermedades transmitidas por alimentos carnicos, cabe

mencionar:

2.2.1 Staphylococcus aureus

Los estafilococos son anaerobios facultativos, que se multiplican con mayor velocidad
en presencia de oxigeno. No poseen flagelo ni cilios, por lo cual son incapaces de
moverse por si mismos. La temperatura ideal para su multiplicacién es de 37°C, misma
del cuerpo humano (Doyle, 1989). Puede ser aislado a partir del polvo o la piel de
animales de sangre caliente. Es un agente patolégico oportunista, que usualmente se
comporta como comensal. Algunas especies toxicas pueden provocar infecciones en
heridas o en individuos con bajas defensas. El S. aureus se destaca por ser uno de los
principales microorganismos responsables de intoxicacion alimentar, en donde figuran

como principal fuente de contaminacion, los manipuladores de alimentos. Este
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microorganismo no es competitivo con otros, por este hecho, dificilmente, se desarrolla
0 produce toxinas en alimentos crudos, sin embargo, es muy resistente al proceso de
congelacién y descongelacion, sobreviviendo en alimentos con temperaturas inferiores a
-20°C (Mossel et al., 1995; ICMSF, 1996). Hay que prestar especial atencién en
alimentos salados, ya que, se puede desarrollar en medios con concentraciones de hasta
15% de NaCl. Entonces, al salar un alimento, se disminuyen cantidades de
microorganismo que pueden ser rigurosos para la salud, pero a la vez, estos al no

competir mas con el S.aureus, facilitan su multiplicacion.

Como prevencion se debe vigilar el estado de salud y hébitos de trabajo de los
manipuladores de alimentos (evitando el contacto con heridas infectadas, etc.) mantener
los alimentos conservados en temperaturas de 7°C, y cocinarlos a temperaturas mayores
de 48°C. Debemos tener en cuenta que, a elevadas temperaturas, se puede matar a la
bacteria, no en tanto, a las toxinas, que son resistentes y permanecen activas causando
disfunciones en el sistema digestivo del huesped. Gran parte de las enterotoxinas de
S.aureus producen coagulasa segun Desmarchelier et al. (1999), por lo mismo,
recomienda que, en la industria de alimentos, se realice busqueda de S.aureus coagulasa
positivos, en lugar de sélo S. aureus. Sin embargo, Rosec et al., 1997, advierte que

existe un grupo de S. coagulasa negativos productores de enterotoxinas.

2.2.2 Clostridios sulfito-redutores

Bacterias Gram-positivas, bacilos anaerdbicos, formadores de esporas. Dos especies son
de interés en el campo de la salud publica. Existen decenas de especies, sin embargo, las
enfermedades transmitidas por alimentos son provocadas por C.botulinum vy

C.perfringens.

2.2.2.1 Clostridium botulinum: EI  botulismo de origen alimentario es un
padecimiento grave, causado por ingestion de alimentos contaminados con una potente
neurotoxina, previamente formada en los alimentos afectados, apareciendo los primeros
sintomas, desde las pocas horas hasta algunos dias después de su ingestion. El
C.botulinum puede dividirse en 4 subgrupos de acuerdo a sus caracteristicas serologicas
(1, 1, 1y 1V). Las células vegetativas de C. botulinum son rapidamente destruidas a

temperaturas de pasteurizacion y coccion. Por otro lado, las toxinas son desintegradas a
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temperaturas que oscilan entre 75° a 80°C. Junja y Majka (1995) afirmaron que la
utilizacién de las sales de cura en concentraciones comerciales aceptables, puede ser

utilizada como factor adicional en la inhibicion de la multiplicacion de los Clostridios.

Las esporas de C. botulinum son tolerantes a temperaturas elevadas, al frio y capaces de
sobrevivir por tiempo indeterminado en alimentos refrigerados y/o congelados. Los
desinfectantes usados con frecuencia en la industria de alimentos, como el peréxido de
hidrégeno, soluciones de cloro y de iodo, son eficaces en su destruccion, siendo el
efecto del cloro mas marcado a pH 3,5 en comparacién con valores neutros o alcalinos
de pH (ICMSF, 1996).

2.2.2.2 Clostridium perfringens: Esta presente en el agua, suelo y alimentos. Produce
entero-toxinas, con cuatro serotipos distintos (A, B, C y D). La enfermedad provocada
por esta bacteria es inducida a través de la entero-toxina, producida por las celulas
vegetativas de serotipo A (frecuentemente involucrada en infecciones toxicas de los
alimentos) y por las células vegetativas del serotipo C (es rara su ocurrencia y esta

asociada a un padecimiento denominado, enteritis necratica).

2.2.3 Enterobacterias

Las Enterobacterias son la mayor familia y la mas heterogénea de bacterias Gram-
negativas. Son anaerobias facultativas, sin capacidad de esporulacion, en forma de
baston, cuyas formas moviles estan provistas de flagelos. Son fermentadoras de glucosa
e capaces de reducir nitratos a nitritos, generalmente catalasa positivas e oxidasa
negativas, que existen normalmente en el tracto intestinal del Hombre y de animales,

como microorganismos comensales o patogénicos (Almeida, 2008).

2.2.3.1 Salmonella

Es un agente que no pertenece a la poblacion microbiana normal, su hallazgo en el
hombre es siempre patolégico. EI género Salmonella spp. Puede causar diferentes
sintomas clinicos que van desde ligeras gastroenteritis a enfermedades sistémicas
complicadas como la fiebre tifoidea, en individuos susceptibles, algunas especies puede

tornarse invasivas desencadenando procesos mas complicados de fiebre entérica,
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septicemia e infecciones localizadas (Cox, 2000; Bezirtzouglou et al, 2000). Las
gastroenteritis, son las enfermedades, mas frecuentes transmitidas por este agente
patdgeno, al ser humano. La salmonelosis es una infeccion zoonotica con diseminacion
global, siendo los roedores, animales domésticos y el proprio hombre, los principales
reservorios de Salmonella spp. La transmisidn ocurre por la via fecal-oral, casi siempre
a través del agua o alimentos contaminados (Bezirtzouglou et al, 2000; Soares, 2003;
Almeida, 2008). Ademéas de los reservorios animales Salmonella spp. Puede
establecerse y multiplicarse en el ambiente siempre que hayan condiciones que les

favorezca.

Varios son los alimentos relacionados con la salmonelosis, la mayoria de las veces esta
resulta del consumo de productos cérnicos, aunque hay registros de casos relacionados
con consumo de frutas y vegetales, muchas veces contaminados por el ambiente y el
agua de regar. (Young, 1991, Thong et al., 2002; Almeida, 2008). La Salmonella spp.
Cuando esta a temperaturas inferiores a 15°C crece lentamente, cesando la mayoria de
los serotipos abajo de los 7°C (ICMSF, 1996; Cox, 2000a; Hammack & Andrews,
2000). La congelaciéon favorece la muerte de Salmonella spp., no en tanto, algunos
alimentos, pueden viabilizar su permanencia a lo largo de varios afios. Son
relativamente sensibles al calor (a 63°C son completamente destruidas y crecen en
medios con valores de aw superiores a 0,940 (ICMSF, 1996; Cox, 2000). Las
Salmonelas tienen la capacidad de reproducirse en superficies de ceramicas, vidrio,
acero inoxidable y en la piel humana, originando focos de contaminacion en el personal
que prepara los alimentos y en el local de preparacion de los mismos. Son rapidamente
eliminadas por la mayoria de los desinfectantes disponibles comercialmente, siendo
conveniente establecer y aplicar con eficiencia un plan adecuado de limpieza e
higienizacion de las instalaciones, superficies de equipos y personal en contacto con los
alimentos (ICMSF, 1996; Wirtanen & Salo, 2005; Vieira-Pinto, 2008).

