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Evaluacién de una nueva tecnologia para la generacién de ozono en la reduccion de
Escherichia coli productora de la toxina Shiga (STEC) y Salmonella en canales de res

Carolin Alondra Brito Santos

Resumen. La industria carnica continuamente busca alternativas para eliminar la presencia de
patdgenos en las canales de res. Los objetivos de este estudio fueron determinar la efectividad de
una intervencién basadaen la generacion de ozono en cortes de res, y el mejor tiempo y método de
aplicacion de ozono en muestras de carne de res para la reduccién de Escherichia coli productora
de las toxinas Shiga (STEC) y Salmonella. Se inocularon lostrozosde carne con cocteles de STEC
y Salmonella. Los tratamientos se aplicaron por dos métodos: Inmersiony Aspersion con cinco
tiempos de aplicacién (0, 5, 10, 15, 20 s), y con tiempos de exposicion a las 0 y 24 horas. Se
evidencio una reduccion en STEC a las 24 h de 0.93 Log;o UFC/cm2 (aspersion) y 0.27 Logio
UFC/cm?2 (inmersion). En Salmonella a las 24 h se redujo 0.84 Log;o UFC/cm2 (aspersion) y 0.19
Logio UFC/cm2 (inmersion). EImétodo de aspersion controlé STEC disminuyendo0.93 logaritmos
y Salmonella disminuyendo 0.84 logaritmos en condiciones de almacenamiento de 4 - 7 °C durante
24 h. El mejor tiempo de aplicacion fue a los 5 segundos, luego de este no se demostraron mejoras
en los resultados. La aplicacién tiene un mayor efecto a las 24 horas de exposicion en ambiente de
refrigeracion. Se requiere evaluar sinergia entre una intervencion con ozono utilizando agua
caliente y acido lactico que es cominmente utilizada en la industria.

Palabras clave: Antimicrobiano, aspersion, inmersién, reduccion de patégenos.

Abstract. The meat industry is continuously looking for alternatives to eliminate the presence of
pathogens in beef carcasses. The aims of this study were to determine the effectiveness of a novel
0zone-generation intervention in beef cuts, as well as the best time and method of application of
ozone in beef samples for the reduction of Shiga-toxin producing Escherichia coli (STEC) and
Salmonella. The pieces of meat were inoculated with STEC and Salmonella cocktails. There were
two methods of application for the treatments: Immersion and Spray. Both treatments took place
in five application times (0, 5, 10, 15, 20s), with exposure times at 0 and 24 hours. Reductions of
STEC at24 h of 0.93 Log;o CFU/cm? (spray) and 0.27 Log;o CFU/cm2 (immersion) were observed.
There was a reduction of Salmonella at 24 h of 0.84 Log;o CFU/cm?2 (spray) and 0.19 Logo
CFU/cm2 (immersion). The spray method caused a decline in STEC of 0.93 logarithms, and a
decline in Salmonella of 0.84 logarithms under storage conditions of 4 - 7 °C for 24 hours. The
best application time was at 5 seconds, and beyond this time, the results indicated no further
improvement. The applicationhasa greater effectat24 hours of exposure in acoolingenvironment.
For future studies, consider an evaluation of the synergy betweenan intervention with ozone, while
using hot water and lactic acid.

Key words: Antimicrobial, immersion, pathogen reduction, spray.
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1. INTRODUCCION

La industria alimentaria se ve afectada por las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos
(ETA) y su efecto en los consumidores. Es la razon por la cual, a través del tiempo ha estado
buscando respuestas para reducir los riesgos de producir alimentos contaminados, busca garantizar
la seguridad en sus productos y de igual manera ser eficiente en sus procesos haciendo un buen uso
de sus recursos.

En los Estados Unidos, las enfermedades transmitidas por los alimentos causan alrededor de 3000
muertes cada afio (CDC 2011). Existen distintas enfermedades asociadas a los alimentos carnicos,
entre las que son de interés para la industria y los reguladores incluyen las enfermedades causadas
por la presencia de Salmonella y el grupo de Escherichia coli productores de la toxina siga (STEC,
que incluyen O157: H7, 026,0103,045, 0111,0121 y 0145).

El término Escherichia coli, productor de la toxina Shiga (STEC) abarca un grupo de patégenos
alimentarios emergentes, que se han visto relacionados en numerosos brotes a nivel mundial.
Siendo responsables de infecciones y enfermedades gastrointestinales graves tales como el
sindrome urémico hemolitico (SUH) y la colitis hemorragica (CH). Dentro de los alimentos que
han sido vinculados a estos brotes, se pueden destacar las carnes y derivados carnicos crudos o que
no han sido cocidos lo suficiente al momento del consumo (Ripodas Navarro etal. 2017).

