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RESUMEN

EFECTO DE LA ADICION DE SELENIO’ORGANICO EN LA DIETA DE OVINOS EN
FINALIZACION SOBRE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS, BIOQUIMICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LA CARNE

Gisela Velazquez Gardufio. Doctorado en Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de selenio sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, bioquimicas y microbiolégicas en canales de borregos
suplementados con levadura enriquecida con selenio al sacrificio y en la carne durante la vida
de anaquel alos 0, 3, 6 y 9 dias el efecto sobre la contaminacion microbiolégica, color y pH. El
experimento se llevd a cabo durante la etapa de finalizacién de 18 ovinos hembras de la raza
Pelibuey por 60 dias, con un peso inicial de 27.7 + 3.3 kg. Los tratamientos fueron Testigo (T),
0.35 ppm selenio (T1), y selenio 0.60 ppm (T2). Al término se sacrificaron con un peso promedio
final de 39.5 * 4.41 kg, bajo las Normas Oficiales Mexicanas NOM-033-ZO0O-1995 y NOM-009-
Z00-1994. Las muestras microbiolégicas se colectaron de acuerdo a la Directiva de la
Comision Europea 2001/471/EC (EC, 2001), se transportaron bajo refrigeraciéon a 4 °C para su
andlisis (Mesdfilos aerobios, Coliformes Totales y Fecales). Los resultados se evaluaron por
ANOVA (P < 0.05). Para Mesoéfilos Aerobios T, T1 y T2 tuvieron un indice de 1.41, 1.17 y 1.13
logio CFU/mML, respectivamente; para coliformes totales los valores obtenidos fueron 1.79, 1.41
y 1.25 log;o CFU / mL para T, T1 y T2, y para Coliformes fecales se obtuvo 0.67 log;o CFU/mL
para T, 0.93 log;o CFU/mL para T1y 1.00 log,o CFU/mL para T2; no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos. Los resultados se compararon con los requerimientos
establecidos por la Regulacion (EC) No. 2073/2005. La adicion de levadura enriquecida con
selenio no afecté la proliferacién bacteriana en las canales. Para la evaluacion en vida de
anaquel se tomaron muestras del musculo Longissimus dorsi. La contaminacién microbiana
(Mesofilos aerobios, Coliformes fecales, y Psicroéfilos) se evallo a los 0, 3, 6 y 9 dias post
mortem bajo condiciones de refrigeracion (4 °C). Los resultados se analizaron por ANOVA
(P=<0.05). No hubo diferencias significativas (P>0.05) en Mesofilos aerobios, Coliformes fecales,
y Psicrdéfilos entre tratamientos. Sin embargo, la cuenta de Psicréfilos por tiempo de vida de
anaquel fue estadisticamente diferente (P<0.05). La levadura enriquecida con selenio no tuvo
efecto al inicio de la vida de anaquel sobre el crecimiento de los Psicréfilos, sin embargo, en los
ultimos dias el crecimiento fue menor para dosis de 0.60 mg /kg de levadura enriquecida con
selenio.
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ABSTRACT

EFFECT OF ADDITION OF ORGANIC SELENIUM IN THE DIET OF FINISHING SHEEP ON
PHYSICOCHEMICAL, BIOCHEMICAL, AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
MEAT

Gisela Velazquez Gardufio. Doctorado en Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

The objective of the current research was to evaluate the effect of organic selenium on
the physicochemical, biochemical and microbiological characteristics in carcasses of
sheep supplemented with selenium enriched yeast at slaughter and in meat during shelf
life at days 0, 3, 6, and 9 the effect on microbiological contamination, colour and pH. The
experiment was conducted during the finishing stage of 18 females’ sheep of the
Pelibuey breed for 60 days, with an initial weight of 27.7 + 3.3 kg. The treatments were
control (T), 0.35 ppm selenium (T1), and selenium 0.60 ppm (T2). At the end were
slaughtered with a final average weight of 39.5 + 4.41 kg, under Official Mexican
Standards NOM-033-ZO0-1995 and NOM-009-ZO0O-1994. Microbiological samples
were collected according to the European Commission's Directive 2001/471/EC (EC,
2001), were transported under refrigeration at 4°C for its analysis (Aerobic Plate Count,
Total Coliforms and Faecal Coliforms). The results were assessed by ANOVA (P<0.05).
For Aerobic Plate Count T, T1 and T2 had a rate of 1.41, 1.13 and 1.17 log;,CFU/mL,
respectively; for total coliforms values obtained were 1.79, 1.41 and 1.25 log1oCFU/mL
T, T1 and T2, and for faecal coliform was obtained 0.67 log;, CFU/mL for T, 0.93
log10CFU/mL for T1 and 1.00 log;oCFU/mL for T2; there were no significant differences
between treatments. The results were compared with the requirements established by
the Regulation (EC) No. 2073/2005. Selenium-enriched yeast supplementation did not
affect bacterial proliferation in the carcasses. Longissimus dorsi muscle samples were
taken for evaluation in shelf life. Microbial contamination (Aerobic Plate Count, Faecal
Coliforms, and Psychrophiles) were evaluated at 0, 3, 6 and 9 days post-mortem under
refrigeration conditions (4 °C). The results were analysed by ANOVA (P<0.05). There
were no significant differences (P>0.05) in Aerobic Plate Count, Faecal Coliforms, and
Psychrophiles between treatments. However, Psychrophiles count for time of shelf life
was statistically different (P<0.05). Selenium-enriched yeast had no effect at the
beginning of shelf life on the growth psychrophiles, but on the last days growth was
lower for dose of 0.60 mg/kg of selenium-enriched yeast.
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Introduccién

1 Introduccién

La carne es un producto altamente perecedero debido a su contenido de agua,
composicién y pH, lo que favorece la alteracion y contaminacion microbiana,
pudiendo constituir un riesgo para la salud (Agencia de Salud Ambiental y de
Consumo, 2005). La carne debe almacenarse bajo condiciones de refrigeracion
para controlar el crecimiento de microorganismos y otros cambios de deterioro,

haciéndola inaceptable para el consumidor.

Con frecuencia el deterioro de la carne se caracteriza por el crecimiento
bacteriano y el metabolismo, lo que provoca la formaciébn de compuestos
inaceptables, incluyendo aquellos que causan malos olores, gases y limo; la
oxidacion de lipidos y pigmentos producen sabores indeseables y decoloracion
(Dong y Holley, 2012).

El color rojo cereza de la carne cambia a un color café indeseable por la oxidacién
de la oximioglobina a metamioglobina, este cambio esta relacionado a la oxidacion
de lipidos y pigmentos y también con una excesiva carga bacteriana (Dong y
Holley, 2012).

Actualmente, los aditivos quimicos son utilizados en la industria de la carne para
evitar el crecimiento de patégenos transmitidos por los alimentos y aumentar la
vida de anaquel, debido a la preocupacion sobre la seguridad de los aditivos
guimicos, se ha comenzado a utilizar productos naturales como una alternativa de

conservacion de los alimentos (Radha Krishnan et al., 2014).

En afos recientes, se le ha prestado mayor atencion al desarrollo de carne con
funciones fisiologicas que promuevan las condiciones de salud y disminuyan el
riesgo de enfermedades. El valor funcional puede incrementarse agregando
compuestos a la dieta basal de los animales con funciones antimicrobianas y
antioxidantes, como el acido linoleico conjugado, vitamina E, acidos n-3 y selenio
para mejorar la produccion animal, composicion de la canal y calidad de la carne
fresca (Grashorn, 2007; Zhang et al., 2010).
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Algunos compuestos con funciones antimicrobianas y antioxidantes, como el
selenio, se agregan a las dietas basales para mejorar la produccién, composicién
de la canal, calidad de la carne fresca y extender la vida de anaquel (Grashorn
2007; Zhang et al., 2010; Yanian et al., 2011).

El selenio es un elemento traza esencial para animales y humanos; presente en
tejidos y como parte de la enzima Glutatibn peroxidasa, la cual reduce los
peréxidos de hidrogeno y lipidicos a hidroxidos menos dafinos (Vignola et al.,
2009; Juniper et al., 2009).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la adicién de levadura
enriquecida con Selenio a diferentes concentraciones en la dieta de ovinos en
finalizacién para mejorar las caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas con el fin
de disminuir el crecimiento microbiano en las canales y carne durante la vida de

anaquel.

El estudio se realiz6 durante la etapa de finalizacion (60 dias) de 18 ovinos
hembra de la raza Pelibuey, los animales fueron asignados aleatoriamente a uno
de los tres tratamientos: un control sin suplementacion (T), suplementados con
levadura enriquecida con selenio (SY) (Saccharomyces cerevisiae Selyeast
3000™ levadura enriquecida, LFA Lesaffre) a una concentracion total de Se 0,35
ppm (T1) y 0,60 ppm de Se (SY) (T2). Post mortem se midi6 el pH y temperatura
inicial y final (24 h), se realiz6 un muestreo no destructivo para los analisis
microbioldgicos, posteriormente se tomaron muestras del musculo Longissimus
dorsi, para evaluar pH, color, capacidad de retencion de agua, humedad y
proteina. Ademas se midi6 la oxidacién de grasas y la contaminacion microbiana
por Mesofilos Aerobios, Coliformes Fecales y bacterias psicréfilas durante la vida
de anaquel a los 0, 3, 6 y 9 dias. Planteandose la hipotesis de que la adicién de
levadura enriquecida con selenio en la dieta de ovinos en finalizacion mejora las
caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas disminuyendo el crecimiento

microbiano en la carne.
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2 Revision de Literatura
2.1 Ganado ovino

Los ovinos pertenecen a la familia Bovidae, que incluye al grupo de los rumiantes,
los cuales se caracterizan por poseer cuatro estbmagos y rumiar. Las ovejas
pertenecen al género Ovis, y las domésticas se clasifican como Ovis aries
(Barrios, 2007; Simmons y Ekarius, 2009).

Las ovejas junto con las cabras fueron los primeros rumiantes domesticados por el
hombre. De acuerdo a las ultimas teorias, éstos animales se domesticaron hace
unos 10,000 afios. Las ovejas modernas provienen de Asia sudoccidental. Se cree
que el muflon asiatico es el antepasado directo de la oveja domesticada y que el
Muflon mediterraneo es el remanente de la primera oveja domesticada.
Inicialmente se criaron principalmente por su carne y posteriormente se aprovecho
la lana (INEGI, 2007; Chessa et al., 2009; Simmons y Ekarius, 2009).