La Salmonella spp. Puede causar enfermedad con un nimero reducido de células, por lo
tanto es importante garantizar a su ausencia en alimentos listos para comer,

estableciendo reglas de higiene, sobre todo los manipuladores de alimentos.
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2.2.3.2 Coliformes

Son miembros de la familia Enterobacteriaceae. Por definicion, los coliformes son
bastones, Gram negativos, no esporulados, anaerobios facultativos, oxidasa negativos,
que crecen en condiciones aerobias en medios de cultura selectivos conteniendo sales
biliares, y capaces de fermentar la lactosa, en 48 horas a 37°C, con produccion de &cido
y gas. El grupo de los coliformes incluye: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes y
Klebsiella pneumoniae. Los coliformes que presentan la capacidad de fermentar lactosa
con la consecuente produccion de gas, cuando son incubados a una temperatura de 44 a
45.5°C, se denominan coliformes fecales (Franco y Landgraf, 1996).

El término coliforme fue sugerido por Breed y Norton (1937) en el &rea de bacteriologia
de agua, para determinar si esta era responsable de contaminacion fecal. Actualmente
este tipo de indicadores son aplicados en la industria de alimentar. Como estos no son
solo encontrados en las heces, la presencia de coliformes totales, no es indicativo de

contaminacion fecal, necesariamente. (Franco y Landgraf, 1996).

La Escherichia coli, indicador de contaminacion fecal, es la principal representante de
este grupo. Es una bacteria que integra la microflora de tracto intestinal del Hombre y
de la mayoria de las especies de sangre caliente.

Las especies patoldogicas de E. coli son responsables de sindromes diarréicos en el ser
humano y animales, estan divididas en seis grupos distintos, de acuerdo a la manera de
provocar las enfermedades, estos grupos son: Entero-patogénicas (EPEC), entero-
toxigénicas (ETEC), entero-invasivas (EIEC), entero-hemorragicas (EHEC), entero-
agregativas (EaggEC) y las difusamente adherentes (DAEC), dandose mayor
importancia las cuatro primeras (ICMSF, 1996; Hau-Yang, 2000; Batt, 2000).

Los sintomas de enfermedad relacionados con este microorganismo depende del tipo de
E. coli presente. La E. coli O157:H7 es considerada una de las bacterias mas patologicas
encontrada en los alimentos y ha sido asociada a la ingestion de carnes y productos
carnicos contaminados (BELL, 2002). As estirpes patogénicas de E. coli crecen a

temperaturas entre 7°C e 46°C. La temperatura Optima oscila entre 35 a 40°C.
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La E. coli es sensible al cloro, siendo inactivada por tratamientos iguales a los
aplicados para la inactivacion de la Salmonella spp., no en tanto, la E. coli O157:H7
puede desenvolverse en medios que contienen 6,5% de NaCl (ICMSF, 1996;Tortorello,
2000).

2.3 Clasificacion del grado de peligro, de acuerdo al agente patoldgico causante,
seguin Jouve, 2002.

Peligro moderado: No coloca la vida en riesgo, no hay secuelas, normalmente son de
corta duracion y autolimitantes. Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Vibrio parahemolyticus.

Peligro serio: Incapasitante, aunque sin riesgo de muerte, raramente con secuelas y de
duracion limitada. Salmonella ssp, (excluyendo S.typhi), Yersenia enterocolitica,
shigella spp (excluyendo S.dysenteriae), Listeria monocitogenes.

Peligro grave tipo A: Riesgo de vida para la poblacion, deja secuelas cronicas y larga
duracion. Clostridium botulinum, Vibrio cholera O1, Salmonella typhi, Escherichia coli
enterohemorragica.

Peligro grave tipo B: Riesgo de vida, para poblaciones estrictas, deja secuelas crénicas y
de larga duracion. Campylobacter jejuni, Escherichia coli enteropatogénica, Lysteria

monocytogenes.

2.4 Microorganismos saprofitos

La carne, por ser un producto rico en nutrientes, tener pH neutro o ligeramente acido y
con elevado grado de humedad, permite que haya un desarrollo rapido de una amplia
gama de microorganismos Alterantes o saprofitos. Las alteraciones mas comunes
observadas en los alimentos pueden ser muy diversas, encontrandose como sefiales mas

comunes las siguientes:

Olor anormal, generalmente debido a bacterias aerobias en la superficie.
Aparicion de mohos en la superficie con aspecto inicial de manchas.
Deterioro profundo por accion de microorganismos anaerobios facultativos.
Decoloracion causada por alteraciones.

Cambio de color.

Produccién de limo.
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v Produccion de olores y sabores.
v" Rancidez.

v" Sabores diversos.

El tejido muscular subcutaneo, casi estéril al momento de remocién de la piel, puede
contaminarse en pocos segundos. Gil (2002), afirma que la microbiota normal de la piel
de los microorganismos del suelo y heces, integran los contaminantes de las carcasas, de
las cuales forman partes las, levaduras miembros de las familias Bacillaceae,
Micrococaceae, Enterobacteriaceae, ademas de Corynebacterium, Moraxella,
Acinetobacter, Flavobacterium y Listeria spp., siendo las bacterias mesofilas las

predominantes, en su mayoria.

Inicialmente, los microorganismos saprofitos se encuentran presentes en pequefias
cantidades, sin embargo, las condiciones ambientales favorables a lo largo del
almacenamiento, permite que estos se desarrollen con mucha facilidad y velocidad, en
comparacion con microorganismos de otros grupos, produciendo metabolitos
responsables de de la formacion de malos olores, sabores desagradables y aspecto
putrefacto, que provocan el rechazo del producto.(Huis in’t Veld, 1996, Coppet y
Christiean, 2004; Konstantinus et al., 2006; Labadie, 2007).

Asi, el conteo de la poblacion de microorganismos aerobios mesofilos de las superficies
de las carcasas es un indicador del grado de deterioro, por tanto este dato es utilizado
para reforzar, los cuidados higiénico-sanitarios durante las operaciones de abate,
sobretodo, en las etapas de retiro de piel y evisceracion y subsecuentes procesos de
fabricacion ademas de desempefiar un papel determinante en el tiempo de vida Gtil del

producto.

Aunque los microorganismos patoldgicos no estén presentes en el alimento y el
alimento no presente alteraciones organolépticas, un nimero elevado en el conteo de
microorganismos indica gque el producto es insalubre. (Franco & Landgraf, 2003).

En el caso de la carne después del proceso de lavado de las canales, que son llevadas a
la camara de frio, el proceso de refrigeracion, ademas de controlar los microorganismos

saprofitos, mesofilos, contribuye a controlar las infecciones y toxico-infecciones
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alimentarias, ya que la mayoria de los microorganismos patoldgicos son incapaces de

crecer a temperaturas bajas.

Schmidt-Nielsen aplico, en 1902, el término psicréfilo para microorganismos que se
desarrollan a una temperatura aproximada a 0°C. Actualmente este término es aplicado
a microorganismos que crecen en un rango de temperatura que oscila desde negativos a
un maximo de 20 °C, siendo la 6ptima de multiplicacién 4°C. Por tanto, la
refrigeracion de la carne, permite el desarrollo de una poblacion de psicrofilos en la
misma. La presencia de estos microorganismos resulta en varios defectos, los cuales

incluyen alteraciones de sabor y de aspectos fisicos. (Jefrey y Damien, 1990).

Entre los géneros predominantes en productos carnicos refrigerados se encuentran
Pseudomonas, Aeromonas spp., Photobacterium spp., Shewanella spp. y Vibrio spp.
(Huis in’t Veld, 1996; Zeuthen & Mead, 1996; Blair et al., 2000; Leisner & Gram,
2000; Gram & Vogel, 2000; Desmarchelier, 2000).

A pesar de que muchas especies de levaduras y mohos, son psicrofilas, generalmente su
crecimiento es inhibido por otras especies de bacterias presentes en el alimento. Por el
contrario algunas levaduras son osmofilas, por tanto su crecimiento se ve favorecido en
presencia de grandes concentraciones de azlUcar y sal. (Huis in’t Veld, 1996, Ross &
Nichols, 2000; Gram, 2006).