La Salmonella es uno de los patégenos transmitidos por los alimentos mas comunes en los Estados
Unidosy a nivel global, y causa mas de 1 millon de enfermedades por afio (Scallan et al. 2011).
En los ultimos afios lo brotes de enfermedades producidas por Salmonella hansido vinculados a la
contaminacion de pepinos, pollo, huevos, pistachos, atin crudo, germinados, carne molida y
muchos otros alimentos. Los sintomas de infeccion generalmente aparecen entre 6 horasy 6 dias
después de comer un alimento contaminado, pero pueden demorarse mucho mas. Estos sintomas
incluyen diarrea, fiebre y c6licos estomacales. En la mayoria de los casos, la enfermedad dura de
4 a 7 diasy las personas se recuperan sin tratamiento con antibiéticos (NCEZID 2020).

En la industria se han implementado unaserie de programas de inocuidad y buenas practicas para
minimizar la contaminacion de la carne durante la faena. Sin embargo, aun con buenas précticas e
higiene, se puede contaminar canales inadvertidamente y la presencia de patdgenos p uede hacer
que el producto se declare adulterado, en el caso de las STECs en carne no intacta de res. Es por
esto que la industria aplica una serie de intervenciones para reducir los microorganismos de las
canales, entre tales tratamientos se incluyen: el recorte de las superficies contaminadas, aspiradora
de vapor, lavado; enjuague con agua caliente, lavados con acidos organicosy pasteurizacion al
vapor. También se ha demostrado que el proceso de enfriamiento en seco y almacenamiento
refrigerado de canales de carne de vacuno causa una disminucion en el nimero de bacterias
supervivientes (Ingham 2003).

El ozono (O3) es una forma alotropicade oxigeno (O,), siendo un potente oxidante presente en la
atmosfera y es producido comercialmente por maquinas ozonizadoras simples. Es un poderoso
agente antimicrobiano en sus formas gaseosas y acuosas. El ozono se disuelve facilmente en agua
y conserva su propiedad antimicrobiana incluso en estado disuelto (Sadatullah et al. 2012).



El ozono tiene la capacidad de oxidar la materia organicay destruir componentes de membrana en
ciertos microorganismos (bacterias, hongos, virusy parasitos) causando su inactivaciony cambios
en el ADN. Los resultados de una prueba de citotoxicidad revelaron que el tratamiento del ozono
podria degradar la estructura del ADN; sin embargo, la degradacién celular y los productos de
toxicidad existian en diferentes tiempos de tratamiento del ozono.

El andlisis metabdlico indicé que los productos de degradacion de los ADN tratados con 0zono
debilitaron el trastorno metabdlico inducido por el ADN, como el metabolismo de los nucle6tidos
relacionados con la purina; el metabolismo de Krebs y la formacién de energia relacionado con el
ciclo; y el metabolismo de lipidos, alcaloides y aminoacidos (Xu etal. 2019). Lo anterior implica
queelozonotiene lacapacidad de desnaturalizar proteinasy ADN. Elozono interfieree interrumpe
el metabolismo de las células bacterianas, a través de la inhibicion y bloqueo del funcionamiento
metabolico del sistema de control enzimatico.

La mayoria de las empresas procesadoras de res que estan considerando modificaciones en sus
practicas de saneamiento estdn evaluando la posibilidad de incluir el ozono; utilizando esta
tecnologia como un paso adicional/intervencion final, o como parte del saneamiento de las
superficies de contacto con los alimentos. Un reciente anélisis de costos de un sistema movil de
saneamiento de la superficie de ozono realizado por una instalacion de procesamiento de alimentos
mostro que el procesador redujo el proceso de saneamiento de la superficie de cuatro a dos pasos,
reduciendo asi el uso diario de agua parael proceso de saneamiento de 15,000 a 6,000 galones.

Para contribuir con los esfuerzos de la industria carnica en su busqueda de nuevas alternativas para
intervencidn en canales para eliminar la presencia de patdgenos, se disefid este proyecto para
evaluar la aplicacion de una intervencion con ozono ademas de las intervenciones existentes como
la aplicacion de aguay acido lactico. Los objetivos de este estudio fueron:

e Validar la efectividad de una intervencion a base de 0zono como agente antimicrobiano para la
reduccion de STECs y Salmonella spp. en cortes de canalesde res.

e Determinar el mejor tiempo y método de aplicacion de ozono en muestras de carne de res para
la reduccion de Escherichia coli productora de las toxinas Shiga (STEC) y Salmonella.



2. MATERIALESY METODOS

Ubicacion del estudio

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de microbiologia ubicado en el edificio de ciencias
experimentales en “Texas Tech University”, el muestreo se realizd entre los meses de enero y
febrero del 2020.