La produccion de carne de ovinos, se desarrolla principalmente en China,
Australia, Espafa, India y Nueva Zelanda, entre otros paises. La carne de cordero
es una excelente fuente de proteinas de alta calidad, ya que contiene todos los
aminoacidos esenciales. Cien gramos proporcionan: 250 cal., 18 g de proteina, 20

g de grasa, 8 mg de calcio, 2.5 g de hierro y 70 mg de colesterol (INEGI, 2007).
2.1.1 Ganado ovino en México

Entre los afios 1525 y 1526, durante la colonia los espafioles introdujeron los
ovinos a México. Las razas introducidas fueron principalmente la Manchega,
Lacha y Churra, algunas otras fueron la Merino espafiola, Castellana y Raza
Aragonesa. A partir de los afios treinta, a través de programas gubernamentales,
se inicia la introduccion de razas de origen inglés como Suffolk y Hampshire, y
francés como la Rambouillete; y en los ultimos afios razas como Dorper y
Khatadin (Ull6a-Arviza et al., 2009).
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En México la mayor parte del ganado es criollo, proveniente de la cruza de
borregos Suffolk y Hampshire. Sélo un pequefio porcentaje son razas puras
(INEGI, 2007).

Actualmente la tendencia en México es desarrollar animales de conformacion
carnica. La ovinocultura de carne se desarrolla bajo un esquema de tipo regional,
en la zona central se producen carne y pieles con razas de lana como Suffolk,
Hampshire, Rambouillet y Dorset y de pelo (Katahdin, Dorper y Pelibuey), la region
sur-sureste se orienta principalmente a la produccién de carne con razas de pelo
(Pelibuey, Black Belly, Katahdin y Dorper) y produce un poco de lana para uso
artesanal con animales criollos en Oaxaca y Chiapas, y la zona norte ahora se
dedica a la produccién de carne, no obstante fue la principal proveedora de lana
en épocas pasadas, por lo que aun se mantiene una poblacion de animales de la
raza Rambouillet, pero mas recientemente se han introducido razas de pelo

(Pelibuey, Katahdin y Dorper).
2.1.2 Situacion de la ovinocultura en México

Dentro del subsector pecuario, la produccién de carne y lana de ovino genera el
0.9% del valor total de éste subsector. Durante el afio 2013 de acuerdo a la
SHCP/FND (2015) se generaron 3,000 mdp por este concepto, de los cuales el
99.0% correspondiod a la produccién de carne en canal, y el 1.0% restante a la de

lana sucia.

Del afio 2003 al 2013 el inventario de ganado ovino aumenté en un 25.0%,
alcanzando 8.5 millones de cabezas. Las exportaciones no son significativas, sin
embargo, las importaciones en los Ultimos diez afios disminuyeron un 15.0% anual
(SHCP/FND, 2015).

En México la produccién ovina se encuentra principalmente en la zona centro y sur
del pais, ésta se realiza bajo sistemas de pastoreo tradicionales, con escasa

tecnologia y una productividad limitada. En la zona centro se concentra el 55.0%
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de la poblacién ovina, en la norte el 23.0%, en la sur el 16.0% y en el tropico el
6.0% (AMSDA, 2015; Romero, 2015).

De la zona centro destacan principalmente los estados de México e Hidalgo con el
29.0% del total de la poblacion borreguera nacional, en estas dos entidades se
concentra una gran parte de la transformacion de la carne. En el caso del estado
de México, en el municipio de Capulhuac se sacrifican alrededor de 40 a 60 mil
cabezas por mes, las cuales provienen de los estados de Querétaro, Guanajuato,
Jalisco, San Luis Potosi, Zacatecas, Chihuahua, Coahuila y del mismo estado de
México (Partida et al., 2013).

La ovinocultura en México esta orientada principalmente a la producciéon de carne,
con altos precios en pie y en canal comparado con otras especies. El consumo de
la carne de borrego se concentra principalmente en los estados del centro de la
republica, como el D.F., Estado de México, Puebla, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro y
Morelos, consumiéndose aproximadamente el 85.0% del total de la carne
consumida y el resto en los demas estados. Basicamente el 90.0% de la carne de
borrego se consume como barbacoa, la cual se consume en grandes cantidades
los fines de semana y en eventos sociales. Otras formas de consumo de la carne
de ovino es en mixiotes, al pastor, al ataud, birria de borrego, cordero lechal,
cordero como sustituto de cabrito, asi como cortes finos. El consumo per capita en
el 2005 fue de 0.8 kg de carne/habitante/afio (Cuéllar, 2011; Partida et al., 2013;
SAGARPA, 2010).

De éstos animales sacrificados solo el 0.45% se procesaron en rastros Tipo
Inspeccion Federal (TIF), el 13.46% en rastros municipales y el 86.10% en
traspatio y casas de matanza, en donde las condiciones de sacrificio no son las
mas adecuadas (Partida et al., 2013).

La produccion de ovinos en México tiene un futuro alentador, pero es necesario
fortalecer las inversiones hacia este sector, definir los objetivos, ser competitivos

en calidad y precio a nivel internacional (Cuéllar, 2011).
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2.1.3 Requerimientos nutricionales de pequefios rumiantes

Los pequeiios rumiantes son importantes para la agricultura mundial y para el
manejo de los recursos naturales. Los sistemas de produccion de los pequefios
rumiantes varian ampliamente, desde alimentacién intensiva con cero pastoreo a
la utilizacion de tierras de pastoreo. En todos los sistemas de produccion,
generalmente es econdOmicamente razonable maximizar la proporcion de forraje en

la dieta para minimizar costos de alimentacion (Baumont et al., 2000; NRC, 2007).

En los sistemas extensivos, el pastoreo también contribuye a la preservacion de
recursos. Sin embargo, la utilizacion eficiente de los recursos forrajeros y el control
del impacto de los animales en la vegetacion necesita un conocimiento profundo
de lo que determina la eleccion del comportamiento de alimentacion y los hébitos
dietéticos (Baumont et al., 2000).

El alimento, ya sea comprado o producido en la granja, constituyen una gran parte
de los gastos del ganado ovino y caprino. Para una produccién rentable, una
alimentacion adecuada y su manejo durante todo el afio son esenciales. Los
productores deben conocer los requerimientos nutricionales de los animales
durante las diferentes etapas de su vida. Los nutrimentos esenciales para un
Optimo crecimiento, y produccion deben incluir agua, energia (carbohidratos y
grasas), proteina, vitaminas y minerales (Giménez, 1994; Pugh, 2012).

El agua es muy importante para el ganado, ya que constituye de la mitad a dos
tercera partes aproximadamente de la masa corporal de los animales adultos. El
contenido de agua en los alimentos puede oscilar desde un 8.0% o menos en los
alimentos secos (granos y rastrojos) hasta un 80.0-90.0% en alimentos
suculentos, como forrajes muy tiernos, raices y tubérculos. El agua puede
contener minerales disueltos, contaminantes, microorganismos, solidos
suspendidos, asi como compuestos organicos e inorganicos, por lo que se debe
evaluar la calidad del agua. Respecto a la necesidad de agua se recomienda un
consumo de 3.8 L por dia para hembras maduras alimentadas con alimentos

secos; 5.7 L por oveja por dia por hembra lactante y 2 L por dia por cordero de
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engorda (Agricultural Council of Saskatchewan Inc., 2015; Godoy y Meneses,
2010; Pugh, 2012).

La energia es el nutrimento mas limitante en las raciones de las ovejas. La energia
proviene de carbohidratos, grasas y aceites y se mide como nutrientes digestibles
totales (NDT) o energia digestible (ED) y en energia metabolizable (EM), ésta
altima constituye el criterio universalmente aceptado de expresién del valor
energético de un alimento. Las principales fuentes de energia son los pastos,
henos, ensilados, alimentos derivados y granos, como avena, cebada, trigo y
maiz, entre otros. Las deficiencias energéticas ocasionan pérdida de peso, baja
eficiencia reproductiva, menor resistencia a pardsitos y enfermedades e
incrementa la mortalidad. Los requerimientos varian dependiendo del ambienta,
asi como de la etapa de produccion, es importante mencionar que las hembras
requieren mayor energia durante la primeras 8 a 10 semanas de gestacion
(Agricultural Council of Saskatchewan Inc., 2015; Aguilera, 2001; Godoy Yy
Meneses, 2010; Pugh, 2012).

Las proteinas proveen los aminoacidos requeridos para las funciones vitales como
reproduccion, crecimiento y lactancia. Forrajes y pasturas de buena calidad son
una fuente adecuada de proteinas. Niveles inadecuados de proteina se traducen
en una falta de apetito, disminucion en el crecimiento, bajo desarrollo muscular y
baja eficiencia reproductiva. Los rumiantes pueden utilizar otras fuentes de
nitrdgeno porque tienen la habilidad especial de sintetizar aminoacidos y de formar
proteina desde nitrdgeno no proteico, esto depende de los microorganismos en el
rumen. Los requerimientos de proteina dependen de la etapa de produccion
(Agricultural Council of Saskatchewan Inc., 2015; Aguilera, 2001; Godoy Yy
Meneses, 2010; Pugh, 2012).

Godoy y Meneses (2010) reportan que se han identificado como minimo 15
minerales esenciales para los rumiantes, siete son macroelementos, calcio, sodio,
potasio, fésforo, cloro, azufre y magnesio; y ocho microelementos, cobre, Cobalto,
iodo, hierro, manganeso, molibdeno, selenio y zinc. Los minerales son
considerados esenciales cuando su deficiencia produce un dafo estructural y/o
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funcional. El calcio y el fésforo estan interrelacionados con el desarrollo y
mantenimiento del esqueleto. La falta de sodio provoca inapetencia, disminucion
en el crecimiento, mala conversion de los alimentos utilizados y aumento en el
consumo de agua. El selenio, forma parte de la enzima glutation peroxidasa (GSH-
PX) encargada de la destruccion de los peroxidos y otros radicales libres, su
deficiencia provoca la enfermedad como “musculo blanco” o “distrofia muscular
nutricional” (Agricultural Council of Saskatchewan Inc., 2015; Ramirez — Bribiesca
et al., 2004, Vignola et al., 2009).

