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1. ActivTek

ActivTek es una compaiiia lider mundial con la tecnologia RCI especializada en el tratamiento
ambiental con mas de 15 afios de experiencia en el mercado americano y con presencia mundial.
Con origen en EEUU su division industrial de sistemas de fotocatalisis activa RCI™ permite trasladar
la mas avanzada tecnologia al mercado, la cual ha sido probada y testada en el espacio. La
tecnologia actua limpiando el aire interior como la naturaleza limpia el exterior. Al contrario que los
productos que eliminan olores con tecnologias pasivas, ActivTek utiliza hasta 5 formas basadas en la
naturaleza, tecnologias activas que llevan la solucion al problema. Las tecnologias pasivas incluyen
filtros y purificadores de aire electronicos que necesitan que el aire llegue al aparato. Las tecnologias
de los purificadores de aire ActivTek trabajan juntas para limpiar el aire interior, como lo haria la
naturaleza al aire exterior. Es el Unico producto con pruebas validas de varias universidades,
probando la reduccién de hasta el 99.99% de hongos, bacterias y virus, incluyendo MRSA y la Gripe

A sobre las superficies, segun estudios realizados por la empresa.

Introduciendo la adecuada longitud de onda de la luz en la matriz catalitica ActivPure, ActivTek
Environmental ha desarrollado un sistema ultraefectivo para utilizar las propiedades de las lamparas
germicidas ultravioletas (UV Light). En el espectro luminoso entre la luz ultravioleta y los Rayos-X
invisibles, el sistema UVX utiliza el mismo nivel de oxidacion y ionizacién de la luz como ocurre de
similar forma con la luz solar. El sistema ActivePure se crea partiendo de estas propiedades de la
ionizacion y combinandolas con reacciones fotocataliticas de metales nobles especificamente
determinados. Esta innovacion disruptiva en el uso de la luz es lo que hace la tecnologia ActivePure

RCI™ tan efectiva.

Las unidades ActivTek INDUCT se instalan en cualquier sistema de climatizacion o directamente
hacia el plenum y también directamente debajo de cualquier impulsién de ventilacion que este
ubicada en la corriente de flujo del aire. Estas unidades trabajan el aire sin tratar convirtiendo el vapor
de agua (H20) y el oxigeno (O2) directamente en hydro-perdxidos y grupos hidrdxilos, eliminando
olores, hongos, bacterias y virus, y creando un ambiente interior saludable. El aire no tratado se
introduce por los ventiladores de las Unidades de Tratamiento de Aire, pasa a través de las unidades

INDUCT y expulsan aire completamente tratado a través de las salidas de aire.
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2. Fundacion Centro Tecnolégico Andaluz del Sector Carnico

La Fundacion Centro Tecnolégico Andaluz del Sector Carnico es una fundacion sin animo de lucro,
que tiene como objetivo principal contribuir al desarrollo y mejora del sector carnico andaluz y lograr
la competitividad de las empresas en los mercados nacionales e internacionales. La introduccion de
nuevas tecnologias que permitan la optimizacion de procesos y productos es una prioridad para el
Centro.

Entre las actividades que realiza se incluye la validacion y verificacion efectividad de técnicas y
metodologias a escala piloto, y poder realizar la transferencia e implementar nuevas tecnologias y
procedimientos en las empresas interesadas.

El Centro Tecnoldgico, dispone de una planta piloto y en ella se llevan a cabo los estudios y
proyectos de investigacion que el Centro lleva a cabo por iniciativa propia y los proyectos en los
participa con empresas y otros centros de investigacion. La planta consta de una camara de
refrigeracion, un tunel de congelado, una camara de salazon y tres secaderos. En la camara de
refrigeracion y salazén se han realizado los ensayos con los equipos de fotocatélisis de la empresa
ActivTek Europa S.L.

Teica ademas tiene sus propios laboratorios equipados para la realizacién de ensayos.

Figura 1. Laboratorio de Microbiologia Figura 2. Laboratorio de Fisico-quimica
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3. Objetivo

Comprobar el efecto que los equipos instalados por la empresa activTek Europa S.L. tiene sobre las
camaras y sobre las piezas carnicas almacenadas en las instalaciones de TEICA.

4. Descripcion de las instalaciones

El estudio fue realizado en las instalaciones de la planta piloto de TEICA en las camaras de
refrigeracion y salado. Ambas camaras se mantienen una temperatura de entre Oy 4°C. En la cdmara
de refrigeracion se colocaron los equipos RCI objeto del estudio y la camara de salado fue la camara
de referencia. Los ensayos microbioldgicos y fisico-quimicos se realizaron en el laboratorio de
TEICA.

1. Camara de refrigeracion.

La camara de refrigeracion almacena productos y muestras que deben ser mantenidos a
temperaturas de entre 0 y 4°C. Tiene un volumen de 33,02 m3. En esta cdmara se instalaron los
equipos RCI objeto del estudio, y es donde habitualmente se almacenan los productos para su

conservacion.