Seleccién de muestras

Las muestras de la canal fueron proporcionadas por una planta carnica ubicadaen Texas, Estados
Unidos interesada en colaborar en el proyecto. Las muestras se seleccionaron aleatoriamente
utilizando trozos de carne cortados a una dimensiénde 2 x 2 x 2 cm.

Preparacion del indculo

Los cultivos se seleccionaron de un congelador a -80 °C del banco de sepas del ICFIE donde se
mantienen almacenados para preservar su viabilidad. Siete aislados de Escherichia coli (STEC)
que producen la toxina Shiga y tres cepas de Salmonella, se utilizaron para validar la efectividad
de la intervencion. La informacién de los aislados y su descripcion se muestran en los Cuadros 1y
2.

Cuadro 1. Cepas de Escherichia coli (STEC) productoras de la toxina Shiga.

STEC Cadigo Shiga toxina Fuente
Serogrupo
026 ECRC 0.1302 + Bovino
0103 ECRC 97.1377 + Bovino
045 ECRC 2.1064 - Bovino
0111 ECRC 3.1009 + Bovino
0121 ECRC 3.1064 - Humano
0145 ECRC 9.0538 + Carne de res molida
0157:H7 ATCC 51657 + Bovino




Cuadro 2. Cepas de Salmonella.

Patdgeno Serotipo Cadigo Fuente

Salmonella Typhimuriun BAA712 Humanos
Salmonella Newport ATCC 6962 Humanos
Salmonella Enteritidis ATCC 31194 Humanos

La siembra de las cepas de STEC se realiz6 en el medio de cultivo agar MacConckey, y la
cuantificacion de Salmonella se realiz6 en agar Xylosa Lisina Tergitol 4 (XLT4). Los aislados de
STEC y Salmonella fueron sembrados por estria antes del inicio del estudio para confirmar el
crecimiento tipico en los medios MacConkey y XLT4. Se transfiridé por separado una colonia
aislada de cada cepa con un asa de inoculacion a3 mL de BHI (caldo de infusion de cerebroy
corazén)y se incub6 a 37 °C durante 24 horas. Al culminar las 24 horas, se transfirié 100 uL de
cada cultivo enriquecido a tubos BHI de 3 mL y se incub6 a 37 °C durante 24 h. El cdctel de
Salmonella se hizo afiadiendo 2 mL de cada cultivo enriquecido de Salmonella en un tubo estéril,
el coctel STEC se hizo afiadiendo 1 mL de cada cultivo STEC enriquecido en un tubo estéril.

Inoculacion del producto

Se diluy6 el cocteldos veces (102) colocando 1 mL de coctelen 9 mL de aguade peptona buferada
(BPW), a continuacidn, se tom¢ 100 ul del coctel diluido (10-2) y se inoculd un lado de una pieza
de 2 x 2 x 2 cm de carne de res repitiendo el proceso por triplicado por cada punto de muestreo.
Luego de la inoculacidn, se permitié que los cubos de carne reposaran durante 5 minutos para
asegurar la adherencia de las células. Se inocularon 122 trozos de carne en la primera repeticion
utilizando los 2 cécteles enriquecidos de Salmonella y STEC con distintos métodos de aplicacion
(Inmersién y Aspersién), 5 tratamientos basados en tiempos de exposicion (0, 5, 10, 15, 20s), tres
réplicasy 2 controles para observar el crecimiento de la bacteria en el coctel, siendo un total de
366 trozos de carne al final del experimento.

Para la generacion de ozono se utilizé la tecnologia Biosafe® por “BioSecurity technology”, esta
tecnologia patentada estd aprobada por la FDA, USDA y EPA para la aplicacion directa en
alimentos y puede ayudar a crear una nueva estrategia de limpieza reduciendo el consumo de
productos quimicos agresivos. Los medidores ORP “Oxidation Reduction Potential”, en espafiol
potencial de reduccion de oxidacion, van ubicados al lado de los sistemas para asegurar el
rendimiento del sistema de 650 mV.

Antes de aplicar el tratamiento con ozono se midid la concentracion de ozonoen la soluciény el
ORP en el agua ozonada obteniendo 2.1 ppm como concentracion de ozono y 880 mV como
potencial de reduccion oxidativo (valores mayores a 650 mV se consideran mas efectivos). Los
tratamientos se aplicaron por dos métodos: Inmersion y Aspersion y cinco tiempos de exposicion
(0,5, 10, 15, 20s).