Los mohos y las levaduras, son organismos ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Son seres eucariotas, heterdtrofos, con una pared celular constituida por glucosa y
quitina tienen capacidad de utilizar diversos sustratos tales como, diferentes hidratos de
carbono, acidos organicos, proteinas y lipidos. Son tolerantes a valores de pH, aw y
temperaturas bajas y conservantes. Crecen mas lentamente que las bacterias en los
alimentos no acidos que conservan humedad. Las levaduras crecen mas rapidamente
que los mohos, pero con frecuencia junto a ellos, los mohos son aerobios estrictos.
Mientras que las levaduras crecen en aerobiosis 0 en anaerobiosis (fermentacion) sobre
todo en alimentos acidos y en los de baja actividad de agua (Alimentos curados a base
de sal)
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Los géneros Candida spp.,Criptococcus spp., Deboramyces spp., Hansenula spp.,
Pichia spp., Rhodotorula spp.,Saccharomyces spp., Sporobolomyces spp., Torula spp.,
Torulopsis spp. y Trichosporaspp., son encontrados frecuentemente en productos

carnicos.

La proliferacién de levaduras provoca cambios de sabor y aroma en los alimentos,
originando la produccion de didxido de carbono. Las levaduras del género Candida
spp, Hanseniaspora spp., € Saccharomyces spp., tienen la capacidad de desenvolverse a
temperatura bajas, resultando en deterioro de los alimentos refrigerados.

De los hongos filamentosos, cabe mencionar que, los géneros mas comunmente
encontrados en alimentos son Penicillium sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium
sp., Rhizopus sp., (Silva Jr & Martins, 1991).

Los hongos causan elevadas pérdidas econdmicas en los alimentos, por su capacidad de
producir grandes cantidades de enzimas, ocasionando a la vez, el deterioro de los
alimentos.

Por otro lado, gran cantidad de hongos producen metabolitos toxicos o micotoxinas.
Estos alimentos al ser ingeridos, por un animal o ser humano, pueden ocasionar en el
hospedero, graves cuadros clinicos de micotoxicosis (Franco y Landgraf, 1996).
Algunas de esas sustancias toxicas posee capacidad mutante y carcindgena, en cuanto

otras presentan toxicidad especifica en un 6rgano determinado (Jay, 2005).

Una vez mencionado los microorganismos causantes de deterioro en la carne y
consecuencias patolédgicas en el consumidor, debemos destacar los factores que influyen
en la multiplicacion de los microorganismos en los alimentos. Los productos carnicos
en general, estan sujetos a alteraciones ocasionadas por sus propias enzimas tisulares y
la actividad microbiana. Sufren todavia, deterioro del elemento protéico, degradacion

de grasas y carbohidratos de su constitucion (Pardo et. al., 2001).
Para Delazari (1977), la alteracion microbiana mas seria se caracteriza por la

multiplicacion de microorganismos, que pueden modificar las caracteristicas

organolépticas de los alimentos, despreciando o impidiendo su consumo.
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Las alteraciones microbianas de la carne in natura se deben a factores de carécter fisico-
quimico y bioquimicos de los propios alimentos conocidos como factores intrinsecos,
los ligados a factores del medio ambiente denominados, factores extrinsecos y otras

condiciones diversas.

2.5 Factores intrinsecos:

Constituyen los factores intrinsecos, aquellos que promueven la alteracion microbiana
de la carne fresca. Estos son: La actividad de agua (aw), el pH y el potencial 6xido-
reduccion. La necesidad de nutrientes, las sustancias constituyentes del sustrato e

inclusive, la estructura y textura del alimento (Pardi et al., 2001).

2.5.1 Humedad:

La necesidad de humedad o de actividad de agua (aw) es entendida como la integracion
del contenido total de agua y las sustancia en ella disuelta (electrolitos, acidos, azlcares,
sustancias nitrogenadas solubles, etc). Se toma en cuenta la forma mediante que el agua,
estructuralmente, estd ligada al alimento, a través de su adhesion a determinados
componentes constitutivos (carbohidratos y proteinas), también, la distribucion fina o

gruesa de goticulas en las emulsiones (Delazari, 1977).

De modo general, la actividad de agua de la carne fresca es de 0,99 o mas, lo que
contribuye a favorecer el surgimiento de gran variedad de bacterias (Pardo et al,. 2001).
Para Frazier (1972), las bacterias tienen niveles minimos de aw para su crecimiento,

mucho mas elevados, que los encontrados para levaduras y hongos.

Los valores minimos de aw que permite la multiplicacion de microorganismos
alterantes de los alimentos son de 0.91 para las bacterias y de 0.88 para hongos
(Frazier, 1972).

2.5.2 pH

Por definicion, mide la concentracién de iones de hidrogenos de un alimento o solucion.

Los valores de pH oscilan entre 0-14. Aungue el crecimiento de un microorganismo sea
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posible a distintas concentraciones de iones de hidrogeno, la mayor parte de las
bacterias tienen su punto dptimo de crecimiento en pH neutro (pH=7). Dependiendo de
los cuidados antes del sacrificio del animal (ayuno, estrés, descanso) y de las
transformaciones subsecuentes, para Price et al. (1976), la carne bovina fresca tiene un
pH entre 5.3 a 6.5, por lo tanto, la alteracion de la carne se dara a mayor velocidad en
cuanto mas elevado sea el pH (Pardo et al., 2001).

El 4cido lactico formado en el proceso de transformacion de musculo a carne, resultado
de la quema de glucégeno influye decisivamente en el pH.

Algunos agentes de las toxico-infecciones como los Clostridium botulinum de los tipo
Ay B crecen bien y producen toxinas con pH encima de 4.5, mientras que, el tipo E
solo y produce toxinas en Ph encima de 5. Las Salmonelas s6lo crecen con pH encima
de 4.1, en condiciones Optimas de temperatura y de Actividad de agua. Los
Staphylococcus, en condiciones Optimas, crecen y producen entero-toxinas hasta con pH
de 4.0 (Delazari.1977).

Los hongos se desenvuelven bien en valores de pH entre 2.0 y 8.0. Aunque se
reproducen mejor en un medio acido. Las levaduras tiene un buen desarrollo en pH que

oscila entre 4.0 y 4.5, pero su preferencia es un pH &cido.

2.5.2.1 Valores de pH Optimos para el crecimiento de cada microorganismo
(Frazier, 1972).

pH > 4.5: Son alimentos de baja acidez, en donde hay predominancia de crecimiento
bacteriano.

pH entre 4,5y 4,0: Alimentos acidos, con predominancia de levaduras oxidativas o
fermentativas y moho (en aerobiosis).

pH < 4.0: Alimentos muy acidos, casi estricto pasa levaduras y moho.

Los valores de pH de productos carnicos en el mercado oscilan entre 5.1 a 6.4, a mayor

detalle estos son:

Carne de cerdo: pH 5.9-6.1.
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Carne de rés molida: pH 5.1-6.2.
Ternera: pH 6.0.

Carne de pollo: pH 6.2-6.4.
Carne de oveja: pH 5.8 - 6.2

Cabe mencionar como una particularidad, que el Clostridium botulinum, es un patégeno
que soporta pH con valores menores que 4.6.

Existen determinados alimentos que son mas resistentes que otros, a los cambios de pH,
estos son conocidos como alimentos tamponados. Las carnes, por ejemplo, presentan

mayor capacidad tamponada que las verduras y hortalizas.

2.5.3 Potencial de oxidacion reduccion:

Indica la capacidad oxidante y reductora de la carne. El potencial de oxidacion-
reduccion, depende en primer lugar de la composicion quimica y en segundo, de la
presion parcial de oxigeno del alimento, esencialmente del grado de aereacion (Pardi
et.al., 2001).

De esta forma el valor 6xido-reductor de un sustrato, representa un importante factor de
seleccion en el crecimiento del microorganismo. Originando su clasificacion en
aerobios y anaerobios, conforme su desarrollo (Frazier, 1972).