Las vitaminas son compuestos que son necesarios para un crecimiento, salud y
reproduccion normal. Los pequefios rumiantes requieren varias vitaminas, sin
embargo, sus requerimientos diarios de vitaminas son relativamente simples, ya
que por la naturaleza de sus alimentos las consumen de forma ordinaria, la

sintesis de las vitaminas se lleva a cabo en el rumen (Gimenez, 1994).
2.2 Generalidades de la carne
2.2.1 Definicién de la carne

Se define como una estructura muscular estriada esquelética, acompafiada o no
de tejido conectivo como hueso y grasa, ademas de fibras nerviosas, vasos
linfaticos y sanguineos de los animales aptos para consumo humano, que no ha
sido sometida a ningun proceso que modifigue de modo irreversible sus
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas; se incluyen las refrigeradas o
congeladas (NOM-EM-006-SSA1-2002). La carne es el alimento procedente de la
musculatura de los animales (Lopez y Casp, 2004) domésticos de las especies
bovina, porcina, ovina y caprina, asi como de solipedos domésticos, por ejemplo el
caballo (Ranken, 2003).

2.2.2 Caracteristicas de la carne como alimento

Es un ingrediente de gran importancia en la alimentacion humana. Su gran riqueza
nutritiva se debe fundamentalmente a su elevado contenido en proteinas de alto

valor biologico (Agencia de Salud Animal y de Consumo, 2011); es una buena
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fuente de tiamina, riboflavina, niacina y vitaminas Bs y Bi2, Yy es pobre en
vitaminas Ay C. Es ademéas una excelente fuente de zinc, hierro, cobre y aporta
cantidades significativas de fosforo, potasio, magnesio y selenio (Lopez y Casp,
2004). Pero, por otro lado, es uno de los alimentos mas perecederos debido a su
alto contenido en agua, composicion y pH, por lo que favorece la alteracion y
contaminacion microbiana, pudiendo constituir un riesgo para la salud (Agencia de
Salud Ambiental y de Consumo, 2011).

2.3 Generalidades de la canal
2.3.1 Definicién de canal

Es el cuerpo del animal tras el desangrado y la retirada de las partes no
adecuadas para consumo (Prandl et al., 1994), piel, cabeza, visceras y patas
(NOM-009-Z00-1994).

2.3.2 Definicién canal de ovino

Es el cuerpo del animal sacrificado, desangrado y sin piel, abierto a lo largo de la
linea media desde el xifoides hasta el pubis; separado de la cabeza a nivel de la
articulacion atlanto-occipital y de los miembros anteriores a nivel de la articulaciéon
carpo metacarpiana y de los miembros posteriores a nivel de la articulacion tarso
metatarsiana; sin visceras, excepto los rifones y grasa perirrenal (NMX-FF-106-
SCFI-2006), conservando la cola, los pilares y la porcion periférica carnosa del
diafragma, los testiculos, los rifiones, la grasa de rifionada y la cavidad pélvica.

Las mamas se separan en las hembras adultas (Orden Ministerial 18/9/75).

La canal congelada ir4 desprovista de los testiculos, de los rifiones y de la grasa
pélvica y de rifonada. Las canales para su comercio y venta deberan estar limpias

y debidamente selladas para la inspeccion veterinaria (Orden Ministerial 18/9/75).
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2.3.3 Calidad de la canal

La NMX-FF-106-SCFI-2006 cita que la calidad de la canal se refiere a los atributos
0 caracteristicas deseables de la carne para el consumo humano y cuya

evaluacion da lugar a distintos grados de clasificacion.
2.3.4 Defectos de la canal

Es la presencia de alteraciones en el color, consistencia, pérdida de materia,
errores en el faenado, traumatismos y patologias sobre las distintas partes de la
canal, que repercuten en la calidad de la misma (NMX-FF-106-SCFI-2006).

2.3.5 Caracteristicas de la canal
2.3.5.1 Conformacion de la canal

Es la forma y volumen general del cuerpo del animal ya sacrificado en su
presentacion como “canal caliente” o “canal fria”, tomando como base el contorno

de la canal. La conformacion se clasifica en tres tipos:

e Excelente: Canales con musculos gruesos y amplios en comparacion con la

longitud de la misma; amplio llenado de las piernas y los cuartos delanteros.

e Buena: Canales con musculos moderados en comparacion con la longitud de

la misma; piernas y cuartos delanteros moderadamente delgados.

e Deficiente: Canales con musculos delgados en comparaciéon con la longitud
de la misma; piernas y cuartos delanteros delgados y concavos (Arbiza et al.,
2009).
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Excelente Buena Deficiente
Figura 1. Patrén fotografico conformacién de Canales de Ovinos

(NMX-FF-106-SCFI-2006)

2.3.5.2 Clasificaciéon de las canales

En la NMX-FF-106-SCFI-2006 se menciona que la clasificacion de las canales
esta determinado por el grado de su calidad, después de haber sido sometida a un
proceso de inspeccién directo e indirecto (con equipo de medicion), con base en

los indicadores o lineamientos establecidos en esta norma.

En México las especificaciones para la clasificacién de las canales de ovino que
se deben cumplir de acuerdo a la norma NMX-FF-106-SCFI-2006 se describen en
la Tabla 1.

Tabla 1. Especificaciones para la clasificacién de canales de ovino

Parametros Cordero Borrego
Lechal Liviano Pesado Primal Adulto
Peso en pie hasta 12 hasta 38 mas de 38 NA NA
al sacrificio
(kg)

Peso en hasta 6 hasta 18 mas de 18 NA NA

canal (kg)

Grasade Perirrenal dela3mm de3a6mm de5al10 mm de5a10 mm

cobertura abundante de 4 a6 mm de7al0mm dellal5mm dellal5mm
de7al0mm dellal5mm masdel5mm masde 15 mm

Edad hasta 45 hasta dientes hasta diente dela4 dela4
dias temporales temporales incisivos incisivos
permanentes permanentes

Notas: 1) Para la medicion de la grasa se debe utilizar el método de prueba para determinacion de grasa descrito en el
punto 8.
2) NA: No aplica
Fuente: NMX-FF-106-SCFI-2006
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2.4 Calidad dela carne

Se define generalmente en funcion de su calidad composicional (relacion magro-
graso) y de factores de palatabilidad tales como su aspecto, olor, firmeza,
jugosidad, terneza y sabor. La calidad nutritiva de la carne es objetiva, mientras
que la calidad “como producto comestible”, tal y como es percibida por el

consumidor, es altamente subjetiva (Brafia et al., 2012; FAO, 2015).

La calidad de la carne, es el resultado de diferentes factores, como la crianza del
animal (nutricién, salud y trato humanitario), proceso de faenado del animal (Lopez
et al., 2013).

La calidad de la carne es cada vez mas importante para los consumidores, la
frescura, sabor y apariencia son los tres factores que influyen mas en la decisién
de compra (Alliance Group, 2010; Mancini, 2005; Wood et al., 1999).

La identificacién visual de la carne de calidad se basa en su color, veteado,
capacidad de retencién de agua. El veteado consiste en pequefias vetas de grasa
intramuscular visibles en el corte de carne. Este veteado tiene un efecto positivo
en la jugosidad y el sabor de la carne. La carne debe presentar un color rojo

cereza y uniforme a lo largo de todo el corte (FAO, 2015).
2.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas

Entre las diversas caracteristicas que afectan la calidad de la carne, las fisicas y
quimicas son de gran importancia. Los parametros como el pH, color, capacidad
de retencion de agua, textura, porcentaje de proteina, grasa intramuscular, grasa
total y perfil de acidos grasos son los que mas le interesan a los distintos actores
gue intervienen en la cadena desde la produccion hasta el consumidor final. Las
caracteristicas fisicoquimicas de la carne presentan variaciones debido a
numerosos factores, tales como la especie, raza, edad, manejo y alimentacion
entre otros (Cedrés et al., 2002; Teixeira et al., 2009).
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2.4.1.1 pH

El pH es el logaritmo negativo de la concentracion de protones de una disolucion.
Su valor se expresa en una escala de 0 a 7 (&cido) y de 7 a 14 (basico). El pH es
uno de los principales parametros a considerar para verificar la calidad de la
carne, ya que afecta varias de sus caracteristicas como color y capacidad de

retencién de agua, entre otras (Brafia et al., 2011; Garrido et al., 2005).

El pH del misculo de animales sanos y vivos es de alrededor de 7.04 y 7.30,
alcanzando valores de 5.50 a 5.70 a las 24 h post mortem (Albarracin et al., 2013;
Brafia et al., 2011; Garrido et al., 2005; MLA, 2012).

Cada animal posee cierta cantidad de energia contenida en sus musculos en la
forma de glucdégeno. Una vez que el animal ha muerto, cesa el aporte sanguineo
de oxigeno y nutrimentos al musculo, por lo que se utilizan las reservas de energia
para sintetizar ATP con el fin de mantener la temperatura e integridad estructural
del masculo. Conforme se reducen los niveles de ATP se genera simultdneamente
fosfato inorganico, que a su vez estimula la degradacién de glucégeno a acido
lactico mediante la glucélisis anaerobia, o que provoca un descenso en el pH
muscular, que continua hasta que se agotan las reservas de glucogeno o hasta
gue se inactivan las enzimas que rigen el metabolismo muscular (Garrido et al.,
2005; Lawrie, 1998; MLA, 2012; Mota — Rojas et al., 2010).

El principal punto a considerar es que se requiere que se mantengan niveles
adecuados de glucogeno para llegar al pH final para una buena calidad de la
carne. Si no existe suficiente cantidad de glucégeno, no se producira suficiente
cantidad de &cido lactico debajo de una concentracion de 0.8 g/100g debido a un
inadecuada alimentacion u otros factores como mal manejo y estrés, el pH
permanecera alto, por arriba de 5.6, dando como resultado carne DFD (dark, firm,
dry por sus siglas en inglés), es decir carne color rojo oscuro, incremento en la
variacion de terneza, incremento en la capacidad de retencion de agua
(produciéndose carne seca), palatabilidad pobre, textura mas firme (Brafa et al.,
2011; Garrido et al., 2005; MLA, 2012; Mota—Rojas et al., 2010).
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Ademas de los cuidados durante la produccién, el manejo durante los dias u horas
gue permanezca el animal en el rastro es un factor importante, ya que un mal
manejo durante la matanza puede causar cortes obscuros. Debido al color oscuro,
textura gruesa, disminucion de terneza y sabor intenso los consumidores en el
sector minorista rechazan esta carne por su apariencia. A pH altos, las bacterias

crecen mas rapido y la vida de anaquel de la carne sera mas corta (MLA, 2012).
2.4.1.2 Temperatura

La carne y sus productos son altamente perecederos, la temperatura de
almacenamiento y cocimiento tienen un papel critico en la seguridad

microbiolégica y la palatabilidad de la carne (NAMP, 2007).