El tratamiento de aspersion se realizd a una distancia de 10.16 cm con un angulo de 45 grados
desde la superficie de la carne con presion de la boquilla de 3.785 L/min abarcando toda la
superficie. En el tratamiento para el método de inmersidn se aplicé por 5 segundos, se mantuvo un
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flujo constante evitando la volatilizacion del ozono. Se utilizé un vaso de precipitacion de boca
ancha con capacidad de 1000 mL en ddnde se introdujeron los trozos de carne inoculados, siempre
se mantuvo las medidas asépticas, haciendo cambio de pinzas y del agua ozonada en cada
tratamiento. Los recuentos microbioldgicos se realizaron a las 0y 24 h después de la aplicacién de
los tratamientos. Los trozos de carne inoculados y tratados que fueron analizados a las 24 h se
almacenaron en refrigeracion con una temperatura entre 3 - 7 °C.

Analisis microbiol6gico

Al final de los tratamientos, los trozos de carne tratados se colocaronen una bolsade 710 mL. Se
afladieron un total de 25 mL de BPW a las bolsas y se homogeneizaronen un Stomacher a 230
RPM durante 1 minuto. La muestra homogenizada se diluy6 en serie y se plated siguiendo el
método de dilucién por gota. Se realizarony sembraron distintas diluciones: 10-3. 104 10 para los
tratamientos y los controles con diluciones de: 10-7- 10-8. ¥ 10-°. Se realizaron triplicados de cada
dilucion, resultando 9 gotas en cada plato con unamicropipetade 10 pL. Estatécnicaesunamezcla
de componentes microbioldgicos y componentes de disefio, el DP tiene una versidon en miniatura
del método del método de propagacion (SP). En las placas se colocaron 14 mLI de agar de soja
triptico (TSA) antes del plateado para evitar tener células dafiadas pero viables, las colonias fueron
contadas y las cuentas transformadas para registrar UFC/cm2. Se utilizé un rango contable de 2 -
25 colonias, se tom6 un promedio de las nueve observaciones dentro de cada tratamiento, tres
repeticiones técnicas y tres repeticiones bioldgicas. Se obtuvieron las UFC/mL al multiplicar el
promedio por la dilucién, luego se multiplica por los 25 mL agregados a la bolsa donde se
sumergieron los trozos de carne y dividido entre cuatro porque solo se inoculd la superficie de la
carne obteniendo UFC/cm2que luego seria reportado en Logso. (Promedio X dilucion=UFC/mL),
(UFC/mL x 25 = UFC/4cm?), (UFC/4cm?2+ 4= UFC/cm?), (Log;o UFC/cm?2).

Disefio experimental

Se us6 un disefio completamente al azar con un arreglo factorial de dos factores con dosy cinco
niveles respectivamente, método de aplicacion (aspersién e inmersién) y tiempo de exposicion (0,
5,10, 15, 20 segundos) con medidas repetidasen el tiempo (0, 24 h). El experimento se repiti6 tres
veces y se utilizo el paquete estadistico R v3.3.4 para realizar un ANOVA comparando los
diferentes tratamientos. Se consideraron diferencias significativas en un nivel alfa de P <0.05. Las
diferencias significativas encontradas, se evaluaron con pruebas T por pares con ajuste de
Bonferroni. Los resultados fueron expresados en logaritmo de unidades formadores de colonias
(Logio UFC/mL) antes de analizarlos como unamejor escala para presentar los datos y graficarlos
(Saini etal. 2011).



3. RESULTADOSY DISCUSION

Se inici6 con un indculo de ~5.58 Log;o UFC/cm2 aproximadamente. En el cuadro 3 se muestran
los recuentos después de los tratamientos aspersion e inmersion. A las 0 horas de aplicacidn, con
el método de aspersion desde 0 segundos o ausencia de tratamiento hasta 20 segundos se observo
una reduccién de los niveles de bacterias de STEC de aproximadamente 0.64 Logio UFC/cm?
mientras que con método de inmersion se redujo 0.24 Log;o UFC/cm2. Después del tratamiento
con 5 segundos no se observo reducciones subsecuentes en el resultado. Kalchayanand y
colaboradores en el 2019 al realizar una aplicacion con ozono acuoso como intervencion de
enfriamiento por pulverizacion contra Escherichia coli O157: H7 sobre superficies de carne fresca
obtuvieron una reduccion de aproximadamente 0.5 Log;o UFC/cm2. Se compard entre tiempos de
aplicacion y se observaron diferencias significativas (P = 2.499x10-%) entre los métodos de
aplicacion no se observaron diferencias significativas (P = 0.08342) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Conteos del coctel de Escherichia coli (STEC) antes y después de la intervencion con
ozono a las 0 horas (Log;o UFC/cm?).