Los mohos y levaduras, son aerdbicos estrictos, como también los gérmenes
responsables de la putrefaccion superficial de los alimentos. Las Entero-bacterias,
inclusive las Salmonellas, pueden reproducirse con baja tension de oxigeno
desarrollandose de esta forma, tanto en la superficie, como en la profundidad de ciertos
alimentos. Los microorganismos anaerobicos se benefician de un bajo potencial de
reduccion (Pardi et al., 2001).

Los microorganismos pueden alterar el potencial de oxido-reduccion de la carne al
punto de reducir la actividad de otros microbios. Asi, los anaerobios pueden reducir el
potencial a tal punto que llegan a inhibir el crecimiento de los aerobios (Evangelista,
1987).
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Luego de la sangria del animal, El potencial de 6xido reduccion de su carne, cae,
debido a la suspension de suministro de oxigeno subito. Entonces el potencial de 6xido-
reduccion de la musculatura y la oxigenacién, a partir del aire, son mayores en la
superficie de la carne y minima en su profundidad (Delazari, 1977)

La alteracién de la carne fresca es un fenémeno de superficie, por lo tanto, la rutina
industrial, frecuentemente modifica el valor de éxido-reduccion con la adicion de

sustancias de accion reductora (Pardi et al., 2001).

2.6 Factores extrinsecos

Entre los factores extrinsecos tenemos: temperatura de conservacion, humedad relativa
del medio, presencia y concentracion, de gases, presencia y actividades de otros

organismos.

2.6.1 Temperatura de conservacion

Probablemente sea la temperatura, el mas importante de los factores ambientales que
afectan la viabilidad y el desarrollo microbiano. La temperatura mas baja a la que un
microorganismo puede crecer es -34°C; la temperatura mas elevada esta por encima de
100°C.

Cualquier temperatura por encima de la maxima de crecimiento de un determinado
microorganismo resulta letal para el mismo, pero esto depende de la termoresistencia.

Atendiendo a la temperatura los microorganismos se clasifican en:

Termofilos: Tolerantes a temperaturas por arriba de 55° C. Crecen bien a 45° C y por
encima de estas temperaturas con Optimas entre 55 y 65°C. La mayor parte de las
bacterias termofilas estan incluidas en los géneros Bacillus y Clostridium, aungue son
pocas las especies termofilas de estos géneros, pero tienen gran interés por la incidencia

de estos en la industria conservera.

Mesofilos: Crecen en intervalos de 20 a 45° C con temperaturas 6ptimas entre 30 y 40°

C. Hay un gran grupo de bacterias que estan en este grupo.
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3. Psicrofilos: Crecen a temperaturas de refrigeracion - 0° C, pero no a temperatura

mesofila (<15°C). Los mas comunmente encontrados en los alimentos pertenecen a los

géneros Alcaligenes, Pseudomonas y Streptococcus.

Psicrétrofos: Crecen bien a 7° C o menores temperaturas y tienen su temperatura 6ptima
entre 20 y 30° C. Pueden crecer a temperaturas de refrigeracion - 0°C y a temperatura
mesofila. En este grupo se pueden mencionar los géneros Aeromonas, Enterobacter,
Citrobacter, Proteus, Pseudomonas Yy las levaduras Candida y Torulopsis. Del grupo de

los mohos estan los géneros Penicillium, Cladosporium, y Aspergillus.

Los termotrofos: Tolerantes a 45° C y también a 35° C.

La temperatura del ambiente que rodea al alimento es uno de los factores mas
importantes para la preservacion del producto. Atendiendo a esto tendremos que la
temperatura de almacenamiento de hortalizas es 10° C, mientras que para carnes es
menor a 7° C. Un alimento cocido y que no se va a consumir en el momento se debe
mantener a una temperatura > de 57° C hasta el momento de ser consumido, ya que
puede ser un vehiculo de crecimiento bacteriano por abuso de temperatura. La practica
de mantener los alimentos a temperatura adecuada pretende mantener la calidad e
inocuidad microbioldgica. Después de la coccion se debe proteger de contaminacion los
alimentos listos para el consumo, ya que el producto no tendra otro paso que reduzca o
elimine las bacterias. Para el caso de alimentos que no se van a consumir tan
rapidamente, se pueden mantener refrigerados a < 5° C. Cuando el alimento es cocido,
enfriado y recalentado debe recalentarse de manera que todas las partes del alimento
alcancen una temperatura de por lo menos 74° C durante 15 seg. A medida que el
alimento se deja reposar durante cuatros horas 0 mas a temperatura en la zona de peligro
(42° C) permite que las bacterias se reproduzcan rapidamente exponiendo el alimento

para que se alcancen niveles peligrosos.
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2.6.2 Humedad relativa del medio ambiente

La humedad relativa del medio en que se realiza el almacenamiento tanto desde el punto
de vista de la aw en el interior de los alimentos como desde el crecimiento de los
organismos en las superficies. Cuando la aw de un alimento es de 0.60 es importante
almacenarlo en condiciones que no le permitan recuperar humedad a partir del aire, pues
si no se hace asi, aumentaria su propia aw superficial y superficial hasta un nivel

compatible con la proliferacién microbiana.

Cuando los alimentos con valores bajos de aw se sitlan en ambientes de humedad
relativa elevada, los alimentos captan humedad hasta que se ha establecido un
equilibrio. Los alimentos con una aw elevada pierden humedad cuando se sitlan en un
medio de humedad relativa baja. en general, cuanto mas elevada es la temperatura tanto

mas baja es la humedad relativa, y viceversa.

2.6.3 Disponibilidad de oxigeno:

La importancia de disponibilidad de oxigeno como factor de desarrollo de los
microorganismos, sirve para caracterizar sus condiciones de crecimiento (Perdi et al.,
2001). La importancia de la tensidbn de oxigeno en el crecimiento de los
microorganismos en las carnes se confunde con el concepto de potencial de oxi-
reduccién y con la participacion de aquella tension el mantenimiento del potencial en
nivel elevado. Por eso, son validos los conceptos emitidos en virtud del estudio del
potencial de 6xido-reduccion, cuanto a su influencia en la manipulacion microbiana
(Evangelista, 1987).

La superficie de la carne fresca refrigerada, las bacterias aerobias de los géneros
Achromobacter y Pseudomonas son las que generalmente crecen. Mientras que cuando
la carne esta envuelta por una pelicula, total o parcialmente permeable a la atmosfera, se
modifica la situacion, una vez que, tanto la presion, como la composicion de la
atmosfera inicial del interior del envase sufren modificaciones. Cuando el envoltorio es
impermeable, el crecimiento de bacterias del género Pseudomonas es superado por otras
que toleran menores tensiones de oxigeno. Cuando es permeable, no hay diferencias

significativas de aquella situacion en que la carne es envuelta. En cualquier
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circunstancia, la presion parcial necesaria al crecimiento de las bacterias aerobias es
mucho més baja de aquella que existe en la carne empaquetada con una pelicula

impermeable al oxigeno (Pardi et al, 2001).

Para Santiago (1972) la inhibicion del crecimiento de microorganismos aerobios de los
envoltorios se debe al cumulo del diéxido de carbono. Aun asi, que el diéxido de
carbono influya en la inhibicion del crecimiento de microorganismos psicrofilos, los
envoltorios solamente concurren para el retraso de la multiplicacién microbiana, cuando

refrigerados.

2.7 Concepto de calidad y sus distintos componentes

La calidad sanitaria de los productos de origen animal es unos de los temas de mayor
interés en el ambito alimenticio, por gran susceptibilidad a la descomposicion y por el
gran consumo poblacional, asi como por la importancia que revierte en la nutricion
humana y en los problemas toxico — infecciosos que provoca. Se requiere de cuidado y
manejo minuciosos de la carne para llevar a los consumidores un producto de mejor
calidad. (Perea et al., 1996).

En los dltimos afios los conceptos tales como: calidad de carne, carne de calidad,
producto de calidad y garantia de calidad, entre otros, han ocupado el centro de atencién
tanto en la investigacion como en la produccion y comercializacién de la carne.