2. Camara de salazon.

La camara de salazén es la camara utilizada para el salado los productos carnicos de los distintos
ensayos que se llevan a cabo en el Centro. Tiene una temperatura que oscila entre los 0°C y los 4°C,
similar a la que alcanza la cdmara de refrigerado. Sus dimensiones son de 40,38ma.

Se seleccionaron estas dos camaras por su semejanza en cuanto a las dimensiones y porque las dos
camaras se mantienen a la misma temperatura. De esta manera las condiciones en las que se han
conservado los productos carnicos para realizar los ensayos han sido las mismas y es posible

comparar los resultados obtenidos.
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5. Desarrollo del estudio

El estudio se inicid el 27 de Julio. Los equipos fueron instalados por el técnico de la empresa en la
camara de refrigeracion de 4°C.
Previa a la instalacion y puesta en marcha se tomaron muestras de superficies y aire de ambas

camaras segun el protocolo que a continuacion se detalla:

5.1. Toma de muestra Superficies y Aire.
Se tomaron 2 muestras en cada una de las cdmaras de dos puntos distintos. La toma de muestra de
superficies fue realizada con esponja prehidratada y libre de biocidas, Sponge-Stick 3M™, segun
indicaciones del fabricante. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion hasta su andlisis.
Los pardmetros microbioldgicos analizados en las muestras de superficie fueron:

»Microorganismos aerobios-mesofilos totales.

» Enterobacterias.

»Mohos y Levaduras.
La toma de muestras de aire se realizd directamente utilizando placas RODAC. Las placas se
mantuvieron abiertas durante 5 minutos, y posteriormente se incubaron en estufas de cultivo, segun
instrucciones del fabricante. Ademas de este método, y para verificar resultados, se realizé una
modificacion utilizando, placas petri con medio especifico para los distintos parametros objeto del
estudio, que al igual que en las muestras de superficie fueron:

»Microorganismos aerobios-mesdfilos totales (PCA).

» Enterobacterias (VRBG).

»Mohos y Levaduras (Sabouraud-Cloranfenicol).
La toma de muestra y el analisis fue realizado teniendo en cuenta las recomendaciones de los
técnicos de la empresa, y siguiendo un cronograma establecido para todas las muestras, que se

especifica en el punto 5.3.

5.2. Instalacion de los equipos de RCItm,

El técnico de la empresa ActivTek Europe S.L instald un equipo DuctStation de RCI™ de acuerdo a
las dimensiones de la cdmara de TEICA.
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5.3. Control microbiolégico del estudio.
El control microbioldgico del estudio se llevd a cabo sobre piezas camicas, muslos de pollo y cabeza
de cerdo, compradas en establecimiento comercial, con lo cual asegurabamos que se cumplian los
parametros de calidad establecidos por la legislacion para alimentos destinados a consumo humano.
En cada una de las camaras se almacenaron dos bandejas de cada producto hasta su analisis. Una
bandeja con cinco piezas de cabeza de cerdo y una bandeja con muslos de pollo.
Los ensayos microbioldgicos realizados a los productos carnicos fueron los siguientes:
»Microorganismos aerobios-mesdfilos totales.
»Enterobacterias.
»Recuento de estafilococos coagulasa positiva.
»Recuento de E. coll.
»Investigacion de L. monocytogenes.
Los tiempos de andlisis de los productos carnicos, muestras de aire y superficies se realizaron:
T=0 dias. Dia de instalacién del equipo (27/07/2011)
T=2 dias. (29/07/2011)
T=5 dias. (01/08/2011)
T=7 dias. (03/08/2011)
T=9 dias. (05/08/2011)

6. Protocolos de trabajo microbiolégico

6.1. Preparacion de la muestra

Para el andlisis microbioldgico, las muestras se analizaron por duplicado y en condiciones de
esterilidad. Se pesaron 25 gramos de muestra tomadas heterogéneamente y se diluyeron en 225 ml
de caldo agua de peptona tamponada (APT) utilizando bolsas con filtro. Las diluciones madre se
homogenizaron en un homogenizador de paletas para iniciar el andlisis microbiano, tras el
correspondiente tiempo de revivificacion.

Del mismo modo se pesaron y homogenizaron 25 gramos de carne que fue diluida en 225 ml de

Caldo Fraser (CF) para la investigacién de L. monocytogenes.

10



CENTRO TECNOLOGICO
DEL

6.2. Protocolos de trabajo microbiolégico

6.2.1. Recuento de los microorganismos aerobios mesodfilos a 30°C (norma AFNOR V08-011 -
Julio 2001)

Principio

El agar “Standard Plate Count Agar’ denominado PCA se utiliza para el recuento de gérmenes
aerobios totales en diferentes matrices alimentarias, asi como para el analisis de productos
farmacéuticos, de productos cosméticos y de sus materias primas.

Método

Pesar la cantidad indicada por el fabricante, adicionar agua destilada y autoclavar el medio. Colocar 1
ml del producto a analizar o de sus diluciones decimales en las placas de Petri estériles.