0-horas (Logi0 UFC/cm?+ DE)

Tratamiento

Aspersion Inmersion
0 segundos 5.61+£0.06 A 5.56 £0.04 Ax
5 segundos 4.84+£0.16 Bx 5.29 £0.08 Ax
10 segundos 4.85+0.10 Bx 5.30 £0.08 Ax
15 segundos 4.98 £0.10A8x 5.21£0.07 Ax
20 segundos 4.97 £0.16 Bx 5.32+£0.08 Ax

AB |etras diferentes dentro de la misma columna representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre
los tiempos de cada tratamiento

x |etras iguales dentro de la misma fila no representan diferencia estadistica (P > 0.05) entre los
métodos de tratamiento

I'D.E. Desviacion Estandar

En el Cuadro 4 se puede observar el efecto de la temperatura de almacenamiento, entre 4 -7 °C
aproximadamente. A las 24 horas de aplicacidn, el inéculo fue aproximadamente de 5.33 Logig
UFC/cm2 con el método de aspersion desde 0 segundos o0 ausencia de tratamiento hasta 20
segundos se observé una reduccion de los niveles de bacterias de STEC aplicadas de
aproximadamente 0.93 Logig UFC/cm2, mientras que con método de inmersion se redujo 0.27
Logio UFC/cm2. Recuentos similares a los obtenidos se observaron en otros estudios donde se
evalué laaplicacion de ozono en canales de res donde los niveles de bacterias luego del almacenaje
en enfriamiento fueronde 0.99 Log;g UFC/cm?2 (Kalchayanand et al. 2019). Al comparar entre los
tiempos de aplicacion se observaron diferencias significativas (3.868x10-14) entre los 0 segundos,
comparados con los 5, 10, 15 y 20 segundos de aplicacién. Entre métodos de aplicacion se
observaron diferencias significativas (P =0.0002082) (Cuadro 4).



Cuadro 4. Conteos de Escherichia coli (STEC) antes y después de la intervencion con 0zono en
almacenamiento de 4-7 ° C durante 24 h (Log;g UFC/cm?).

24-horas (Logio UFC/cm? + DE)

Tratamiento

Aspersion Inmersion
0 segundos 5.33+£0.06 A 5.31£0.10 A
5 segundos 4.47+0.228By 5.18 £ 0.04 Ax
10 segundos 4.34+£0.098y 5.23 £0.06 A
15 segundos 4.60+0.078By 5.21 +0.03 4
20 segundos 4.39+£0.128y 5.14 £0.06 Ax

AB |etras diferentes dentro de la misma columna representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre
los tiempos de cada tratamiento

xy letras diferentes dentro de la misma fila representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los
métodos de tratamiento

I'D.E. Desviacion Estandar

Al realizar dichos experimentos se observo una mayor reduccion de los niveles de las bacterias de
STEC inoculadas a las 24 horas, éste seria el tiempo que tardan las canales en refrigeracion, el
proceso de refrigeracidn tiene un efecto de reduccién adicional. Al comparar los 0 segundos de
aplicacion en ambos tiempos de aplicacion, a las 0 horas se reportd 5.61 £ 0.06 Log;g UFC/cm?2
mientras que a las 24 horas se reportd 5.33 £ 0.06 Log;o UFC/cm2teniendo una reduccion de
aproximadamentede 0.28 Log;o UFC/cmZ2con el método de aspersion. Con el método de inmersion
a los 0 segundos de aplicacion se reportd 5.56 +0.04 Log;o UFC/cm2a las 0 horas mientras que a
las 24 horas se report6 5.31 + 0.10 Log;o UFC/cm2 demostrando una reduccion de 0.19 Logg
UFC/cmZesto significa que, aunque el periodo de refrigeracion influyo en que existiera una mayor
reduccidn, la aplicacion de ozono también fue responsable de dicha disminucién.

Segun los resultados obtenidos a los 5 segundos se tuvo una mayor disminucion con respecto a 0
segundos de tratamientos. En otros estudios similaresen canales de resalas 24 horas de exposicion
se produjo una disminucionde 0.7 y 2.0 ciclos Logso en E. coli, con tiempos de exposicion mas
cortos (3 h) la concentracion de ozono probadaen temperaturas (0 — 4 °C) fue de 0.6—-1.0 Logy
ciclos los recuentos de E. coli (Coll etal. 2011).

En el cuadro 5 se muestran los recuentos después de los tratamientos aspersion e inmersion. Se
inicié con un inéculo de 5.39 Log;o UFC/cm?2 aproximadamente. A las 0 horas de aplicacion, con
el método de inmersion desde 0 segundos hasta 20 segundos los niveles de Salmonella se redujeron
unos 0.32 Logio UFC/cm2 mientras que con el método de aspersion se observ6 una reduccion de
aproximadamente 0.48 Log;o UFC/cm2. Castillo y colaboradores en el 2003 demostraron que una
aplicacion de ozono para reducir Salmonella Typhimurium redujo 0.7 Logig UFC/cm? siendo
mayor la reduccidn de los niveles de la bacteria con agua ozonada que aplicando agua sin 0zono.
Al comparar entre tiempos y métodos de aplicacion no se observaron diferencias significativas (P
=0.6833) (Cuadrob).