La calidad es un concepto popularmente confuso debido al abuso de su utilizacion como
argumento de venta. Técnicamente, sin embargo, es un concepto muy preciso. La
calidad supone fijar una serie de parametros a los que debe ajustarse un producto
normalmente elaborado de forma masiva, en serie o, al menos, de forma repetitiva. Esta
puede ser definida como el conjunto de caracteristicas cuya importancia relativa le
confiere al producto un grado de aceptacion superior y un mayor precio frente a los

consumidores o frente a la demanda del mercado (Colomer Rocher, 1988).

La calidad es un término subjetivo al variar con los individuos que la juzgan, relativo
porque depende de la situacién de la persona en el momento del juicio y dindmico
porque varia en el espacio y en el tiempo en funcion de lo que le gusta al publico

(Naumann, 1965). Si trasladamos esta definicién al caso particular de la carne nos
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encontramos con una mayor ambigiedad de este concepto, pues las necesidades varian
mucho segun el nivel de comercializacién que lo emplee. Realizando una aproximacion
a la calidad desde el punto de vista del consumidor, podemos considerar la misma bajo
diferentes opticas:

2.7.1 La calidad higiénico-sanitaria:
Ningun alimento debe suponer un riesgo para la salud del consumidor. Agentes
bacterianos, parasitarios y residuos son los principales responsables de las patologias

transmitidas por la ingestion de carne contaminada.

2.7.2 La Calidad comercial:
Encargada de evitar la presencia de microorganismos alterantes, que modifiquen el
producto, transformandolo, a un alimento deteriorado, no apto para consumo humano y

por ende, invendible.

2.7.3 La calidad nutricional:
Esta dada por su contenido en elementos que responden a las distintas necesidades
metabolicas del organismo (agua, vitaminas, minerales, proteinas, lipidos,

carbohidratos, valores dietéticos).

2.7.4 La calidad de servicio:
Esta relacionada con la facilidad de empleo por el consumidor y, consecuentemente, con

su presentacion, aptitud culinaria, disponibilidad y precio.

2.7.5 La calidad subjetiva o imaginaria:

A los alimentos se les asocia un caracter simbolico, siendo preferidos algunos de ellos
solo por haber sido elaborados en un lugar o mediante un procedimiento determinado
que por razones personales o subjetivas que se desean favorecer. En resumen, influyen

factores culturales, sociales, éticos, ecoldgicos y geograficos.

2.7.6 La calidad de presentacion:
Que incluye la modificacion de los cortes tradicionales o el desarrollo de nuevos
productos con mejores presentaciones y que pueden variar la intencién de compra en un

momento dado.
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2.7.7 La calidad funcional o tecnolégica:
Determinada por la aptitud de la carne para la transformacion y conservacion.

2.7.8 La calidad sensorial:

Formada por las caracteristicas que percibimos por los sentidos en el momento de la
compra o del consumo y que influyen en nuestra satisfaccion personal (color, textura,
terneza, jugosidad, sabor y aroma).

El criterio “calidad” es muy amplio, desde el punto de vista de los consumidores,
quienes, juzgan cada producto que adquieren y degustan. No en tanto, este concepto es
simple y especifico, a nivel de control microbioldgico, en donde basta con garantizar la
calidad higiénico-sanitaria y comercial, para certificar un producto como salubre y apto
para el consumo humano, respetando la definicion ideologica de calidad.

Para poder determinar estos parametros de vital importancia, son utilizados los

microorganismos indicadores de calidad microbioldgica.

2.8 Microorganismos indicadores.

Para comprender lo que es un microorganismo indicador, debemos primero entender, lo
que es un microorganismo marcador, son aquellos organismos que advierten un manejo
inadecuado y/o presencia de organismos patogenos. Su deteccion en el laboratorio es

mas sencilla, rapida y economica.

2.8.1 Los microorganismos marcadores pueden clasificar de dos maneras:

2.8.1.1 Microorganismos Indices
Microorganismos cuya presencia en cantidades o niveles por encima de ciertos
limites numéricos indica la posible presencia de patdgenos ecoldgicamente

relacionados.
2.8.1.2 Microorganismos indicadores.

Microorganismos cuya presencia en cantidades determinadas indica un

tratamiento o procesado de inocuidad inadecuado.
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Un microorganismo marcador, puede funcionar a la vez como indice y como indicador.
Por ejemplo, la presencia de cantidades importantes de E. coli en los camarones
precocinados congelados indica: La posible presencia de patdgenos entéricos, es decir,
una funcién de indice para microorganismos de importancia para la salud pablica, como
por ejemplo las Shigellas, que se pudieran haber originado en la zona donde fueron
tratados los camarones, esta es una funcion indice. A la vez indica un tratamiento de
inocuidad insuficiente, cumpliendo de ese modo una funcién de indicador.

Una vez detallado el origen y funcion de los microorganismos indicadores, es
importante conocer sus caracteristicas como pieza fundamental de certificadores de

calidad comercial y calidad higiénico-sanitaria.

2.9 Caracteristicas de los Indicadores de Calidad Comercial

Presentes en todos los alimentos sujetos a analisis de calidad.

Su crecimiento y numero debe tener una correlacion negativa con la calidad del
producto.

Deben ser de deteccion y enumeracion facil y rapida.

Deben ser facilmente distinguibles de otros organismos.

Su crecimiento no debe ser afectado por micro-flora acompafante.

2.10 Caracteristicas de los indicadores de calidad higiénico-sanitaria

Debe ser de rapida y facil deteccion.

No debe estar presente como contaminante natural del alimento.

Debe estar siempre presente cuando el agente patoldgico asociado estuviera.

Debe presentar velocidades y necesidades de crecimiento semejantes a las del agente
patoldgico.

Debe estar ausente en los nos alimentos que estan libres de agentes patolégicos o en

cantidades minimas.

2.11 Indicadores de higiene general (condiciones deficientes de manejo y/o proceso)
e Flora mesofila aerdbia

e Staphylococcus aureus
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e Levaduras y mohos
e Bacilus

e Coliformes totales

2.12 Indicadores de contaminacion fecal
e Coliformes fecales
e Enterococs

e Clostridios sulfito-reductores

3. Material y método

Las Carcasas de carne de ovino y caprino sufren un proceso industrial, que conlleva,
deshuesado de la misma, en un ambiente a 4°C de temperatura. El deshuese tiene como
objetivo obtener una pieza de carne desprovista de huesos mayores, dejando solamente

las costillas.

Acto seguido, las piezas son saladas con una concentracion de 20% de NaCl durante

72h a una temperatura constante de 4°C y colocadas en forma de pila.

Cada 12h se procedio al proceso denominado “tombagem” para uniformar la presion
ejercida por las piezas de carne. Este proceso se hizo para revertir la posicion (revertir el

lado inferior a la posicion le lado superior) y el lado de pieza.

Al final de la etapa de salado, se removid el exceso de sal depositada en la superficie
con una escoba.

Posteriormente fueron colgadas una por una en ganchos individuales, dentro de una
sala ventilada con una temperatura alrededor de 10°C, durante un periodo de 72h.

Finalizado el proceso de salado y secado, las piezas fueron embaladas y congeladas.
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3.1 Materiales:

3.1.1 Toma de muestra de las piezas de carne:

Estas muestras son retiradas de las piezas curadas, en el laboratorio de carnes del
Instituto Politécnico de Braganca. Fue tomada de manera aséptica, utilizando guantes
para colocarlas dentro de un saco plastico estéril, el cual en primer lugar es pesado, para
obtener entre 100 a 120 gramos de muestra por pieza, luego de rotular el saco con un
cddigo propio compuesto de nameros y letras, en donde se utiliz letras mayusculas
para identificar los lotes de cabras y minUsculas, para los lotes de ovejas. Todos los
sacos fueron sellados al vacio y transportadas al laboratorio de microbiologia, de
manera inmediata, para evitar el contacto prolongado de las muestras con temperatura
ambiente. Una vez en el laboratorio de microbiologia son congeladas a una temperatura
de -18°C.