Debajo de la campana de flujo laminar depositar 12 ml del agar preparado cuando alcance la
temperatura de 45-50°C. Agitar para mezclar bien y dejar solidificar.

Incubar de forma invertida a 30°C durante 72 horas.

Resultados

Contar todas las colonias sobre las placas de Petri que contengan entre 10 y 300 colonias.

6.2.2. Recuento de enterobacterias en V.R.B.G (ISO 21528-2:2004 e ISO/TS 11133-2:2003)
Principio

El agar V.R.B.G. se utiliza para la identificacion y recuento de bacterias Coliformes ( Escherichia coli,
Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter) de diferentes matrices alimentarias y también el agua.

La presencia de cristal violeta y de sales biliares inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas y
otras bacterias Gram negativas. La degradacion de la lactosa en &cido, caracteristica de los
Coliformes, se revela mediante el viraje a rojo del indicador de pH, el rojo neutro, asi como por un
precipitado de acidos biliares formando un halo alrededor de las colonias.

Método

Pesar la cantidad indicada por el fabricante y llevar hasta ebullicion. Conservar a temperaturas de 45-
50°C hasta su utilizacion.

Colocar 1 ml del producto a analizar y de sus diluciones decimales en placas de petri estériles.
Debajo de la campana de flujo laminar depositar alrededor de 12 ml de medio fundido estéril.
Homogeneizar bien y dejar solidificar. Colocar una segunda capa de medio (su espesor sera de
alrededor de 2 mm). Dejar solidificar de nuevo, incubar de forma invertida a 37°C durante 24-48

horas.

11
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Recuentos
Contar las colonias rosadas a violeta que tengan un diametro de al menos 0,5 mm, rodeadas de un

halo de sales biliares precipitadas. La cifra obtenida se tomara en la prueba del producto a analizar.

6.2.3. Recuento de estafilococos coagulasa positiva

Principio

El Agar Baird Parker RPF (RPF= Rabbit Plasma Fibrinogen) es un medio sélido para la deteccion y
enumeracion de estafilococos coagulasa positiva. El medio tiene una ventaja de ser un medio
selectivo para el recuento de estafilococos positivos y permite el recuento y confirmacion en una sola
etapa. La produccion de coagulasa se considera la principal caracteristica para reconocer la
patogenicidad de cepas de estafilococos, en particular Staphylococcus aureus, y fue el origen de los
desarrollos de Bair Parker con Plasma de conejo.

Método

A partir de la dilucion madre preparada se siembra en placa 0,1 o 1 ml distribuido homogéneamente
sobre 2-3 placas de medio utilizando el asa de drigalski.

Recuentos

Las colonias coagulasa positivas se caracterizan por la formacion de colonias negras o grises con un
halo opaco alrededor perfectamente visible. Los recuentos se hacen sobre aquellas placas que
contienen entre 10-300 colonias caracteristicas.

6.2.4. Recuento de E. coli en agar T.B.X (Triptone Bilis X-Glucose Agar) . (ISO 16649-2 - julio
2001)

Principio

El agar T.B.X. es un medio selectivo para el recuento sin confirmacion de Escherichia coli en los
productos alimenticios. Su composicion es conforme a las recomendaciones de la norma ISO 16449-
2. La selectividad del medio se asegura mediante la presencia de sales biliares que inhiben el
crecimiento de las bacterias Gram positivo. El sustrato cromogénico X-GLUC (5-bromo-4-cloro-3
indolil b-D-glucuronato) permite la deteccion de la b-glucuronidasa, enzima que poseen la mayoria
del 97% de las cepas de Escherichia coli y algunas cepas de otras enterobacterias, como las
Salmonella o las Shigella.

Resultados

Las colonias de Escherichia coli son azules.

12
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Método

Para un recuento, colocar 1 ml del producto a analizar o de sus diluciones decimales en placas de
Petri estériles. Debajo de la campana de flujo laminar colocar 15 ml de medio refundido estéril.
Homogeneizar bien y dejar solidificar. Incubar 24-48 h a 44,5°C.

Limites y precauciones

La presencia de una flora de competicion superior a 150 colonias por placa puede entorpecer la

lectura. Algunas otras cepas de enterobacterias dan también colonias azules (Salmonella, Shigella).

6.2.5. linvestigacion de L. monocytogenes

a) Pre-enriquecimiento.
La preparacion de la muestra se realizara llevando a cabo las indicaciones observadas para la
preparacion de la muestra. En funcién de la cantidad de muestra que se quiera detectar la presencia
0 ausencia de Listeria monocytogenes,
Una vez homogenizada la muestra de caldo FS se incuba a 30+-1 °C durante 24+/-2horas.
Anadiendo la cantidad de cirtrato férrico determinada por el fabricante. Durante la incubacion puede
desarrollarse un color negro debido a que Listeria monocytogenes hidroliza la esculina del medio a
glucosa y esculentina que forma un complejo de color pardo oscuro con los iones férricos
provenientes del citrato férrico, la ausencia de coloracion no es indicativo de ausencia de la bacteria
en la solucion.
Durante esta fase se recuperan parte de las Listerias spp. dafadas.