El méaximo crecimiento microbiano de la mayoria de los organismos de deterioro y

patdgenos asociados con los productos carnicos es entre 4-60 °C (NAMP, 2007).

Una causa importante de dureza de la carne es la contraccion de los musculos
durante el enfriamiento. La velocidad de enfriamiento de cada musculo o parte de
la canal dependeréa de la situacion del masculo en la canal, especie animal o peso
de la canal y sistema de refrigeracion utilizado. Si un musculo se enfrié
rapidamente antes del comienzo de rigor mortis, las fibras musculares se contraen
(cold shortening). El rapido enfriamiento de las canales pre-rigor resulta en un
acortamiento por frio si se enfrian musculos radpidamente por debajo de 10 °C
antes de que comience el rigor. Actualmente ha cobrado mayor énfasis el alcanzar
temperaturas en la carne inferiores a carga de salida y esto puede dar lugar a
temperaturas de lomo pueden ser reducidas a menos de 10 °C dentro de las tres
primeras horas de la matanza, que pueden causar carne dura, debido al
acortamiento. Sin embargo, los musculos que ya estan en el rigor y no se acortan,
independientemente de la temperatura a la que se encuentren (Andujar et al.,
2003; MLA, 2012).

Se ha demostrado que la terneza es afectada negativamente cuando el musculo

entra en rigor a temperaturas por arriba de 25 °C, debido al rapido agotamiento de
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la actividad de la calpaina, enzima que regula la protedlisis de las proteinas
musculares en condiciones post mortem, ésta autolizada brevemente e inestable
en condiciones post mortem y es probablemente menos estable a temperaturas
altas. Bajo condiciones Optimas de pH, la calpaina autolizada pierde rapidamente
su actividad a 37 °C debido a la inestabilidad termodinamica de la enzima.
Temperaturas alrededor de 15 °C al comienzo del rigor son las adecuadas para
maximizar la tenderizacion sin tener efectos negativos en el color y capacidad de
retencion de agua (Devine et al., 1996; Geesink y Koohmarie, 1999; Geesink et al.,
2000; Hertzman et al., 1993; Simmons et al., 1996).

2.4.1.3 Color

El color de la carne es uno de los factores mas decisivos al momento de la
compra, ya que el consumidor lo relaciona con las cualidades sensoriales del
mismo. Es un parametro de calidad de la carne que puede ser indicativo de la
edad de los animales, asi como la genética, sistema de produccion animal y el
cuidado de los animales durante el faenado y almacenamiento (Alberti et al., 2005;
Brafia et al., 2011, Brafia et al., 2011).

La carne esta compuesta por dos fracciones: el musculo y la grasa. La estructura
del musculo y la concentracién de pigmentos influiran en la cantidad de luz
reflejada y, por consiguiente, en su color. Ademas, el color de la grasa estara
influido por la concentracidon de pigmentos y la composicion quimica de los

distintos acidos grasos (Alberti et al., 2005)
Existen tres factores de variacion del color del mUsculo:

e El contenido de pigmentos, el factor intrinseco mas importante, relacionado

con la especie, edad, raza, sexo y alimentacién del animal.

e Las condiciones del periodo pre y post sacrificio, como estrés, temperatura,
humedad de la camara de refrigeracion, por mencionar algunos, que

afectaran el color, al variar la caida de pH y su valor final.

15



Revision de literatura

e El tiempo de almacenamiento y las condiciones de comercializacion que,
debido a los procesos de oxigenacion y oxidacion modificaran la apariencia
de su color (Alberti et al., 2005).

La intensidad de rojo y el color, en general estdn en funciébn de las
concentraciones de deoximioglobina, metamioglobina y oximioglobina. La
mioglobina es el principal pigmento de la carne, la cual cambia de color de
acuerdo al estado de oxidacion (Holman, et al., 2015; Lopez et al., 2013; Mancini y
Hunt, 2005).

En la carne fresca o recién cortada la proporciéon de deoximioglobina (DMb Fe®")
es alta y esto le da el color rojo purpura, que se encuentra en estado reducido, ya
qgue no hay oxigeno fijado a la molécula. En la superficie de la carne recién
cortada, la oxigenacién produce oximioglobina (OMb Fe?*), la cual es de color rojo
claro. A medida que la exposicidn al oxigeno aumenta, la oximioglobina penetra
mas profundamente por debajo de la superficie de la carne. La profundidad de la
penetracion del oxigeno y el espesor de la capa de oximioglobina depende de la
presion parcial del oxigeno, pH y la competencia por el oxigeno por otros procesos
respiratorios (Holman, et al., 2015; Lopez et al., 2013; Mancini y Hunt, 2005;
Nuffield, 1984).

Ademas de la reaccion de oxigenacion, el hierro (lI) de la mioglobina puede
oxidarse a hierro (lll), dando como resultado metamioglobina de color pardo. La
metamioglobina (MMb Fe **) produce cambios de color hacia el pardo (café—rojizo)
en la carne que envejece, que es poco deseable para el consumidor (Lopez et al.,
2013; Nuffield, 1984).
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[10,>-

Rx 1 (Oxigenacién): Dmb + O, «—OMb

Rx 2a (Oxidacion): OMb + [consumo de oxigeno o baja presion parcial O,] - e = MMb
Rx 2b (Oxidacién): [ DMb - ion hidroxil - ion hidrégeno complejo ] + O,—=MMb + O,

Rx 3 (Reduccién): MMb + consumo de oxigeno + reduccién de metamioglobina — Dmb
Rx 4 (CarboxiMb): DMb + monéxido de carbono — COMb

Figura 2. Interconversiones oxido reduccién de la mioglobina visibles en la
superficie de la carne (L6pez et al., 2013)

La adicion de sustancias, como antioxidantes naturales a la dieta de los animales
permite que el color de la carne se mantenga estable durante un mayor periodo. El
color puede ser medido instrumentalmente con colorimetros o espectrofotometros,
aunque también se pueden utilizar escalas subjetivas como los patrones
fotograficos. Los aparatos de medida de color lo determinan por las coordenadas
L* (luminosidad), a* (intensidad de rojos) y b* (intensidad de amatrillos) del espacio
CIELAB (Alberti et al., 2005; Zimerman M., 2009).

&

Clear pink Pink Other colour

Figura 3. Patron fotografico adoptado por la Unién Europea para la clasificacién de
corderos livianos de acuerdo al color del musculo m. rectus abdominis (Unién
Europea, 1994)
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L* expresa la luminosidad, cuya escala es de 0 a 100, el valor 0 esta asociado con
el color negro (absorcion completa de la luz) y 100 representa el color blanco
(reflexion completa). a* indica la intensidad de rojo (o verde), debido a que los dos
colores son complementarios, con rangos de -60 (verde) a 60 (rojo). Finalmente
b* indica la intensidad de amarillos (o azules), que también va de un rango de -60
que indica azul a 60 que indica amarillo (Castigliego et al., 2012).

Blanco
L=100

Amarillo

Negro
L=0

Figura 4. Espacio de Color CIELAB
(Adaptado de HunterLab, 2008 y 2015)

2.4.1.4 Capacidad de retencion de agua

La habilidad de la carne fresca de retener humedad es una de las caracteristicas
de calidad mas importantes. La carne roja magra contiene alrededor de 75.0% de
agua inmediatamente después del sacrificio, éste porcentaje es inverso con el de
la grasa. La presencia de agua influye en los cambios que ocurren en la carne
durante la refrigeracién, almacenamiento y procesamiento (Andujar et al., 2003;
Huff-Lonergan y Lonergan, 2005; Lawrie, 2006; Pla, 2005).
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La capacidad de retencion de agua (CRA) es la aptitud de la carne para mantener
ligada su propia agua, incluso bajo la influencia de fuerzas externas, como presion

y calor, o también como la aptitud para fijar agua afiadida (Brafa et al., 2011).

La CRA es influenciada por factores fisicos y bioquimicos, como el pH del
musculo, mientras alejado este el pH del punto isoeléctrico de las proteinas del
musculo mas agua se retendra, valores de pH superiores a 5.8 favorecen la
capacidad de las proteinas para ligar las moléculas de agua. Ademés del pH,
factores tales como la especie de que proviene la carne, tipo de fibra, estabilidad
oxidativa de sus membranas, proceso de maduracién y sistema de congelacion y
descongelacién de la carne afectan la CRA. La edad del animal es también un
factor importante en la retencion de agua, en animales jovenes hay menor pérdida
de jugo que en animales viejos (Brafa et al., 2011; Huff-Lonergan y Lonergan,
2005; Pearson y Young, 1989).

Existen varias formas de medir la CRA en la carne. Estas metodologias se han
dividido basadas en el tipo de carne y el proceso al que la carne ha sido sometido:
Estos métodos incluyen: (1) pérdida de agua por goteo (drip loss) determinadas
por la formacion de un exudado sobre la carne, sin la aplicacion de fuerzas
externas; (2) pérdidas por descongelaciéon (thawing loss), que originan un exudado
sobre la carne, tras su congelacion y descongelacion, sin aplicacion de fuerzas
externas; (3) pérdidas por cocinado (cooking loss), fluidos liberados tras el
calentamiento de la carne sin aplicacion de fuerzas externas tales como
centrifugacion o la presion y (4) jugo exprimible (expressible juice) de la carne no
calentada, mediante la aplicacion de fuerzas externas originadas por métodos de

compresion, centrifugacion o succiéon (Chamul, 2007; Pla, 2005).

De acuerdo a lo propuesto por Honikel (1997,1998) la CRA de la carne de vacuno
y la de porcino se determina mediante pérdida por goteo de la carne cruda y
pérdidas de agua por cocinado. En el caso de la carne de ovino, debido a que el
tamafio de los musculos es mucho menor y la formacion de exudado muy
reducida, la determinacion de las pérdidas por goteo de la carne cruda se
sustituye por las pérdidas por compresion (Pla, 2005).
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2.4.1.5 Proteina

La proteina es el componente mas importante de la carne, ocupa el segundo lugar
después del agua en la composicion de la carne. De acuerdo a su funcién
bioldgica y su solubilidad las proteinas del musculo se clasifican en: miofibrilares o
contractiles, sarcopldsmicas o solubles y del estroma o insolubles (Andujar et al.,
2003; Badui, 1990).