Cuadro 5. Conteos de Salmonella antesy despuésde laintervencion con ozonoalas0 horas (Logio

UFC/cm?).
Tratamiento Ojk,\ora (Logio UFC/cm?+ DE) _
Aspersion Inmersion

0 segundos 5.18+£0.12 A 5.34 £0.15A
5 segundos 4.46 £0.22 A 5.09 £0.15Ax
10 segundos 4.63+0.15 A 5.06 £0.15A
15 segundos 4.66 £0.20 Ax 5.04 £0.13Ax
20 segundos 4.68 £0.15 Ax 5.03 £0.14Ax

AB |etras diferentes dentro de la misma columna representan diferencia estadistica (P <0.05) entre
los tiempos de cada tratamiento

x |etras iguales dentro de la misma fila no representan diferencia estadistica (P > 0.05) entre los
métodos de tratamiento

I'D.E. Desviacion Estandar

En el Cuadro 6 se podré observar el efecto del combinado con temperatura de almacenamiento, se
almaceno entre 4 - 7 °C aproximadamente. A las 24 horas de aplicacion, el indculo fue
aproximadamente de 5.26 Logio UFC/cmZ2. Al comparar el método de aspersién se observo una
reduccion de los niveles de Salmonella aplicadas de aproximadamente 0.84 Log; UFC/cm?2
mientras que con el método de inmersion se redujo 0.19 Log;o UFC/cm2. En otros estudios, se ha
determinado que un tratamiento con concentraciones de 0.3 - 2.3 ppm de 0zono en el agua redujo
los niveles de bacteria en la superficie de la canal en 1.30 Log;o UFC/cm?(Reagan etal.1996). Al
comparar entre métodos de aplicacidny entre los tiempos de aplicacion se observaron diferencias
significativas (P =0.0008247) entre tiempos de aplicacion se observaron diferencias significativas
(P =2.485x10-12) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Conteosde Salmonella antesy despuésde la intervenciéncon ozono en almacenamiento
de 4-7 ° C durante 24 h (Logig UFC/cm?).

Tratamiento

24-hora (Logi0 UFC/cm? + DE)

Aspersion Inmersion
0 segundos 5.15+£0.09 A 5.13+£0.154
5 segundos 4.37+£0.148By 492 £0.17 A
10 segundos 4.30+£0.118y 4.93+£0.20Ax
15 segundos 4.23+0.178y 4,98 £0.16 A
20 segundos 4.23+0.178y 5.11+£0.18 4

AB |etras diferentes dentro de la misma columna representan diferencia estadistica (P <0.05) entre
los tiempos de cada tratamiento

xy letras diferentes dentro de la misma fila representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los
métodos de tratamiento

I D.E. Desviacion Estandar

Para un mayor efecto del ozono en la superficie de las canales de res se recomienda realizar la
aplicacion con el método de aspersidn, debido a que aparenta tener un efecto fisico que aumenta la
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reduccion de la bacteria objetivo. En este estudio se observé una mayor reduccion con el método
de aspersion a las 24 horas de exposicion, se observoé en todas las aplicaciones cuando se compara
con los 10 segundos de aplicacion no se presentaban mejoras en los resultados.

Segun Arayan y colaboradores en el 2017, la eficiencia del ozono como antimicrobiano en
superficies ha sido documentada en distintos patogenos, entre ellos: Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus
y Escherichia coli con un criterio de reduccion de > 5 Log;o. Comparandolo con los resultados
obtenidos en esta intervencion se notd un criterio de reduccion de aproximadamente 1 Log;y, el
cual puede haber sido afectado por la reaccidn del ozono con la materia organica. Se logré esa
reduccion de> 5 Log;o con 3 ppm de ozono después de 30 segundos de contacto en superficies
(Arayan et al. 2017). Se han reportado reducciones logaritmicas mas bajas, de 2.5 en tejido de
carne a un nivel de ozono de 0.5% siendo diferente magnitudes de tasa de reduccién que van desde
3.0a4.0 Log;o (Baskaran etal. 2012).

La purezay el pH del agua afectan en gran medida la tasa de solubilizacion del ozono, el gas 0zono
se disuelve mas rapidamente en agua desionizada y destilada que en agua del grifo. La materia
organicacontenidaen elaguadel grifo consume ozonoy los minerales catalizan la descomposicion
del ozono. Si aumenta la pureza del agua, aumenta la solubilidad del ozono. La gran solubilidad
del ozono en agua permite su reaccion inmediata con los compuestos solubles y biomoléculas
presentes en los fluidos bioldgicos. Un estudio realizado demostr6 que el tratamiento de bacterias
Gram positivas y Gram negativas con unamezcla de O, y O3 puede matar las bacterias sin generar
resistencia a los antimicrobianos (Giuliani etal. 2018).