b) Enriquecimiento selectivo.
Tras la etapa de pre-enriquecimiento se pasa a la fase de enriquecimiento selectivo en caldo FC. El
caldo FS contiene una elevada concentracion de cloruro sodico que incrementa su selectividad. El
cloruro de litio inhibe el crecimiento de cocos entéricos capaces al igual que listeria de hidrolizar la
esculina presente. La acriflavina inhibe el crecimiento de otros Gram + y el acido nalidixico, bloquea
la replicacion del ADN de las bacterias sensibles a este agente bacteriano. De manera que durante
esta fase se estimula el crecimiento de Listeria monocytogenes, inhibiendo el crecimiento del resto de
la flora acompafante y se recuperan las Listeria spp. en estado subletal. Para ello se toma una
alicuota de 0,1 ml de la solucién enriquecida en caldo FS y se afiade a un tubo conteniendo 10 ml de
Caldo FS. Se homogeniza el conjunto por agitacion. El medio inoculado se incuba a 37°C+/-1° C
durante 48 horas.

13
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c) Aislamiento e identificacion sobre medios sélidos selectivos.
Finalizado el periodo de incubacion del cultivo en Caldo FS, por medio de un asa de siembra estéril
se tomara una porcién de dicho cultivo y se siembra en estria sobre la superficie de una placa Petri
conteniendo Agar Cromogénico especifico para el aislamiento de L. monocytogenes previamente
preparado. Las placas se incubaran en posicién invertida a 37 °C durante 48 horas).
Sobre Agar cromogénico, Listeria monocytogenes crece formando colonias verde-azuladas, rodeadas
de un halo opaco.

d) Confirmacion bioquimica.
Se tomaran al menos 3 colonias caracteristicas crecidas el medio selectivo para su confirmacion, o
todas si hubiesen crecido menos de dicho numero (para analisis reglamentarios se exige
confirmacién de un minimo de 5 colonias por placa, pero para andlisis rutinarios se confirmaran al
menos 2 colonias).
Se utilizaran galerias comerciales de identificacion bioquimica y hemolitica “Listeria-ID-galerias”, que
permiten diferenciar a nivel de especie directamente desde los medios selectivos de aislamiento sin
necesidad de purificar el cultivo y ademas llevan incluido el test de la hemolisina, permitiendo
detectar la B-hemdlisis directamente a partir de hematies (Método aprobado por Enmienda 1:2004 (E)
a la UNE-EN ISO 11290-2:2000).

e) Expresion de los resultados.
El resultado se considerara positivo si todas las pruebas bioquimicas y la prueba de la B-hemdlisis, se
ajustan a Listeria monocytogenes segun el procedimiento de identificacion de la galeria, en tal caso
se expresara el resultado como:
Presencia /25gr o ml, cuando se parta de 25g de muestra. En caso de que la confirmacion colonial
sea negativa se expresara el resultado: Ausencia /25gr o ml, cuando se parta de 25g de muestra.
Como método alternativo para agilizar la investigacion de L. monocytogenes se utilizara el método
validado por AFNOR segun ISO 16140, que permite tener resultados negativos en 48 horas y utilizar
un solo medio de enriquecimiento y confirmacion basado en la acidificacion de la ramnosa y la puesta
de manifiesto de la enzima fosfolipasa. Aunque estas pruebas garantizan la presencia de L.
monocytogenes, se comprobara siempre con galerias de identificacion Microgen™ID System la

presencia de la bacteria.

14
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7. Resultados y conclusiones

El Real Decreto 2073/2005 de 15 de Noviembre, hace referencia a los criterios microbiolégicos
aplicables a los productos alimenticios, y en él se establecen las normas de aplicaciéon que deben
cumplir los explotadores de las empresas alimentarias al aplicar las medidas de higiene generales y
especificas contempladas en el articulo 4 del Reglamento (CE) n®852/2004. Segun este documento
los criterios de seguridad alimentaria que deben ser tenidos en cuenta para controlar la calidad
microbioldgica de los productos carnicos incluidos en este estudio (carne de cerdo y carne de pollo)
son los relativos a L. monocytogenesy Salmonella spp.

EI R.D. establece que L. monocytogenes debe estar ausente en alimentos listos para el consumo
destinados a los lactantes, y alimentos listos para el consumo destinados a usos médicos especiales.
En alimentos listos para el consumo que puedan favorecer el desarrollo de la bacteria, que no sean
destinados a los lactantes ni para usos médicos especiales se permite la presencia de la bacteria
hasta 100ufc/g antes de que el alimento haya dejado el control inmediato del explotador de la
empresa alimentaria que lo ha producido, en productos comercializados durante su vida util. Ademas
este limite de 100 ufc/g también se aplica a productos listos para el consumo que no puedan
favorecer el desarrollo de la bacteria y que no sean destinados a lactantes y usos médicos especiales
y durante su vida util.

El criterio que se aplica para carne picada y preparados de carne destinados a ser consumidos
crudos para Salmonella spp. es ausencia en 25 gramos.