Las proteinas del musculo tienden a ser hidrofilicas y ligan 300—360 g de agua por
cada 100 g de proteina. La mayor parte de esta agua estd presente como
moléculas libres dentro de las fibras musculares y asociadas con el tejido
conectivo. Se estima que el 70.0% del agua contenida en la carne fresca esta
unida a las miofibrillas, 20.0% al sarcoplasma y 10.0% al tejido conectivo. Solo el
3.0% de la CRA del musculo se debe a las proteinas sarcoplasmicas. Por lo tanto,
las proteinas miofibrilares son los principales componentes que retienen el agua

en el musculo (Pearson y Young, 1989).

Las proteinas contractiles o miofibrilares son las que conforman estructuralmente
el tejido muscular y las que transforman la energia quimica en mecanica durante
la contraccion y relajacion de los distintos musculos. Estas proteinas componen
aproximadamente el 11.5% del total de las proteinas en los musculos y son
solubles en soluciones salinas concentradas. Las propiedades de estas proteinas
son de significativa importancia en los atributos de la calidad de la carne post
mortem, estan muy relacionadas con el rigor mortis, la terneza y la capacidad de

retencién de agua de la carne (Andujar et al., 2009; Pearson y Young, 1989).

La red tridimensional de los miofibrillas en el musculo sirven para inmovilizar el
agua, la cantidad inmovilizada depende del espacio que existe entre la red
miofibrilar. Las ganancias o pérdidas de agua en la carne se deben a hinchazén o
contraccion de las miofibrillas causadas por la expansidon o contraccion del

enrejado miofibrilar (Andujar et al., 2009; Pearson y Young, 1989).
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Si las fibras musculares se contraen de manera que la actina y la miosina se
superponen considerablemente, el espacio disminuye y la cantidad de agua
inmovilizada se reduce. La red de filamentos se contrae en el musculo al
comienzo del rigor mortis, lo que ayuda a explicar las pérdidas por goteo en
términos de contraccion miofibrilar durante el rigor durante la descongelacion o en
musculos PSE (por sus siglas en inglés pale, soft and exudative), es decir, carne
palida, suave y exudativa. La contraccion activa de la red miofibrilar también causa

las pérdidas de agua durante la coccion de la carne (Pearson y Young, 1989).

Las proteinas miofibrilares también estan involucradas en el desarrollo del rigor
mortis después de la muerte del animal. Sin embargo, no todas las proteinas
miofibrilares estan directamente involucradas en la serie de eventos que ocurren
durante la contraccion, se dividen en tres subgrupos: (1) las proteinas principales
de contraccion, que incluyen solo a la actina y miosina; (2) las proteinas
reguladoras, que juegan una funcién importante en el inicio y control de la
contraccion, como la tropomiosina, troponina, calmodulina y actininas; y (3) las
proteinas citoesqueléticas, que proporcionan soporte estructural, dan continuidad
mecanica a lo largo de las miofibrillas y proporcionan elasticidad a la fibra, siendo
las mas importantes la conectina o titina (del filamento elastico), la desmina o
esqueletina (del filamento intermedio) y la a-actina (de la linea Z), la nebulina (en
los filamentos delgados) en la unién miofibrilla-miofibrilla y la vinculina, en la unién

miofibrilla-membrana célula (Andujar et al., 2009; Pearson y Young, 1989).

Las proteinas sarcoplasmicas representan alrededor del 30.0-35.0% de las
proteinas musculares. Existen mas de 100 proteinas sarcoplasmicas, incluyendo,
la mayoria de las enzimas involucradas en el metabolismo y juegan un papel muy
importante en los cambios que se producen tras la muerte durante su
transformacién en carne. Las proteasas y pigmentos musculares influyen durante
la fase post mortem y su posterior procesamiento (Andujar et al., 2009; Du y
McCormick, 2009; Pearson y Young, 1989).
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Ademas, las proteinas sarcoplasmicas proporcionan un medio de transporte para
llevar el alimento y el oxigeno de los capilares sanguineos a los tejidos y los
productos de desecho del metabolismo, incluyendo diéxido de carbono, de los
tejidos a los capilares de regreso. La hemoglobina en la sangre y la mioglobina en
los tejidos musculares estan involucrados en el intercambio de oxigeno y dioxido

de carbono (Pearson y Young, 1989).

Otras proteinas sarcoplamicas estan involucradas en la transformacion de
energia, como la adenosin trifosfato (ATP), adenosin difosfato (ADP) y creatin
fosfato (CP), asi como las enzimas que participan en la oxidacion aerobia de la
glucosa a dioxido de carbono y las enzimas hidroliticas de los tejidos (Pearson y
Young, 1989).

Las proteinas del tejido conectivo o estromal componen los elementos de la base
estructural en el tejido conectivo de los animales superiores; tienen como funcién
la proteccion mecanica del organismo, asi como la de conectar masculos, érganos
y otras estructuras del esqueleto. Las principales proteinas en el tejido conectivo
se clasifican como proteinas fibrosas debido a que estan constituidas de cadenas
polipéptidicas acomodadas de forma paralela para formar grandes hojas o fibras
(Andujar et al., 2009; Pearson y Young, 1989).

Son insolubles en agua o soluciones salinas, le dan dureza, forma y proteccion al
muasculo esquelético. Las principales proteinas son el colageno, elastina y
gueratina. Las glucoproteinas, otras proteinas en el tejido conectivo, estan unidas
de forma covalente a los carbohidratos, que constituyen el liquido sinovial que
lubrica las articulaciones y junto con €él se encuentran mucopolisacaridos acidos en

el tejido conectivo (Pearson y Young, 1989).

La cantidad de proteina en la carne se determina a partir de su contenido de
nitrogeno. El porcentaje de proteina se calcula multiplicando el porcentaje de
nitrogeno por el factor 6.25, debido a que las principales proteinas de la carne

(miosina y actina) es de 16.0%, el factor convenido para estimar el contenido de
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proteinas en funcion del contenido de nitrogeno en la carne, sea 6.25, el cual
resulta de dividir 100/16 (Brafa et al., 2011; Olivan et al., 2005).

En 1880, Johan Kjeldahl propuso el método para determinar la proteina cruda;
éste método se basa en la destruccion de la materia organica con acido sulfarico
concentrado, catalizado con sulfato de cobre, el nitrégeno organico se transforma
en iones de amonio (sulfato de amonio), que en un medio fuertemente basico de
hidroxido de sodio, permite la destilacion del amoniaco, el cual se destila
recibiéndolo en acido bdrico, formandose borato de amonio, que se valora con
acido clorhidrico para calcular la cantidad de nitrdgeno inicialmente presente en la
muestra (Brafa et al., 2011; Olivan et al., 2005).

2.4.1.6 Grasa

La carne posee numerosos lipidos, que son un grupo de compuestos organicos,
constituidos principalmente por carbono, hidrogeno y oxigeno, insolubles en agua
y solubles en solventes organicos, como éter y cloroformo, con una estructura
quimica formada por una cadena hidrocarbonada alifatica o aromatica como parte
principal de la molécula y que se encuentra o se derivan de organismos Vivos
(Badui, 1990; Brafia et al., 2011; Restrepo et al., 2001).

Los lipidos desempefian muchas funciones en los tejidos, son fuente energética,
parte estructural de las membranas celulares y de los sistemas de transporte de
diversos nutrimentos, otros son vitaminas y hormonas, algunos son pigmentos,

ademas actlian como aislantes naturales (Badui, 1990).

La grasa en el musculo y carne de ovino contiene una combinacion de éacidos
grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI), los
contenidos de AGS, AGMI y AGPI son 40-55%, 35-45% vy 1.5-7%,
respectivamente (Brafia et al., 2011; MLA, 2008).

Las respectivas proporciones de las tres clases influyen en las propiedades fisicas
y nutrimentales de la grasa. El efecto fisico mas notable es en la dureza de la

grasa: la grasa es mas dura cuando la proporcion de acidos grasos insaturados
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(AGMI y AGPI) con respecto a los AGS es menor. La grasa intramuscular que
contiene mayor contenido de AGS con un elevado punto de fusion serd mas
evidente a temperatura de refrigeracion que en grasa con un menor punto de
fusion (MLA, 2008).

Seis &cidos grasos predominan en la grasa intramuscular de los ovinos y bovinos:
Miristico (C14:0), Palmitico (C16:0), Palmitoleico (C16:1), Estearico (C18:0),
Trans-vacceénico (C18:1), Oleico (C18:1), Linoleico (C18:2). En cambio en el tejido
adiposo de cobertura predominan los triglicéridos. En el muasculo, por otro lado,
una mayor proporcién son fosfolipidos, ya que son un constituyente de las
membranas celulares, tiene un alto contenido de AGPI comparado con el tejido
adiposo de cobertura (MLA, 2008).

La grasa en las partes periféricas de las canales, por ejemplo de las piernas es
mas suave. La proporcion de AGMI es mayor en el tejido adiposo subcutaneo que
en la grasa intramuscular. Esto se ve reflejado en que la grasa subcutanea es mas
suave a cualquier temperatura, a diferencia de otras partes de la canal. La relacién
AGMI: AGS en la grasa intramuscular es menor que en la subcutanea. La grasa
de los 6rganos internos, como la del rifidon, es mas dura que la subcutanea y la
intramuscular (MLA, 2008).

Los acumulos de grasa intramuscular o marmoleo consiste en rayas visibles en el
corte de la carne y tiene un efecto positivo en la jugosidad, suavidad y sabor de la
carne cuando se cocina. EI marmoleo depende de la genética, edad y

alimentacion (Brafa et al., 2012).

El contenido de grasa de un animal y de la carne aumenta con la edad. La
actividad de la enzima delta-9-desaturasa y los AGMI incrementan con la edad
(MLA, 2008).

La determinacion de grasa en carne se realiza principalmente por el método
Soxhlet (AOAC 991.36), que consiste en la extraccion de la grasa de la muestra

previamente hidrolizada y desecada por medio de hexano o éter de petréleo,
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eliminando el disolvente por evaporacion, desecacion del residuo para que una
vez frio se pese para determinan el contenido de grasa (Brafia et al., 2011; Olivan
et al., 2005; Restrepo et al., 2001).

En los ovinos la evaluacion subjetiva del marmoleo se realiza utilizando los grados
de marmoleo para bovinos de AMSA, en una escala de seis puntos (1 =
desprovisto, 2 = trazas, 3 = ligero, 4 = pequefio, 5 = moderado, 6 = abundante) o
la de AUS-MEAT con una escala de 1 a 9 (Matthew, 2007).