Las muestras permanecen congeladas hasta el dia que son retomadas para su analisis

inmediato.

Al momento de ser sometidas a las pruebas microbiologicas, son retiradas del
congelador y permaneciendo en su empaque sellado al vacio, la coloqué en la nevera, a
una temperatura aproximada de 7°C para su descongelacion. Pasadas entre dos horas o

tres, es retirada de la nevera y procesada para someterla a estudios.

Semanalmente fueron procesadas dos muestras, escogidas al azar, una de ovejay otra

de cabra.

3.1.2 Preparacion de la muestra:
Todo el proceso de analisis microbioldgico de estas muestras de carne ovina y caprina,
es realizado utilizando una camara de flujo laminar, para evitar contaminacion durante

su manipulacién y estudio.
Dichas muestras, luego de ser descongeladas, son introducidas en la camara de flujo,
abrimos el saco y las pesamos, tres porciones de 25 gramos por muestra. Dictado por las

reglas portuguesas para analisis de productos carnicos solidos.
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Al obtener las tres porciones de 25 gramos por muestra, procedemos a colocarlas con
una cantidad minima de agua peptonada, del volumen ya preparado para cada una de
las muestras (225ml), en un saco estéril y las trituramos en un homogenizador
(Stomacher Seward 400 Cab System®) a una velocidad alta (230 RPM) por 120
segundos, con la finalidad de conseguir una muestras blanda para su mejor

homogenizacion en el agua peptonada.

Luego cada una de las muestras son colocadas en sus respectivos frasco, cada uno,
como ya mencionamos antes, con 225 ml de solucién de agua peptonada, cumpliendo
con la regla de la proporcién 1/10. Por tanto tenemos una triplicacion de cada muestra o
sea seis diluciones, 3 de una muestra y tres de otra.

Dejamos reposar cada una de las mezclas por media hora, Realizamos entonces
diluciones de 10, 107, 10*. Sélo en caso de los meséfilos, por el momento, utilizamos
diluciones de 10, 10° y 107,

Luego de pasados estos minutos, procedemos con los andlisis microbiologicos.

3.2 Pruebas microbioldgicas para validar la calidad de la carne curada caprina y

ovina.

3.2.1 Recuento de microorganismos mesofilos totales:

Luego de realizadas las diluciones pertinentes, procedemos a la inoculacion por
incorporacion, para tal, homogenizamos y transferimos 1ml de la suspension de mayor
dilucion, para la placa Petri, esterilizada e identificada. Esta operacion se repite con las
demas diluciones en orden decreciente, con la mayor brevedad posible. Terminada la
distribucién del in6culo en las placas Petri, vertemos aproximadamente 15 ml de medio
de cultura liquido a 45°C y realizamos movimientos rotatorios en diferentes direcciones,
5 veces cada direccion, para mezclar el indculo con el medio de cultivo. Se deja una

placa estéril sin inocular, para utilizarla de placa control.

Luego de la solidificacion del medio de cultivo, incubamos las placas en posicion
invertida a 30°C de 48 a 72 horas.
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El conteo microbioldgico se realiza en unidades formadoras de colonia (UFC/ml) y sélo
seleccionamos las placas que tiene un namero contable de colonias (entre 15 a 300).
Norma I1SO 4833:2003.

3.2.2 Recuento levaduras y mohos:

A partir de las diluciones efectuadas, continuamos con la inoculacién por esparcimiento
de 0.1 ml de cada dilucién para el medio de cultivo Potato Dextrosa Agar (PDA).
Accidn seguida, incubamos las placas, en posicién normal, a 22-25°C durante 48 horas,
en la incubadora.

Después del periodo de incubacién, sélo seleccionamos las placas que tienen un
nimero contable de colonias (entre 15 a 300) y procedemos a realizar el conteo
microbioldgico. El resultado debe ser expresado en unidades formadoras de colonia
(UFC/ml). NP 3277-1: 1987

3.2.3 Recuento de Clostridios sulfito-reductores
Realizamos el proceso de deteccion y enumeracion de esporas sulfito-reductoras

anaerobias de clostridios (NMP/g).

Para esto se diluye el medio de cultivo SPS - sulfito polimixina sulfadiazina - (Merck,
Alemana), de acuerdo con la NP-2262 (1986) en dos concentraciones distintas, en
donde, una serd, doble concentrado de medio y otro con la concentracion normal del

mismo medio, llamada concentracion simple.

Luego se inactivd la soluciones madres por 10 minutos en una temperatura de 80°C en

bafio Maria.

Para cada solucion madre tendremos 10 tubos y un frasco de 50 ml de medio doble. 5 de
estos tubos contienen 10 ml de solucién doble y los otros 5, tienen, 10 ml de solucién
simple, cada uno. A parte realizamos la mezcla del sustrato diluyendo 4 g de sulfito de
sodio anhidro en 100ml de agua. Se esteriliza la solucion por filtracién. Se guarda la
mezcla a una temperatura comprendida entre 2 a 5 °C. Por otro lado se prepara una
solucion de 7 g de citrato de hierro (111) en 100 ml de agua. Se esteriliza la solucion por
filtracién. Se guarda, también, esta mezcla en temperatura entre 2 a 5 °C. Esta solucion

vence en un periodo de 15 dias. Al momento del andlisis se mezclan volimenes iguales
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de las soluciones de sulfito de sodio y citrato de hierro (I1l). Se afiaden 0,5 ml de la
mezcla a cada frasco que contenga el medio de concentracion simple. A la dilucién de
concentracion doble se le afiade 0,4 ml de la mezcla en los frascos de 10 ml y 2ml para
los frascos de 50 ml. A cada tubo de 10ml de medio doble se le colocan 10 ml de
muestra. Luego a los tubos de 10ml de medio simple, se les coloca 1 ml de muestra. Y
finalmente a los frascos de 50 ml de medio doble, se les coloca 50 ml de muestra.

Luego estos son incubados por 48 horas a una temperatura de 37°C. NP 3277-1: 1987
Pasado el periodo de incubacion procedemos a la busqueda de espora de clostridios
sulfito-reductores, considerando positivos los tubos en donde se observan colonias
negras caracteristicas, de diferentes tamafios, aislados o confluentes y asi, los resultados
se expresan conforme establece la Norma I1SO 8199.

3.2.4 Recuento de coliformes fecales y Escherichia coli
Se ejecuta, utilizando el método Simplate (método oficial AOAC).
Se adiciona 1 ml de la muestra (solucion madre) en 9 ml del medio Simplate

previamente preparado segun las instrucciones del fabricante.

Por Gltimo inoculamos las placas con esa mezcla y las encubamos por 48 horas. Son
verificadas a las 24 horas y luego a las 48 horas a una temperatura de 37°C. Luego de
inoculados debemos verificar si hubo cambio de coloracion en las celdas de las placas,
aquellas que hayan cambiado de color son las correspondientes a coliformes totales.
Luego exponemos las placas a luz ultravioleta, y aquellas celdas que sean fluorescentes,
seran contadas como E. coli. Los resultados son expresados en unidades formadoras de

colonias.

3.2.5 Deteccion de presencia de Salmonella:

Luego de homogenizar 25g de muestra en 225ml de agua peptonada, la incubé por 12h a
37° C. Pasado este tiempo, adicioné 0.1 ml de la solucion a el 1-2 test (método oficial
AOAC 989.13) e incubé por un periodo aproximado de 14 a 30 horas.

Los resultados son expresados a través de la presencia o ausencia de Salmonella.

3.2.6 Recuento de Staphyloccocus aureus
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Luego de realizadas las diluciones pertinentes, procedemos a la inoculacién por
esparcimiento de 0.1 ml para cada uno de los medios de cultivo Baird Parker (con yema
de huevo adicionada), de acuerdo con la Norma ISO 6888-1:1999.