Para los productos carnicos de este estudio, que no van destinados a lactantes ni para usos médicos
especiales, y que no van a ser consumidos crudos se aplica el criterio de ausencia de Salmonella
spp. en 25 gramos y se permite la presencia de L. monocytogenes hasta las 100ufc/g.

Teniendo en cuenta que los productos objeto de este estudio, proceden de un establecimiento
comercial, cumplen con los requisitos sanitarios establecidos, damos por supuesto que no se detecta
Salmonella spp. ya que, si ha pasado el control de calidad, y hay ausencia de la bacteria en todo el
lote, no va a crecer en el producto durante su vida comercial, por lo que no se analizé la presencia de
Salmonella spp. en los alimentos de este estudio. Se investigo la presencia de L. monocytogenes
porque en estos productos se permite la presencia hasta de 100 ufc/g, y de esta manera se podia
controlar la evolucion.

El analisis de microorganismos aerdbios-mesdfilos totales, enterobacterias, estafilococos y E. coli, se
realiza segun el criterio del laboratorio, para comprobar el estado microbioldgico inicial de los

productos y valorar la evolucion de estos parametros en el tiempo, cuya presencia indicaria que las
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condiciones higiénico-sanitarias durante el procesado, y el sistema de control de calidad deben ser
revisados. Asi mismo se realiza el andlisis de superficies y aire de las camaras para controlar las
condiciones iniciales de las cdmaras en las que se conservan los alimentos objeto de este estudio y
la evolucion que éstas experimentan en el tiempo.
Los resultados de andlisis de aire y de superficies, asi como el andlisis microbioldgico y fisico-

quimico se muestran a continuacion.

7.1. Analisis microbioldgico aire y superficie

Las instalaciones del Centro son relativamente nuevas, y el sistema de limpieza que se utiliza es muy
eficiente y esta muy controlado, por lo que la carga microbiana al inicio del estudio es inferior a 10
ufc/m3, excepto para mohos y levaduras que es de 10 ufc/ms3, por este motivo el efecto bactericida
que los equipos de RCI ejercen en el ambiente de la camara quizas no se ha apreciado con la
magnitud que le corresponde, ya que se partia de una concentracion microbiana baja.

No se ha detectado la presencia de enterobacterias en ninguna de las dos cdmaras durante el tiempo
de estudio. Los resultados de microorganismos aerobios mesofilos y mohos y levaduras se muestran
a continuacion.

En los andlisis de superficies los mohos y levaduras se mantienen por debajo del limite de deteccion
durante todo el estudio. Los recuentos de mesdfilos aerobios totales inicialmente también se
encuentran por debajo del limite de deteccion, pero se incrementan ligeramente a los dos dias de
andlisis. El quinto andlisis se realiza después de la limpieza y desinfeccion de las cdmaras por lo que
no se detectan microorganismos. Las toma de muestra de los dias 7 y 9 muestran un incremento de
dos logaritmos en las cdmara sin equipos con respecto a las camaras en las que se instalaron los

equipos tal y como se muestra en las camaras y en las gréficas.

Aerobios mesofilos totales

. t=0 t=2 dias | t=5 dias t=7 dias t=9 dias
Muestras superfice
Camara sin equipos <10 ufc/m3 | 210 ufc/m3 <10 ufc/m® | 4550 ufc/m3 2000 ufc/md
Camara con equipos <10 ufc/m3 52 ufc/m3 <10 ufc/m3 85 ufc/m3 25 ufc/m3

Tabla 1. Aerobios Mesdfilos totales muestras de superficie.

Mohos y levaduras

Muestras superfice t=0 t=2dias | t=5dias | t=7dias t=9 dias
Camara sin equipos <10 ufc/m3 <10 ufe/m3 <10 ufe/m3 | <10 ufc/m3 <10 ufc/m3
Camara con equipos <10 ufe/m3 <10 ufe/m® <10 ufc/m® | <10 ufc/m3 <10 ufc/m3

Tabla 2. Mohos y levaduras muestras de superficie.
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Evolucién m. o meséfilos en muestras de superficie
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Grafica 1. Evolucion de microorganismos meséfilos aerobios totales en muestras de superficie.

En los andlisis los recuentos de microorganismos aerobios-mesofilos totales estan por debajo del

limite de deteccion y se detectan mohos y levaduras a bajas concentraciones en ambas camaras.

Los recuentos de mohos y levaduras y de microorganismos aerobios meséfilos totales se reducen

por debajo del limite de deteccién durante todo el estudio en la cdmara en la que se instald el

equipo RCI, vy si que se detectan microorganismo aerobios mesdfilos totales y mohos y levaduras

en la camara sin equipo.

Aerobios mesofilos totales

Muestras aire t=0 t=2dias | t=5dias | t=7 dias
Camara sin equipos <10ufe/m3 <10 ufc/m3 | <10 ufc/m3 | 13 ufc/md
Camara con equipos <10 ufc/m3 | <10 ufc/m®  [<10 ufe/m3 | <10 ufc/m3

Tabla 3. Aerobios Meséfilos aerobios totales muestras de aire.