Se evalta en la 10%/112 costilla 0 en la 123132 costilla de la canal. El ojo de
chuleta expuesto es el sitio de evaluacién de la MSA (Meat Standards Australia).
La MSA utiliza la escala de marmoleo de la USDA (United States Department of
Agriculture), ya que éstas medidas proporcionan una escala mas fina que la de la
AUS-MEAT. Cada fotografia de la escala USDA esta dividido para la clasificacion
en decenas, creando una amplia puntuacién de 100 a 1000 en incrementos de
100.

MSA 700 MSA 800 MSA 900 MSA1000 MSA1100
Figura 5. Escala de marmoleo de la MSA (2012)

En la actualidad el estudio sobre el consumo de grasas y su relacién con la salud
humana es un tema de gran interés y preocupacion. En México el consumidor
rechaza la carne con grandes cantidades de grasa por su relacion con ciertas
enfermedades, por ello se ha buscado que la carne sea mas magra. Es deseable

gue las grasas insaturadas predominen en gran cantidad sobre las saturadas. Se
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ha estudiado la relacion entre omega-6: omega-3 y del acido linoleico conjugado
(CLA) y la prevencion de enfermedades cardiovasculares y sus propiedades
anticancerigenas, por lo que es recomendable consumir carne con altos valores
en relacion AGPI:AGS, altos valores de omega-3, altos contenidos de CLA ( Brafa
et al., 2011; Rubio et al., 2013; Zimerman, 2009).

2.4.2 Textura

De acuerdo a Lawrie y Ledward (2006) de todos los atributos de calidad, la textura
y terneza actualmente son de los mas importantes buscados por el consumidor

ademas del sabor y color.

La textura es la manifestacion sensorial de la estructura de la forma del alimento y
la forma de reaccionar de ésta estructura frente a la aplicacién de fuerza; en el
caso de la carne es la sensacion que percibe el consumidor frente a la carne y
abarca un conjunto de impresiones visibles y tactiles (Beltran y Roncalés, 2005;
Sanchez—-Zapata et al., 2010).

En la carne la textura esta determinada por las propiedades de las estructuras del
musculo y sus componentes (miofibrillas, tejido conjuntivo, agua Yy lipidos) y esta
relacionada con varios parametros como la dureza, terneza (siendo la mas
importante de todas ellas), capacidad de retencion de agua, jugosidad, y color. Las
propiedades de las estructuras musculares dependen de la especie, raza, sexo y
edad, sistema de produccion, sistema de refrigeracién y congelado, maduracién
de la carne, estado de contraccion muscular, temperatura de coccién de la carne
(Andujar et al., 2003; Beltran y Roncalés, 2005; Brafia et al., 2011; Sanchez—
Zapata et al., 2010).

Los fasciculos son los haces musculares mas pequefios que se pueden percibir
con la vista y el paladar. El tamafio del haz y el interior de sus fibras juegan un
papel decisivo en la forma en que se percibe la carne. Entre mas largo sea el
fasciculo es mas facil de ver y mas dificil de cortar. Los masculos de grano-fino

son mas suaves que los de grano-grueso, por lo tanto un lomo es mas facil de
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masticar que un bistec de la falda. Esto se debe a que para los dientes es mas

dificil cortar los haces de fibras que separandolas (Danforth, 2014).

Ademas, las fibras musculares se endurecen durante la coccién, ya que se secan
conforme el calor va rompiendo las estructuras que retienen agua, evaporandola;
dando como resultado una estructura mas densa y resistente. Esta es la razén por
la cual la carne se corta sobre el grano y no a lo largo, el cuchillo hace el trabajo
que los dientes no pueden, acortando las fibras (Danforth, 2014).

La edad también influye en la dureza de la carne, entre mas grande sea el animal,
mas largos son los musculos, y mas fuertes, es decir tienen un incremento en las

proteinas contractiles (actina y miosina) (Bianchi et al., 2008; Danforth, 2014).

La impresion general de la terneza al paladar incluye la textura e implica tres
aspectos: la facilidad inicial de la penetracibn en la carne de los dientes, en
segundo lugar, la facilidad con que la carne se rompe en fragmentos y por ultimo
la cantidad de residuos que quedan después de la masticacion (Lawrie y Ledward,
2006).

Los métodos de evaluacion de la textura de la carne se pueden agrupar en
métodos sensoriales, instrumentales e indirectos. Los métodos instrumentales
mMAas comunes son la compresion, penetracion, corte, y pruebas de extension y
andlisis de perfil de textura. Los métodos indirectos incluyen la determinacion de
contenido de colageno, indice de fragmentacion miofibrilar, actividad de proteasas,
y analisis histoldgico. EI método instrumental mas utilizado es el método mecanico
de corte o cizalla mediante la célula Warner-Bratzler, que mide la fuerza necesaria
para cortar un cilindro de 1 cm de diametro con una cuchilla de borde romo. La
textura de la carne puede evaluarse por ambos métodos, instrumental y sensorial
(Beltran y Roncalés, 2005; Chamul, 2007).

2.4.3 Caracteristicas bioquimicas

La calidad de la carne como la variacion en las propiedades oxidativas, glucoliticas

y contractiles se pueden evaluar objetivamente por técnicas bioquimicas, por
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ejemplo con la actividad enzimatica, ya que la concentracion, actividades y
proporciéon de las diferentes enzimas utlizadas durante la contraccion y
metabolismo energético difieren en los diversos tipos de musculo. Los cambios
bioquimicos postmortem en el musculo determinan la transicion de musculo a
carne y puede influir en la calidad final de la carne (Klont et al., 1998; Ramirez et
al., 2004).

La estabilidad oxidativa de la carne depende de la relacion entre los pro y
antioxidantes que se encuentran en el tejido muscular, y de la composicion y
disponibilidad de los sustratos susceptibles a oxidacion. El masculo dispone de
sistemas enddgenos que controlan estos procesos oxidativos, debido a que
actian como barrera de los radicales libres, sin embargo estos disminuyen

durante las etapas postmortem (Ponce et al., 2013).

Dentro de este sistema se incluyen las vitaminas E y C, carotenoides, polifenoles,
tioles y enzimas como la superdxido dimutasa, catalasa y glutation peroxidasa,
gue contrarrestan el efecto de los agentes oxidantes y pro-oxidantes (Ponce et al.,
2013).

2.4.3.1 Glutation Peroxidasa (GSH-Px)

La GSH-Px (Glutation: oxidoreductasa H,O, E.C. 1.11.1.9 de acuerdo a la
Nomenclatura de la Comision de Enzimas de la Union Internacional de
Bioquimica) es una metaloenzima que utiliza al Se como cofactor y que forma
parte del sistema glutation, sefialado como el principal sistema antioxidante en el
organismo, catalizando la reduccion de peréxidos dafinos con glutation (GSH) y
protegiendo las membranas lipidicas y otros componentes celulares del dafio
oxidativo. Sus funciones son inactivar algunos de los radicales libres derivados del
oxigeno, proteger la membrana de las células y mantener el funcionamiento del

sistema inmune, entre otros (Ceballos et al., 1999; Yu et al., 2005).

Arthur (2000), Brown y Arthur (2001) y Rayman (2000) reportaron que se han

identificado cuatro tipos de GSH-Px, que contienen selenocisteina (Sec) en su
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centro activo (GPx1, GPx2 gastrointestinal, GPx3 plasmatica, y hidroperoxido de
fosfolipido GPx4). Las selenoperoxidasas (SecGPx) prevalecen en los
vertebrados, mientras que los homodlogos de GPx que tienen en su sitio activo
cisteina (CysGPx) en lugar de Sec se encuentran en las plantas terrestres,
levaduras, protozoarios y bacterias. La eficiencia de las SecGPx reducen los
hidroperéxidos con una tasa constante de k,,;mayor a 10’ M*s™, en cambio las
CysGPx raramente alcanzan valores de k., ,cerca de 10° M's™. Los alcances de
las funciones biologicas de las GPxs comprenden la desintoxicacion de
hidroperoxidos, la inhibicion de la apoptosis y procesos inflamatorios, la
modulacién de las cascadas de sefializacion, la detecciéon de H,O, para la
activacion de factores de transcripcién y el uso de ROOH para la sintesis de
proteinas estructurales. La glutation peroxidasa, actualmente denominada GPx1
fue la primera peroxidasa que se demostré que utilizé especialmente un tiol para la
reduccion de H,O, (Flohé y Brigelius-Flohé, 2012).

H,S, + 2GSH - GSSG + 2H,0

La GPx1 fue la primera selenoproteina identificada. La GSH-Px esta presente en
el citosol de la célula, donde funciona como un antioxidante, reduciendo
directamente H,0,, y la fosfolipasa A2 hidroliza los hidroperéxidos lipidicos.
También puede actuar como un vehiculo de almacenamiento de Se, ya que
contiene 4 residuos de selenocisteinas en una estructura tetrdmera (Brown y
Arthur, 2001).

La glutation peroxidasa gastrointestinal (GPx2) protege a los mamiferos de los
hidroperoéxidos lipidicos ingeridos. La GPx2 es la selenoproteina antioxidante mas
importante en el colon. El estrés oxidativo es un evento critico en la
tumorogenésis. Por lo tanto, es probable que la funcion antioxidante de la GPx2
proporcionara una defensa temprana contra el cancer de colon (Brown y Arthur,
2001).

La GSH-Px extracelular (GPx3) es otra selenoproteina con alto potencial

antioxidante, pero esta no es su principal funciébn en plasma. Estudios de
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hibridacion muestran que GPx3 mRNA se produce en las células epiteliales
tubulares proximales renales, y dado que las concentraciones de GSH son altos
en el rifidn, GPx3 puede tener una funcion antioxidante especifica en los tubulos
renales o espacios extracelulares. Sin embargo, otros tioles, tales como la
tiorredoxina pueden actuar como donador de electrones y apoyar un papel
antioxidante para GPx3 en el plasma. La tiorredoxina es una proteina disulfuro
importante para las defensas antioxidantes y la regulacion del crecimiento celular
(Brown y Arthur, 2001).