El ozono es inestable en soluciones acuosas, se degrada continuamente a oxigeno. El pH afecta en
gran medida la estabilidad del ozono en soluciones acuosas, se demostré que la estabilidad del
ozono en solucién era maximacuando el pH era 5.0. La estabilidad del ozono disminuyd a medida
que aumentaba el pH, indicando que el pH alto y la presencia de materiales que demandan ozono
mejoran la descomposicion del ozono y pueden afectar su capacidad antimicrobiana (Kim et al.
1999).

La tasa de destruccion de microorganismos por un desinfectante generalmente aumenta con el
aumento de la temperatura. En el caso del ozono, sin embargo, a medida que aumenta la
temperatura, el 0zono se vuelve menos soluble y menos estable, pero la velocidad de reaccion del
ozono con el sustrato aumenta. A medida que la temperatura aumenté de 0 a 30 °C, aumentd la
tasa de inactivacion de los quistes de Giardia. Sin embargo, se informo que cuando las bacterias
se trataron con ozono a una temperatura de 0 a 30 °C, la temperatura del tratamiento no tuvo
practicamente ningun efecto sobre la tasa de desinfeccion. Giuliani y colaboradores en el 2018
relacionaron esta observacion con la disminucion de la solubilidad y el aumento de la
descomposicion y reactividad del ozono a medida que aumenta la temperatura. La presencia de
sustancias organicas como la superficie del musculo, con alta demanda de 0zono puede competir
con los microorganismos por el ozono. A medida que las moléculas de ozono entran en contacto
con la pared celular, se produce una reaccion llamada explosion oxidativa que literalmente creaun
pequefio agujero en lapared celular. La bacteriacomienzaa perder su forma mientraslas moléculas
de ozono contintan creando agujeros en la pared celular. Después de miles de colisiones de o0zono
durante solo unos segundos, la pared bacterianaya no puede mantener su formay la célula muere
(Giuliani etal. 2018).



Se ha demostrado que la concentracion de ozono para su aplicacion en alimentos, en este caso
espinaca, no essignificativaal momentode evaluar el efectoantimicrobiano. Un estudio preliminar
in vivo mostré una reduccionde 1 Logso en seis cepas de E. coliy dos especies de Listeria spp. en
espinacas expuestas a 1 ppm de ozono durante 10 min. Mientras que una mayor concentracion de
0zono con menor duracion (10 ppm por 2 min) redujo significativamente E. coliy Listeria spp. (1
Logio). Los impactos de los tratamientos de ozono de 1 y 10 ppm no fueron significativamente
diferentes (Wanietal. 2015).

En otro estudio, los tratamientos con agua ozonizada mejoran la calidad y extienden la vida Gtil
tanto en reses como en la carne de pollo. Se demostré que al poner un filete de pollo en contacto
con agua ozonizadaa 0.38 mg /L de concentracion de ozono durante 120 minutos a 3 °C, reduce
las bacterias mesofilas aerobias en 1 unidad de Log;o UFC/g. Concentraciones de ozonode 0.21y
0.38 fueron capaces de desinfectar bacterias mesofilicas aerobiastotales en 0.42y 0.89 Log;o UFC
/g respectivamente (Fathul y Wajdi 2018).

Un estudio realizado por Karamah y colaboradores en el 2019 con atin demuestra que al ponerlo
en contacto con agua ozonizada durante 120 minutosy con una dosis 0.3 mg/L de ozono a una
temperatura de 25 °C se reduce 1.06 Log;o UFC/g de bacterias mesofilas aerdbicas, logrando
eliminar bacterias hasta 66.7%, en carne tratada con 2.3 mg/L de ozono acuoso se observaron
reducciones de solo 1.3 Logio p/g (Reagan et al. 1996). Al aplicar agua ozonizada sobre came de
mejillén tratada con 1 mg/L de ozono acuoso a 90 minutos de proceso de tratamiento de
ozonizacion, la reduccion en el recuento total fue de 0.7 Logiyg UFC/g se logr6 mediante
ozonizacion (dia 0 de almacenamiento) (Manousaridis et al. 2005).

El efecto combinado de tratamientosde ozonoy calor en jugo de manzana para la inactivacion de
Escherichia coli 0157:H7, Salmonella Typhimuriumy Listeria monocytogenes redujoen 1.50 y
1.60 Log;o UFC/mL, respectivamente, con unaconcentracionde 2.0-3.0 g/m3 durante 1 minuto, a
25y 45 °C, y por debajo del limite de deteccion (1 Logio UFC/mL) a 50 y 55 °C. Se encontro un
efecto sinérgico en la inactivacién de patdgenos en el jugo de manzana tratado con ozonoy
calentado a 50 °C (Sungetal. 2014).