Mohos y levaduras

Muestras aire t=0 t=2dias | t=5dias | t=7 dias
Camara sin equipos 10ufc/m3 | 10 ufc/md | <10 ufc/md | <10 ufc/m?
Camara con equipos 10 ufc/m® | <10 ufe/m® | <10 ufc/m3 | <10 ufc/m3

Tabla 4. Mohos y levaduras muestras de superficie.

t=9 dias
46,6 ufc/m3
<10 ufc/m3

t=9 dias
55 ufc/m3

<10 ufc/m3
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Evolucién de m.o. aerobios mesdfilos totales en muestras de
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Grafica 2. Evolucion de microorganismos mesdfilos aerobios totales en muestras de aire.

Evolucion mohos y levaduras en muestras de aire
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Grafica 3. Evolucion de mohos y levaduras en muestras de aire.

7.2. Analisis microbioldgico de alimentos: Carne de cerdo y pollo.

Los resultados de los andlisis microbioldgicos de los alimentos conservados en las camaras objeto de
estudio y de referencia se muestran a continuacion. Los parametros se analizan por separado y se
comparan los resultados de las dos camaras, ademas se incluye la evolucion de los cuatro productos.
> Aerobios mesdfilos

Los niveles iniciales de mesdfilos de las dos muestras estan dentro de los limites que se consideran
adecuados para que un alimento sea consumido y cumpla con los estandares de calidad, aunque hoy
dia no existe ninguna legislacion que marque este pardmetro ya que como se ha quedado reflejado
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anteriormente el RD 2073/2005 sélo hace referencia a los patégenos L. monocytogenesy Salmonella

spp.

Los andlisis realizados durante los nueve dias muestran como se produce un incremento de los

niveles de mesdfilos aerobios totales en las camaras en las que no se instalaron equipos RCI,

mientras que se produce un descenso significativo en el nimero de micoorganismos mesdfilos

aerobios totales en la camara con equipos RCI.

El analisis por productos muestra que en el pollo existe un descenso de 2 unidades logaritmicas y

una diferencia de 3 logaritmos con respecto al producto almacenado en camara sin equipos. En el

cerdo los microorganismos se mantienen constantes durante el estudio, observandose una diferencia

de 2 logaritmos con respecto al producto almacenado en camara sin equipo.

Muestra
t=0

Pollo almacenado en camara 5200 ufc/ml
sin equipo RCI
Pollo almacenado en camara 4450 ufc/ml
con equipo RCI
Cerdo almacenado en 365 ufc/ml
camara sin equipo RCI
Cerdo almacenado en 295 ufc/ml

camara con equipo RCI

t=2 dias
3600 ufc/ml

Microorganismos aerobios mesdfilos totales

t=5 dias t=7 dias

2500 ufc/ml

1133,3ufc/ml

7000 ufc/ml 13650 ufc/ml

550 ufc/ml 65 ufc/ml

47000 ufc/ml | 54000 ufc/ml

210 ufc/ml

85 ufc/ml 465 ufc/ml

Tabla 5. Evolucidn de microorganismos mesdfilos aerobios totales en carne de pollo y cerdo

100000

Evolucion de m.o. aerobios mesofilos totales en carne de pollo

10000 -
1000 -
100 -

10

1

t=0 t=2 dias t=5dias t=7 dias

t=9 dias

@ Pollo sin equipo RCI

@ Pollo con equipo RCI

Grafica 4. Evolucion microorganismos mesdfilos aerobios totales en carne de pollo.

t=9 dias
15000 ufc/ml

70 ufc/ml

18500 ufc/ml

540 ufc/ml
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Evolucion m.o. aerobios meséfilos totales en carne de cerdo
100000
_ 10000 - @ Cerdo sin equipo RCI
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..g 100 - m Cerdo con equipo RCI
10
1 _
t=0 t=2 t=7 t=9
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Grafica 5. Evolucion microorganismos mesdfilos aerobios totales en carne de cerdo.

>Enterobacterias

Las carga inicial de enterobacterias en cerdo fue inferior a 10 ufc/ml y en pollo se detectaron

enterobacterias, a baja concentracion. En pollo almacenado en camara sin equipo RCI la

concenracion de enterobacterias se increment6 hasta alcanzar al final del ensayo una concentracion

de 104 ufc/ml. El pollo almacenado en camara con equipo RCI se mantuvo durante todo el estudio en

los niveles iniciales, obteniendo un recuento inferior al limite de deteccion el dia después de la

limpieza de las carmaras. En el cerdo los niveles iniciales fueron inferiores a 10 y se mantuvieron

constantes para el producto almacenado en camara con equipo. En la camara sin equipo RCI se

incrementd la concentracion de enterobacterias hasta 103 ufc/ml.