A partir de esto, incubamos las placas en posicion invertida a 37°C durante 48 horas.
Después del periodo de incubacién, sélo seleccionamos las placas que tienen un
nimero contable de colonias (entre 15 a 300) y procedemos a realizar el conteo
microbioldgico. En las colonias tipicas de Staphyloccocus (negras) se comprobd la

presencia o ausencia de coagulasa a través da inoculacion en plasma de conejo.

3.2.7 Recuento de psicrofilos

Luego de realizadas las diluciones pertinentes, procedemos a la inoculacién por
esparcimiento de 0.1 ml para cada uno de los medios de cultivo Plate Count Agar
(PCA). Luego de realizado esto, incubamos las placas en posicion invertida a 7°C
durante 10 dias.

Después del periodo de incubacion, solo seleccionamos las placas que tienen un
namero contable de colonias (entre 15 a 300) y procedemos a realizar el conteo
microbiolégico. El resultado debe ser expresado en unidades formadoras de colonia
(UFC/ml). Norma NP 2307: 1987).
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3. Resultados y discusion

El laboratorio de carnes de ESAB-IPB en conjunto con ciertas empresas han
desarrollado un nuevo producto a partir de carne de oveja y cabra, de bajo valor

comercial, e cudl, en este momento de la produccidn, estd en una fase semi-industrial.

La flora microbiana en los productos carnicos puede originar, por un lado, el deterioro
del producto y, por otro, poner en riesgo la salud del consumidor. Por ser un producto
nuevo y comercializado es necesario evaluar algunos pardmetros relativos a su calidad
higiénico-sanitaria. En este trabajo se investigo la incidencia de mesofilos, psicrofilos,
Staphyloccocus, Levaduras y mohos, clostridios, coliformes totales, coliformes fecales y
Salmonella en 8 lotes de piezas de oveja y 7 lotes de piezas de cabra. Los resultados
obtenidos se encuentran expresados en la tabla 1. El valor resultante para Salmonella,

fue negativo en todos los casos analizados, por tanto, fue omitido del gréfico.

4.1 Anélisis microbiologicos generales

Por la ausencia de padrones microbiologicos en la legislacion, de la Union Europea,
para la carne salada y seca de ovinos/caprinos, fueron tomados como referencia
parametros descritos en la literatura para productos afines, como la buchada, la carne
de sol y similares. Los resultados estadisticos fueron obtenidos a través del programa
IBM SPSS statistics 20, los graficos y tablas, fueron ejecutadas a través de Microsoft

Excel 2007. Los resultados obtenidos durante este trabajo son detallados a continuacion:

TABLA A. Evaluacion microbioldgica de carne seca v salada de ovino y caprino

Especie C. C. Levadura Staphylo- Psicrofilos  Clostridios  Mesdfilos  Salmonella
Totales Fecales  s/mohos ccocus (NMP/g)

Cabra

1,6£2,1 0,4+1,08 6,4+1,00 7,0£1,03  7,8+1,13 6,2+9,32 88109 0

Oveja

2,4+1,61 1,5+1,56  7,2+1,00 7,6£1,22  7,240,64 2,045,00 9,3t1,35 0
Signifi-
cancia NS ** ** NS * NS NS 0

Niveles de significancia: *p<0,05; **p<0,01
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Los resultados obtenidos para clostridios sulfito-redutores estdn expresados con el
NMP/g y el resto de las bacterias: Coliformes fecales y totales, Levaduras y mohos,
Staphyloccocus aureus, bacterias psicrofilas y mesofilas, en logaritmo decimal del
nimero de unidades formadoras de colonias por grama de producto analizado (LOG
UFC/g).

Gréafico A. Media de microorganismos para cabras y caprinos expresada en LOG
UFC/g.

10

M cabra

M oveja
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Grafico B. Media de microorganismos para cabras y caprinos expresada en LOG
UFC/g, incluyendo el desvio padron.
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Microrganismo

Al comparar los microorganismos de ambas especies, se verificd que hay diferencias

significativas para los Psicrofilos, coliformes fecales y levaduras y mohos (Tabla A.)

Estas variaciones pueden tener origen en las caracteristicas intrinsecas inherentes a cada

especie, como la flora, la actividad de agua (aw), el pH y el potencial 6xido-reduccion.

Para las muestras analizadas, de los ejemplares de cabras y ovejas, los coliformes totales
dieron como resultado los valores de 1,6+2,1LOG UFC/ en muestras de cabra y
2,4+1,61L0OG UFC/g en muestras de oveja.

En cuanto a coliformes fecales la media para cabras fue de 0,4+1,14LOG UFC/g y para
ovejas 2,2+1,39LOG UFC/g. La carne de cabra presenta valores inferiores a los
encontrados en la literatura, lo cual asegura que es un producto inocuo para el
consumidor. A pesar de que la carne de oveja presenta valores mas elevados, estos
todavia son del mismo orden de amplitud de la bibliografia consultada. Silva (2001), al

analizar la Carne-de-Sol Elaborada con bajas concentraciones de NacCl, refirié valores
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para coliformes fecales de 2,6 LOG NMP/g de muestra de carne de bovino curada con
bajas concentraciones de sal (2,9%-11,9%). Madruga (2006) refiri6 valores de 2,1 a
5,0 LOG NMP/g de coliformes fecales en la buchada caprina pre-cocinada. EIl Jornal
Oficial da Unido Europeia, no presenta cualquier legislacion en cuanto a este tipo de
producto, pero define para preparados de carnes rengos entre5000 UFC/g de muestra
(2,70 LOG UFC/g de muestra), considerado como satisfactorio, a 5000 ufc/g de
muestra (3,73 log ufc/g de muestra), considerado como aceptable. Hay que referir que
en 60% de los lotes no fue detectada presencia de coliformes fecales, asegurando que
ambos productos son seguros. Sin embargo los resultados sugieren que la calidad de la
materia prima puede tener una variacion entre lotes, o que algunas medidas de buenas
practicas de manufactura podran presentar fallas. La presencia de coliformes fecales
pueden tener diversos origenes, que pueden ir desde el punto de abate (principalmente
clandestino, que no es este caso en particular), llegando a contaminar la carne con una
manipulacién inadecuada de visceras intestinales, hasta el uso de agua contaminada para
lavar la carcasa. Segun Moura (2006) no se debe pasar por alto una elevada presencia a
de Coliformes termo-tolerantes en los alimentos, ya que representan un potencial
problema para la salud pdblica. Moura et al. (2007) afirma que la contaminacion de la
carne por parte de los Coliformes acontece por limpieza y sanidad deficiente durante el
proceso, manipulacion y almacenaje del producto carnico. Afirma también, que
resultados de esta naturaleza sefialan problemas que pueden estar ocurriendo en toda la
cadena productiva, provocando la contaminacion fecal directa o indirecta. Segun Jay
(2000), la meta de producir comida seca es tener un total de 100 UFC/g de muestra, o
no mas que esto, en el recuento total de Coliformes. Sin embargo, afirma que, aunque la
presencia de un gran nimero de coliformes y E. coli en los alimentos es altamente
indeseable, seria virtualmente imposible eliminarla de todos los alimentos frescos y

congelados.

Moura et al (2006) y Fernandes et al (2009) al evaluar carcasas de carne caprina
identificaron que 19,1% e 61,4% de las muestras contenian Staphylococcus aureus en

valores superiores al permitido por la legislacion Brasilefia.

Por otro lado Xavier e Joele (2004) en el recuento de Staphylococcus aureus
encontraron niveles elevados (10* a 10’ UFC/g) en 80% de las muestras de carne

bovina. Silva (2001) encontraron en carne-de-sol en establecimientos inspeccionados
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periodicamente, el valor de media de 59 LOG UFC/g de muestra y en los no
inspeccionados, un valor para la media de 6,78 LOG UFC/g de muestra (méas del 50%
presentaron valores superiores a 7 LOG UFC/g), concluyendo, que como la media del
recuento fue superior a 5 LOG UFC/g de muestra, la carne de sol de ambas categorias
de establecimientos, representan un riesgo sanitario. La Resolusion RDC n° 12, de 2 de
enero del 2001, de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL,
2001), establece la tolerancia méxima permitida para Staphylococcus aureus en
productos cérnicos refrigerados o congelados de 5x10°. UFC/g (3,73 LOG UFC/g).