Una glutation peroxidasa asociada a la membrana de hidroperéxidos de
fosfolipidos (GPx4) se ha identificado que es responsable directamente de la
destruccion reductiva de hidroperéxidos de lipidos. La enzima es un monémero,
GPx4 reacciona con hidroperéxidos de fosfolipidos, asi como con pequefios
hidroperoxidos solubles y también es capaz de metabolizar el colesterol e
hidroperoxidos éster de colesterol en lipoproteina oxidada de baja densidad. En
consecuencia, es bien reconocido como esencial para la destrucciébn de
hidroperoxidos de acidos grasos, que si no se reducen a acidos grasos hidroxi,
dard lugar a incontroladas reacciones en cadena de radicales libres que son

nocivos para la integridad de las membranas (Brown y Arthur, 2001).
2.4.3.2 Oxidacion de grasa

El dafio oxidativo es el principal factor no microbiano responsable de la pérdida de
calidad de la carne. El estado de oxidacién de la carne estd indicado por su
estabilidad del color y su susceptibilidad a la rancidez (Descalzo et al., 2005).
Luciano et al. (2009) indicaron que en las carnes rojas, los cambios bioquimicos
postmortem, el procesado y almacenamiento comprometen las defensas
antioxidantes naturales de la carne y se favorecen los procesos oxidativos. La
oxidacion de lipidos conduce al desarrollo malos olores, mientras que la oxidacion

de la mioglobina provoca la decoloracion de la carne.

La susceptibilidad de la carne a los procesos oxidativos depende de varios

factores, uno de los mas importantes es el nivel de sustratos altamente oxidables,
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tal como los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en la fraccion fosfolipidica de
las membranas celulares, donde inicia la oxidacion lipidica. Por lo tanto, las
estrategias de alimentacion deben enfocarse a mejorar la salud, indicando que los
AGPI en la carne pueden perjudicar su estabilidad oxidativa. Sin embargo, la
estabilidad de la carne a la oxidacidén es el resultado del balance entre los pro-
oxidantes y antioxidantes. Los antioxidantes de la dieta pueden llegar al musculo,
donde junto con los sistemas de defensa nativos, contrarrestando la accion de los
prooxidantes. Se ha estudiado ampliamente la suplementacion de vitamina E en la
dieta de los rumiantes como medio para mejorar la estabilidad oxidativa de la
carne, demostrandose que los sistemas de alimentacion pueden afectar la calidad

de la carne (Descalzo y Sancho, 2008; Luciano et al., 2009).

La oxidacion lipidica esta influenciada por el tipo de alimentacion del ganado,

genotipo del animal, tipo de musculo y tiempo de maduracion (Terevinto, 2010).

El grado de oxidacién de la carne puede medirse mediante indices 0 compuestos
especificos relacionados con los procesos oxidativos. Uno de los métodos mas
utilizados para determinar la oxidacion lipidica es por medio de la cuantificacion de
compuestos resultantes de la oxidacién de lipidos, ya sea o6xidos, aldehidos vy
cetonas, esta prueba es la del indice de TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances: Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico), el resultado obtenido
se expresa en mg de Malonaldehido/Kg de carne (Garcia Regueiro y Maraschiello,
2005; Lépez et al., 2013).

2.4.4 Caracteristicas microbiolégicas

El deterioro de los alimentos se debe a diversos cambios, principalmente en
respuesta al crecimiento y metabolismo de microorganismos, exposicion, cantidad
y tipo de luz a la que se expone la carne, oxidacion lipidica, proteica y cambios en
color, entre otros. La carne es un excelente medio para el crecimiento microbiano.
Si se permite que éste crecimiento continue provocara que la carne sea rechazada

por el consumidor (Lopez et al., 2013; Martin, 2007).
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Como resultado de procesos microbioldgicos, quimicos y fisicos el deterior del
musculo comienza inmediatamente después del proceso de matanza. Estos
procesos deben controlarse o a medida de los posible eliminarse, o estos

procesos haran la carne no apta para consumo (Martin, 2007).

El aumento en la vida de anaquel es esencial para el almacenamiento de la carne,
es decir, extender en el tiempo las caracteristicas sensoriales y de inocuidad de la
misma para hacerla aceptable para el consumidor. Lo anterior depende de las
caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas y sensoriales que tenga al inicio de
la vida de anaquel. La carne al momento de la matanza es estéril o bien contiene
una concentracion muy baja de microorganismos hasta que se corta o se muele y
se introducen contaminantes superficiales (Danforth, 2014; Lopez et al., 2013,
Martin, 2007).

El musculo postmortem experimenta un cese repentino de las defensas del cuerpo
contra la invasion y crecimiento de microorganismos extrafios, aparentemente hay
muy poca carga microbiana si existen propiedades bacteriostaticas o bactericidas
residuales en el musculo de animales recién faenado. Durante el proceso de
deguello, eviscerado y formacion de la canal se puede contaminar la carne, por lo
que, se deben de tomar medidas desde el principio, para impedir la
contaminacion no solo de los microbio que causan el deterioro, asi como la
proliferacion de patdgenos. La medida de prevencidn mas utilizada contra la
contaminacion de la carne es el enfriamiento o refrigeracién de la canal y su

posterior congelacion (Danforth, 2014; Lépez et al., 2013; Martin, 2007).

Los microorganismos indicadores que generalmente se cuantifican para
determinar la calidad microbiol6égica de alimentos son: mesofilos aerobios, mohos,
levaduras, coliformes totales y fecales, entre otros. El deterioro de la carne se
acelera en presencia del oxigeno aun durante la refrigeracion y en condiciones de

congelacion el deterioro es mas lento (Lépez et al, 2013; Ponce et al., 2013).

La mayor cantidad de bacterias deteriorantes son mesdfilas, ya que su

temperatura de crecimiento oscila éntrelos 15-37°C. En refrigeracién el oxigeno
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promueve el desarrollo de microorganismos aerobios que tienen una elevada tasa
de crecimiento como Pseudomonas (P. fluorecens, P. putrefaciens y P. fragi),
Moxarella, Psycrobacter, Actinobacter y Enterobacterias a temperaturas

superiores a 5°C (Lépez et al, 2013; Ponce et al., 2013).

La Union Europea de acuerdo a la Directiva 2001/471/CE para evaluar la situacion
del control del proceso en cuanto a la higiene y la contaminacién fecal se
cuantifican bacterias aerobias y enterobacterias, cuyos valores aceptables son
<3.5 log10UFC/ mL y < 1.5 log10UFC/ mL, respectivamente.

2.4.4.1 Mesofilos Aerobios

Se usan como indicador general de la higiene y de la poblacién de
microorganismos presentes. Da una idea de la calidad del manejo y manipulacion
de la carne, incluye bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse a 30
°C. El limite superior recomendado de acuerdo a la Uniéon Europea (2001) es
menor a 1.5 logi;oUFC/mL. Para su cuantificacion se utiliza el vertido en placa con
agar para cuenta estandar, se incuba a 35+2 °C por 48+2 h como lo establece
NOM-092-SSA1-1994 (Lopez et al., 2013; Ponce et al., 2013).

2.4.4.2 Coliformes Totales

Este grupo incluye especies como Escherichia, Enterobacter, Citrobacter vy
Klebsiella. Son usados como indicador de sanitizacion. Es usado como indicador
de contaminacion fecal. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
gram negativos, no esporogenos y fermentan la lactosa con produccion de acido y
gas en presencia de sales biliares. Son resistentes a condiciones ambientales
adversas, soportan la desecacion, pero no condiciones de refrigeracion o
congelacion. Dentro de este grupo se incluyen cuatro géneros: Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, ademas de algunas cepas de Serratia. Su
habitat natural es el tracto intestinal humano y animal. Las metodologia utilizada

para su deteccion son el NMP y el vaciado en placa, para esta ultima en México la
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NOM-113-SSA1-1994, dicta la metodologia que se debe de emplear (L6pez et al.,
2013; Ponce et al., 2013; Ray y Bhunia, 2008).

2.4.4.3 Coliformes Fecales

Principalmente Escherichia coli se incluye en este grupo. Son bacterias capaces
de desarrollarse entre 44 y 46 °C con produccion de acido y gas a partir de la
lactosa. Para su cuantificacion se utiliza la metodologia del NMP y vaciado en
placa, la Normatividad Mexicana solo hace referencia a la primera y para la
segunda metodologia se rige por la Normatividad Francesa (AFNOR), ésta ultima

es la mas utilizada (Lopez et al., 2013; Ponce et al., 2013; Ray y Bhunia, 2008).
2.4.4.4 Bacterias Psicroéfilas

Las bacterias causantes de deterioro son en su mayoria psicrofilas, que agrupan a
todas aquellas especies con capacidad para crecer a temperaturas de
refrigeracion. Tienen una velocidad de crecimiento baja, la cual se incrementa
cuando se abusa de las temperaturas frias. Su crecimiento comienza con el
consumo de carbohidratos y oxigeno superficial; los principales grupos
bacterianos son Pseudomonas spp. y Brochothrix termosphacta. La metodologia
utilizada para su cuantificacion es la que establece la NOM-092-SSA1-1994
(Lépez et al., 2013; Ponce et al., 2013).

2.5 Fuentes de contaminacién de la carne

La carne y sus derivados pueden ser el vehiculo de numerosos patégenos cuando
Su proceso no es sanitariamente adecuado (NOM-EM-006-SSA1-2002). Los
microorganismos que pueden alterar la carne pueden llegar por infeccion del
animal vivo (enddbgena) o por contaminacién postmortem (exdgena) (Lawrie,
1998).

La carne es considerada una fuente importante de proteinas, aminoacidos
esenciales, vitaminas del complejo B, y minerales (Abdalla et al., 2009) con un alto

valor de actividad de agua (Aw) (Restrepo et al., 2001). Debido a esta rica
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composicion, ofrece un ambiente muy favorable para el crecimiento de bacterias
patogenas (Abdalla et al, 2009), satisfaciendo sus necesidades basica para el

crecimiento (Signorini et al., 2006).

La carne puede contaminarse con microorganismos patégenos por contacto con la
piel, patas, contenido estomacal, sangre, instalaciones y equipamiento, manos y
ropa de los trabajadores, e incluso, con el medio ambiente de las zonas de
proceso y de almacenamiento (Signorini et al., 2006). Entre estos
microorganismos patdgenos se pueden mencionar bacterias como: Salmonella
spp., Staphylococcus aereus, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. y
Escherichia coli O157:H7 (Nouichi y Hamdi, 2009).