Muestra
t=0
Pollo almacenado en 35 ufc/ml
camara sin equipo RCI
Pollo almacenado en 40 ufc/ml
camara con equipo RCI
Cerdo almacenado en <10ufc/ml
camara sin equipo RCI
Cerdo almacenado en <10 ufc/ml

camara con equipo RCI

t=2 dias
500 ufc/ml

30 ufc/ml

<10 ufc/m

<10 ufc/ml

Tabla 6. Evolucién de enterobacterias en carne de pollo y cerdo

Enterobacterias
t=5 dias

750 ufc/ml

<10 ufc/ml

30 ufc/m

<10 ufc/ml

t=7 dias

13650 ufc/ml

65 ufc/ml

2500 ufc/ml

<10 ufc/ml

t=9 dias
15000 ufc/ml

70 ufc/ml

3900 ufc/ml

<10 ufc/ml
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Evolucion enterobacterias en carne de pollo
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Grafica 6. Evolucion de enterobacterias en carne de pollo.

Evolucion enterobacterias en carne de cerdo
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Grafica 7 . Evolucion de enterobacterias en carne de cerdo.
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Figura 3.Siembra negativa y siembra positiva de enterobacterias de muestras de pollo.

> Estafilococcos coagulasa positiva

CENTRO TECNOLOGICO
ne1 CARNICO

Al inicio del estudio en ninguna muestra se detectaron estafilococos coagulasa positiva,

manteniéndose este estado durante todo el estudio en los productos conservados en camaras con

equipos RCI. Los productos almacenados en las cdmaras sin equipo RCI incrementaron

progresivamente los niveles de estafilococos coagulasa positiva.

Muestra
t=0
Pollo almacenado en <100 ufe/ml
camara sin equipo RCI
Pollo almacenado en <100 ufe/ml
camara con equipo RCI
Cerdo almacenado en <100 ufc/ml
camara sin equipo RCI
Cerdo almacenado en <100 ufc/ml

camara con equipo RCI

Estafilococos coagulasa positiva

t=2 dias
350ufc/ml

<100 ufc/ml

150 ufc/ml

<100 ufc/m

Tabla 7. Evolucidn de estafilococos en camne de pollo y cerdo.

t=5 dias

275 ufc/ml

<100 ufc/ml

150 ufc/ml

<100 ufc/m

t=7 dias
3800 ufc/m

<100 ufc/ml

3250 ufc/m

<100 ufc/ml

t=9 dias
7000 ufe/m

<100 ufc/ml

8650 ufc/m

<100 ufc/ml
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Evolucion estafilococos en carne de pollo
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Grafica 8. Evolucion de estafilococos coagulasa positiva en carne de pollo

Evolucion estaflococos coagulasa posiiva en carne de cerdo
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Grafica 9 . Evolucion de estafilococos coagulasa positiva en carne de cerdo.

> Escherichia coli

En las muestras de carne almacenadas en camaras con equipos RCI no detectd la presencia de E.
coli en ninguna de las muestras durante todo el estudio. En las muestras analizadas a tiempo 2 dias,
5 dias y 7 dias tampoco se detectd la presencia de la bacteria al nivel de deteccion de la técnica

utilizada hasta los 9 dias se detectd la bacteria en los productos conservados en camaras sin equipo
RCI
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Muestra Escherichia coli
t=0 t=2 dias t=5 dias t=7 dias t=9 dias

Pollo almacenado en camara <10 ufc/ml <10 ufc/ml <10 ufc/ml <10 ufc/ml 108 ufc/ml
sin equipo RCI

Pollo almacenado en camara <10 ufc/ml <10 ufc/m <10 ufc/ml <10 ufc/ml <10 ufc/ml
con equipo RCI

Cerdo almacenado en camara <10 ufc/ml <10 ufe/ml <10 ufe/ml <10 ufe/ml 15 ufe/ml
sin equipo RCI

Cerdo almacenado en camara <10 ufc/ml <10 ufc/ml <10 ufc/ml <10 ufc/ml <10 ufc/ml
con equipo RCI

Tabla 8. Evolucion de E. coli en carne de pollo y cerdo

Evolucion de E. coli en carne pollo amacenada en camaras

1000
—= 100
S @ Pollo sin equipo RCI
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Grafica 10. Evolucion de E. coli en carne de pollo
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Evolucidn de E. cofi en carne de cerdo almacenada en camaras
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Grafica 11 . Evolucion de E. coli carne de cerdo.

> Listeria monocytogenes

La presencia de L. monocytogenes en la industria alimentaria es un motivo de preocupacion tanto
para las Administraciones como para las organizaciones y las empresas alimentarias, ya que
teniendo en cuentas las caracteristicas de este microorganismos es dificil de eliminar. La legislacion
en la union europea permite un limite de deteccion de 100 ufc/ml, pero este limite es inferior para
alimentos destinados a poblacion de riesgo en los que se exige ausencia del microorganismo, al igual
que en otros paises en los que la tolerancia es cero para esta bacteria en todos los productos
independientemente del destinatario. Este criterio es muy dificil de conseguir por lo que las empresas
se encuentran con un grave problema a la hora de exportar los productos que no cumplen con la
norma. Teniendo en cuenta el Real Decreto 2073/2005, la presencia de L. monocytogenes estaria
permitida en los alimentos objeto de este estudio ya que van a sufrir un proceso de cocinado durante
el cual se elimina la bacteria y no constituye un peligro para el consumidor siempre que no sean
poblacién de riesgo. Los ensayos para la deteccion de la bacteria y comprobar el efecto bactericida
del equipo RCI se hicieron mediante el proceso de investigacion.