Hay muchosestudios que indican que el efectode unasolaintervencionno es suficiente para poder
mitigar el riesgo de manera adecuaday asegurar la inocuidad de alimentos de nuestro producto, en
este caso, la canal de res. El efecto fisico del método utilizado con mejores resultados (aspersion)
colabor6 en la reduccion de los patdgenos evaluados. El agua caliente, acido lactico entre 2-5%,
acido peroxiacético, 0zono, agua, cambios de temperatura y recorte de canal son intervenciones
especificas a las areas de mayores riesgos con alta concentracion de bacterias, se hace desinfeccién
en las patas con agua hirviendo y al cuello con &cido lactico. El ozono también esta aprobado para
su usoenlos EU en productoscarnicosy avicolas de acuerdo con los estandares actuales de buenas
practicas de fabricacién de la industria (21 CFR 173.368; FDA, 2013).
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4. CONCLUSIONES

La intervencion quimicacon Ozono (O3) en cortes de canales de res redujo aproximadamente
1 Logio, Y tiene un mayor efecto a las 24 horas de exposicién en ambiente de refrigeracion,
pero su efectividad parece estar limitada debido a la rapidareaccion con la materia organica de
la superficie de las muestras de carne.

El método de aspersion present6 los mejores resultados, controlando Escherichiacoli (STEC)
disminuyéndola 0.93 logaritmos y a Salmonella 0.84 logaritmos en condiciones de
almacenamiento de 4 - 7 °C durante 24 h, pero puede haber sido influenciada por la posibilidad
de remocion fisica de las bacterias de la superficie. Después de 5 segundos luego de la
aplicacién, no se demostraron mejoras adicionales en la reduccion de patégenos.
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5. RECOMENDACIONES
Evaluarsinergiaentre unaintervencioncon ozonoutilizando agua caliente y acidolactico antes,
y haciendo muestreos en la planta.

Evaluar un tratamiento con ozono versus un tratamiento con agua utilizando el método de
aspersion.

Cuantificacion bacteriana para observar la dindmica de muerte y poblacién de Salmonella'y
STEC bajo unasolucién de agua ozonizada.

Evaluar tratamientos de ozono en diferentes etapas a lo largo de toda la linea de produccion.

Evaluar el efecto del ozono sobre superficies: evaluando en diferentes materiales como acero
inoxidable o baldosas.

Determinar la efectividad ante diferentes niveles de materia organica.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Grafico de Escherichia coli (STEC) a las 0 horas (Logyg UFC/cm?).

0 horas STEC
%2:00 V 1335, Bx ABx Bx
> N
i L1 ]

0 segundos 5segundos 10segundos 15segundos 20 segundos

M 0 horas Aspersion 0 horas Inmersion

AB letras diferentes representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los tiempos de cada
tratamiento.

x letras iguales no representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los métodos de tratamiento.

Anexo 2. Grafico de Escherichia coli (STEC) a las 24 horas (Logyg UFC/cm?).

24 Horas STEC

0 segundos 5segundos 10segundos 15segundos 20 segundos

M 24 horas Aspersion

AB letras diferentes representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los tiempos de cada
tratamiento.
xy |etras diferentes representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los métodos de tratamiento.
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Anexo 3. Grafico de Salmonella a las 0 horas (Logig UFC/cm?).

0 horas Salmonella

0 segundos 5 segundos 10 segundos 15 segundos 20 segundos

B 0 horas Aspersion  F10 horas Inmersidn

A letras iguales no representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los tiempos de cada
tratamiento.

x letras iguales no representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los métodos de tratamiento.

Anexo 4. Grafico de Salmonella a las 24 horas (Log;g UFC/cm?).

24 horas Salmonella

0 segundos 5 segundos 10 segundos 15 segundos 20 segundos

AB W 24 horas Aspersion [4 24 horas Inmersion

letras
diferentes representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los tiempos de cadatratamiento.

xy letras diferentes representan diferencia estadistica (P < 0.05) entre los métodos de tratamiento.
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Anexo 5. Distribucion de Escherichia coli (STEC) entre (Log;o UFC/cm?2).
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Anexo 6. Distribucién de Salmonella (Log;o UFC/cm?2).
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Anexo 7. Distribucién de Escherichia coli (STEC) entre tiempos de aplicacién (Logyo UFC/cm?2).
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Anexo 8. Distribucidn de Salmonella entre tiempos de aplicacion (Log;o UFC/cm?).
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