Con respecto a las muestras analizadas, la media de Staphyloccocus para caprinos fue
7,0+£1,03LOG UFC/g de muestra y para los ovinos de 7,6+1,22 LOG UFC/g. 100% de
las muestras mostraron presencia de Staphyloccocus, sin embargo, las colonias halladas
de S. aureus son atipicas presentando coloracion ceniza y cuagulasa negativa . Oliveira
(2012) las identifico como Staphyloccocus xylosus, microorganismos tipicos de carnes
fermentadas, ya que desempefian un papel fundamental en la fermentacion,
contribuyendo para el desarrollo del flavor. Su elevado nimero se debe a la
conservacion refrigerada y a la presencia de NaCl, que inhibe el crecimiento de otros
microrganismos, permitiendo el desarrollo de S. xylosus. Esta especie es reconocida por
ser no patodgena, exenta de enterotoxinas capaces de desencadenar una intoxicacion
alimentaria. EI conteo de Staphyloccocus en estos productos sugiere que las normas de
higiene fueron respetadas durante el proceso y que es un producto seguro para el

consumidor.

El conteo total de la flora saprofita de un producto, puede ser utilizado como indicativo
historico del tipo de manipulacién al que fue sometido, refiriéndose a la calidad de la

materia prima, asi como, al tiempo de vida del producto final.

Como resultado del recuento de meséfilos, obtuve una media de 8,8+1,09 LOG UFC/g
de muestra para caprinos y para ovinos de 9,3+1,35 LOG UFC/g de muestra. Para Silva
(1995), las medias de establecimientos inspeccionados y no inspeccionados, fue de 6,2 a
7,4 LOG UFC/g respectivamente, la legislacion brasilera y europea no especifica un
limite de recuento total para microorganismos en carnes y productos derivados. Sin
embargo con la literatura consultada en general, los productos con un recuento de 5-6
LOG UFC/g, se consideran como altamente contaminados e impropios para el consumo

humano. Jay (2000) dice que recuentos de mesofilos a partir de 7 LOG UFC/g, pueden
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presentar olores desagradables y deterioro. En el andlisis de “buchadas” realizado por
Costa et al, (2005), en algunas ciudades, los recuentos de meséfilos fueron altos, con
rangos desde 5.5 a 6.9 LOG UFC/g, indicando alta contaminacién, posiblemente
durante el abate y etapas del proceso del producto. Fung et al., (1980) definié el rango
de 5a6 LOG UFC/g como aceptable para bacterias mesofilas en productos carnicos.

De acuerdo a la bibliografia consultada, algunos de los lotes salen de los margenes pre-
establecidos para productos similares, apuntando a una posible contaminacién de la
materia prima, deficiente higiene al manipular el producto durante el proceso de

elaboracion, o condiciones inadecuadas para la conservacion del producto.

El recuento de los psicréfilos, arrojo los siguientes resultados para cabras con una media
de 7,8+1,13 LOG UFC/g de muestra y una media de 7,2+0,64 LOG UFC/g para ovejas.
Segun Roca & Serrano (1995), el deterioro de la carne se inicia cuando el conteo de
psicrofilos es de 6 log UFC/g, provocando decoloracion de la superficie en cuestion.
Una gran gama entre los 7 y 8 LOG UFC/g sufren olores extrafios; entre 8 y 9 LOG
UFC/g surgen alteraciones indeseables de sabor; y en conteos alrededor de 9 LOG
UFC/g aparece limo superficial. Los resultados para ambas especies son
insatisfactorios.  Para productos carnicos la elevada poblacién de microorganismos
psicrofilos en el alimento resulta en varios defectos, los cuales, incluyen alteraciones de
sabor y defectos fisicos, determinando la vida Util del producto. A pesar del elevado
numero de psicrofilos, en algunas muestras, no hubo signos de deterioro de textura, olor

u organolépticos, en ninguna de las muestras examinadas.

Luego de realizado el recuento de levaduras y mohos, la media para caprinos fue de
6,4+1,00 LOG UFC/g y para ovinos de 7,2+1,00 LOG UFC/g. COSTA (1999), encontrd
levaduras y mohos, para muestras de carne de sol, con valores entre 3,8 a 4,4 LOG
UFC/g, como no existe legislacion Brasilefia que regule niveles de levaduras y mohos
para productos carnicos, tomo en referencia los analisis de carnes de calidad inferior
utilizadas como materia prima para embutidos por VALLADARES et al.,(1997)ano do
artigo) que obtuvo un valor de de 4,4 LOG UFC/g, considerado como coherente, 0 sea,
aceptable. Por lo tanto dentro de las muestras analizadas, y considerando la literatura,
estos resultados pueden mejorar un poco, analizando mas a fondo, las condiciones
inherentes a estas dos especies y las propiedades de su carne, examinar que factores
pueden estar afectando el crecimiento de levaduras y mohos, para reducir un poco su

proliferacion.
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El recuento de clostridios sulfitos-reductores resulté en la media de 6,2+9,32 NMP/g
para caprinos y para los ovinos el resultado fue una media de 2,0£5,00 NMP/g.
MACHECHA et al. (2010,) obtuvo el resultado para el conteo de esporas sulfito
reductor menor que 10 NMP/g, en su estudio sobre la vida Gtil y aceptacion sensorial de
la Salchicha Bratwurst, y lo clasific6 como un producto sin contaminacién por parte de
clostridios, a pesar de ser un producto libre de nitritos. Las muestras positivas en este
caso, presentaron alta contaminacion, sin embargo sélo fue una minoria de 40% del
total de las muestras analizadas, o sea, que pudo deberse a alguna razén en particular
con respecto a la materia prima la materia prima o a las practicas de higiene durante la

manipulacién , transporte o conservacion, de los lotes en cuestién.
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4. Conclusiones

Una de las primeras conclusiones a las que hemos llegado en este trabajo, es que las
piezas son un producto carnico que permite valorar materias primas de bajo interés

econdmico, como es el caso de la carne proveniente de caprinos y ovinos adultos.

Con la creciente busqueda de productos distintos de los géneros alimenticios que
constituyen la dieta cotidiana de las poblaciones, las piezas de carne de caprino y ovino
se presentan como buenas alternativas para tomar un lugar importante en el mercado,

ayudando de esta forma a la economia de las poblaciones locales.

Sin embargo, al verificar los numeros de flora saprofita, por ejemplo, observando la
elevada presencia de mesofilos, psicréfilos, levaduras y mohos, en las muestras
analizadas, podemos mencionar como desventaja, que la limitacion de plazo de vida util

del producto, es una consecuencia directa a manifestarse.

En cuanto a los parametros higiénico-sanitarios, la ausencia de Salmonella, asi como de
S. aureus cuagulasa positivos, coliformes fecales y clostridios sulfito-reductores, dentro
de los valores encontrados en la literatura aseguran que estos productos poseen un

riesgo minimo de provocar intoxicaciones alimentarias debido a estos microorganismos.

Por otro lado, la presencia de coliformes fecales y clostridios sulfito-redutores en
algunos lotes analizados evidencian que puede haber deficiencia en las buenas précticas
de fabricacion a lo largo del proceso de transformacion. Es importante establecer el
programa de HACCP, para identificar riesgos especificos durante el proceso industrial y
establecer medidas de control con el fin de asegurar la calidad microbiologica del

producto final.

Posteriormente, como recomendacion, cabe mencionar que deberia desarrollarse
estudios a cerca del proceso de secado y salado, asi como la posible adicion de

conservantes, que eviten alterar las caracteristicas del producto, contribuyendo a reducir
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el nimero de microorganismos, con la finalidad de crear un producto de mayor calidad,

seguridad y durabilidad para el consumidor.
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