En el estudio realizado, la bacteria fue detectada en muestras de pollo almacenado en las camaras
sin equipo RCI a tiempo 2 dias y a tiempo 9 dias. El resto de muestras en todos los casos mostraron
ausencia de la bacteria en 25g. No se puede concluir que la conservacién de los productos en
camaras en las que hay instalados equipos RCI elimina la presencia de L. monocytogenes, pero si se
afirma que no se detecta la presencia de la bacteria en las camaras con equipos RCI instalados,
mientras que en el mismo producto almacenado en camaras sin equipo RCI, si se ha detectado la

presencia del patdgeno.
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Muestra

Pollo almacenado en camara
sin equipo RCI

Pollo almacenado en camara
con equipo RCI

Cerdo almacenado en camara
sin equipo RCI

Cerdo almacenado en camara
con equipo RCI

t=0
Ausencia

en25¢

Ausencia
en25¢g

Ausencia
en25¢

Ausencia
en25¢

CENTRO TECNOLOGICO

Listeria monocytogenes

t=2 dias

Presencia
en25¢g

Ausencia
en25¢

Ausencia
en25g

Ausencia
en25g

t=5 dias

Ausencia
en25¢

Ausencia
en25¢

Ausencia
en25g

Ausencia
en25g

Tabla 9. Investigacion de L. monocytogenes en carne de pollo y cerdo.

C——

Figura 5. Siembra compass Listeria muestras positiv y negativa

t=7 dias

Ausencia
en25¢

Ausencia
en25¢

Ausencia
en25g

Ausencia
en25g

t=9 dias

Presencia
en25¢g

Ausencia
en25¢g

Ausencia
en25¢

Ausencia
en25¢
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Figura 6. Compass L mono confirm negativo Figura 7. Compass L. mono confirm positivo

Figura 8. Galeria de identificacién bioquimica y resultado positivo L. monocytogenes

La evolucion de los distintos microorganismos en las dos cdmaras se puede observar en las

siguientes gréficas.
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Evolucidn lineal pollo almacenado en camara sin equipos RCI
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Grafica 12. Evolucion de los microorganismos en carne de pollo almacenados en camaras sin equipos RCI

Evolucidn lineal pollo almacenado en cdmara con equipos RCI
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Grafica 13. Evolucion de los microorganismos en carne de cerdo almacenados en camaras con equipos RCI

Fundacidn Centro Tecnoldgico Andaluz del Sector Cdrnico 28
Poligono Industrial “El Pontdn”, pacela 136. 21230 Cortegana (Huelva)
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Evolucion carne de cerdo en camara sin equipos RCI
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Grafica 14. Evolucion de los microorganismos en carne de cerdo almacenados en camaras sin equipos RCI.

Evolucion carne de cerdo almacenada en camaras con equipos

RCI
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Grafica 15. Evolucion de los microorganismos en carne de cerdo almacenados en cdmaras sin equipos RCI.

La carne almacenada ha estado expuesta a la accion del aire, si proteccién ni sistema de envasado,
con lo que se facilita la contaminaciéon microbiana y se favorece la contaminacion cruzada, sin
embargo en las tablas de resultados se advierte un descenso en los recuentos de microorganismos

en la camara en la que se ha instalado el equipo RCI frente a la camara en la que no se ha instalado,
en la que se produce un incremento de los parametros estudiados.
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8. Conclusiones del estudio

1. Las camaras objeto de este estudio se encuentran en condiciones higiénico-sanitarias dptimas
para el almacenamiento de los productos y en condiciones similares para realizar analisis

comparativos a lo largo del tiempo.

2. El equipo RCI mantiene el ambiente de la camara en la que se instala purificado y libre de

microorganismos que puedan intervenir en procesos de contaminacion cruzada.
3. En la camara con el equipo RCIl instalado, se mantienen y/o reducen los recuentos de
microorganismos meséfilos entre dos y tres logaritmos con respecto a la cdmara en la que no hay

instalados equipos RCI.

4. En la cdmara con el equipo RCI instalado se mantiene y/o reduce el recuento de enterobacterias
entre tres y cuatro logaritmos con respecto a la cdmara en la que no hay instalados equipos RCI.

5. En la camara con el equipo RCI instalado, se reducen los recuentos de estafilococos coagulasa

positiva en tres logaritmos.

6. En la camara con equipo RCI instalado no se produce el crecimiento de E. coli B-glucoronidasa

positiva y el alimento seguro desde el punto de vista alimentario.

7. En los productos almacenados en la cdmara con equipo RCI instalado no se detectd la presencia

de L. monocytogenes en ninguno de los andlisis realizados.
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