De acuerdo a la Agencia de Salud Ambiental y de Consumo (2005), un diagrama
de flujo de las fuentes de contaminacién aplicable al sector carnico es como se

muestra en la Figura siguiente:

Produccion Primaria
{cria de animales)

Matadero |

Transporte de carme |

Sala de despiece R Carniceria

Almacenamiento

| Haboracién de productos cérnicos
{Industrias o carnicerias)

W

Almacenamiento de productos
terminados

Exposiciéh v venta |

Figura 6. Fuentes de contaminacion de la carne

35



Revision de literatura

2.5.1 Contaminaciéon de las canales en el rastro o matadero

La mayoria de los microorganismos patdgenos resultan de la contaminacion
ocurrida en el rastro, donde la inspeccion veterinaria convencional no puede
detectar la presencia de estas bacterias en canales aparentemente sanas (Nouichi
y Hamdi, 2009), Las condiciones sanitarias deficientes en muchos rastros
contribuyen a la contaminacion exdgena de la carne (Signorini et al., 2006). Las
practicas inadecuadas en el proceso de sacrificio, durante el desangrado,
desollado, eviscerado y despiece de la canal, facilitan la contaminacion debié al

contacto de la carne con suciedad, materia fecal y polvo.

La intensidad con que ocurre la contaminacion depende de las normas de higiene
y limpieza observadas en el rastro (Hernandez et al., 2007). Desde el punto de
vista higiénico sanitario, el rastro municipal debe reunir las condiciones minimas
necesarias para que en el sacrificio de los animales garantice inocuidad en el
producto. A nivel nacional, un alto porcentaje de los rastros y mataderos
municipales administrados por los ayuntamientos presentan incumplimiento en la

normatividad sanitaria vigente (Vilaboa, 2010).

El proceso de contaminacién de la carne en el rastro comienza con la matanza,
aun en rastros higiénicos es posible que ocurra contaminacion cruzada con las
manos y cuchillos contaminados con heces. Después de la matanza al
desarrollarse un ambiente altamente nutritivo con disponibilidad de agua y pH
cercano a la neutralidad se favorece la replicacion de un gran numero de
microorganismos algunos de ellos patégenos (Hurtado-Salinas, 2010). Los puntos
0 etapas mas importantes para el control de la carne en el matadero son el
desuello, eviscerado y la inspeccion veterinaria oficial. Esta ultima debe controlar
en todo momento las condiciones de trabajo, asi como todas las canales de los
animales y sus visceras. Todos los tejidos o canales que entrafien riesgos o
presenten alguna lesion, parasitos o cualquier anormalidad, se deben retirar de la
linea y se debe impedir su comercializacion (Agencia de Salud Ambiental y de
Consumo, 2005).

36



Revision de literatura

En el matadero existen numerosas fuentes potenciales de infeccion, como la piel
de los animales, la suciedad que la impregna, el contenido gastrointestinal, el aire,
el agua, los utensilios, los diversos recipientes usados y finalmente, el personal
(Arguedas. 2000). La contaminacion del equipo, material y las manos de los
trabajadores pueden propagar las bacterias patdogenas a las canales no
contaminadas (Nouichi y Hamdi, 2009). La materia fecal es otra fuente importante
de contaminacion y puede llegar a las canales a través de la deposicion directa,
asi como por contacto indirecto a través de canales, equipos de limpieza,

trabajadores, instalaciones y aire, limpios y contaminados (Borch y Arinder, 2002).

En los mataderos los agentes biolégicos mas habituales son las bacterias, entre
ellas se distinguen las que pueden vivir en un medio determinado (agua y materia
organica muerta, entre otros) sin necesidad de pasar por un huésped intermedio y
aguellas que precisan colonizar otro ser vivo para su supervivencia (parasitos
obligados). Algunas bacterias pueden formar esporas que, son formas de vida
resistentes a condiciones ambientales adversas incluso durante afos, germinando
de nuevo hasta convertirse en nuevas bacterias al entrar en contacto con e
organismos humano (Instituto de Seguridad y Sanidad Laboral, 2007). Entre estas
bacterias patdégenas se han encontrado E. coli 0157:H7, Salmonella spp. vy
Listeria spp. (Declan et al., 2004). E. coli se ha utilizado como indicador de una
posible contaminacion post—proceso y su presencia como indicador de una

contaminacion fecal en los alimentos (Hilal et al., 2003).
2.5.2 Contaminacion de las canales durante el proceso de comercializacion.

La distribucion de las canales debe realizarse en condiciones que aseguren la
higiene y el mantenimiento de la temperatura de refrigeracion, asimismo, en el
punto de venta es indispensable que sean descargadas de manera pronta y
expedita y se almacenen en condiciones adecuadas, en caso contrario la carne
del mejor animal faenado de la manera mas higiénica puede ser un riesgo

bioldgico para el consumidor (Favila-Humara, 2011).
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Es necesario establecer medidas de control para asegurar que los consumidores
obtengan carne inocua y sana (Bhandare et al., 2009). En la actualidad en los
paises en desarrollo sélo unos pocos mercados disponen de instalaciones de
refrigeracion, estos mercados son inadecuados para un almacenamiento de larga
duracion. No obstante, los carniceros deben tener por lo menos un frigorifico o una
camara de almacenamiento en su puesto. En un estudio realizado por Bandhare et
al. (2009) reveldo que la carga microbiana de las fuentes ambientales de
contaminacion son mucho mayores en carnicerias que en el matadero. El
consumo de carne de carnicerias es mas comun en los paises en desarrollo y no

existe una normativa para mantener la higiene en éstas (Bandhare et al., 2009).

En el caso de la carne de ovino, en los estados del centro del pais, que se dedican
a producir barbacoa, es muy comun observar la matanza en traspatio sin control
sanitario (Arellano, 2008). Por su composicion y condiciones de comercializacion
(que pueden propiciar el ingreso de bacterias patégenas) la barbacoa se considera
un alimento de alto riesgo. Se han reportado brotes por Salmonella typhi asociada

a su consumo (Franco-Silva y Fernandez-Escartin, 2005).
2.6 Factores que afectan la proliferacion microbiana

Entre los factores que favorecen la proliferacion microbiana en la carne y los
productos carnicos estan incluidos los factores de crecimiento o condiciones
favorables para que los microorganismos presentes en ellos, aumenten su nimero
y por consiguiente se incremente la poblacién microbiana (Restrepo et al., 2001).
Los principales factores que influyen en el crecimiento microbiano son los
nutrientes, temperatura, disponibilidad de agua (ay) y oxigeno, potencial de éxido
reduccion y pH (Forsythe y Hayes, 2000).

Cuando se presenta alguno de los factores de riesgo y los productos se
contaminan, comienza a jugar un papel muy importante las condiciones y
caracteristicas de la carne y se estimula el crecimiento y multiplicacion de los

microorganismos (Restrepo et al., 2001).
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2.6.1 Nutrientes

El caldo de carne se ha reconocido tradicionalmente como un excelente medio de
cultivo, el musculo contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos (Restrepo et al., 2001), la carne contiene el
75.0% de agua, 19.0% de proteina, 2.5% de grasa, 1.2% de hidratos de carbono,
1.65% de nitrogeno residual y 0.65% de cenizas (Prandl et al., 1994).

2.6.2 Temperatura

La temperatura del musculo inmediatamente después del sacrificio es
relativamente alta (aproximadamente 37 °C), temperatura ideal para el desarrollo

de las bacterias mesofilas (entre 25 y 40 °C) (Restrepo et al., 2001).
2.6.3 Actividad de agua (aw)

El agua es un elemento indispensable para la vida, por lo que la ausencia de
humedad dificulta el desarrollo de los microorganismos. La humedad favorece el
desarrollo de las bacterias y la desecacion lo dificulta (Agencia de Salud Ambiental
y de Consumo, 2005).

La disponibilidad de agua, expresada como actividad de agua (ay), e€s la tension
del vapor de agua del sustrato entre la tension del vapor del agua pura. La a,, del
agua pura es 1.00 (Forsythe y Hayes, 2000), las baterias no crecen cuando los
valores de actividad de agua son inferiores a 0.75, y la gran mayoria no se
desarrolla a valores inferiores a 0.91 (Warris, 2000), la de la carne fresca es entre
0.985 y 0.995, por lo que ofrece buenas condiciones para la multiplicacién de los

gérmenes mas exigentes (Prandl et al., 1994).
2.6.4 Disponibilidad de oxigeno

En la superficie de la carne se ve favorecido el desarrollo de bacterias aerobias,
mientras que internamente crecen mayormente las anaerobias (Warris, 2000). Los
microorganismos anaerobios facultativos mas representativos en la carne son los

Streptococcus, Lactobacillus, Staphilococcus y coliformes (Restrepo et al., 2001).
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Las superficies expuestas de la carne fresca a temperaturas de refrigeracion
normalmente soportan el crecimiento de aerobios tales como los miembros de los

géneros Achromobacter y Pseudomonas (Lawrie, 1998).
2.6.5 Potencial de 6xido-reduccion (Eh)

Inmediatamente después de la muerte, cuando la temperatura y el pH alin son
altos, seria de esperar que el peligro de proliferacién de anaerobios y alteracion de
la carne fuese grande. El que esto no ocurra parece deberse al nivel del potencial
de o6xido-reduccion (Eh), que normalmente no desciende durante cierto tiempo
(Lawrie, 1998). Después de la muerte del animal, el musculo todavia contiene en
profundidad reservas de oxigeno, que hace que el Eh sea positivo y elevado,
favoreciendo el crecimiento de microorganismos aerobios que contaminan la carne
como los de los géneros Pseudomonas y Micrococcus. Luego las reservas de
oxigeno se agotan por falta de renovacion de la sangre, el Eh profundo disminuye
rapidamente y se hace negativo. Las condiciones reductoras que se crean, son
propicias para el desarrollo de gérmenes del género Clostridium (Restrepo et al.,
2001).

2.6.6 pH

Las bacterias crecen mejor a pHs neutros (en torno a pH 7) que a valores menores
0 mayores de pH. (Warris, 2003) Después de la muerte desciende mas o menos
rapidamente, para alcanzar después de la rigidez cadavérica valores entre 5.4 y
5.6 (Restrepo et al., 2001), por lo tanto la acidificacion postmortem que acaece en

la carne tiende a inhibir el crecimiento microbiano (Warris, 2000).
2.7 Alteraciones de la carne

La carne se considera deteriorada cuando no es apta para el consumo humano.
Los principales factores causantes de alteraciones en la carne son el crecimiento
de microorganismos, la actividad enzimatica y la oxidacion de grasa (INFRA,
2008). La causa mas comun de deterioro de la carne es el causado por

microorganismo (bacterias, levaduras y mohos). La carne puede contener
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bacterias peligrosas y microorganismos, pero todavia tener un aspecto normal. No

se debe consumir sino ha sido manipulada o almacenada correctamente, incluso

si no tiene indicios evidentes de alteracion (Forrest, 2010).

La siguiente tabla muestra algunos de los indicadores de deterioro de la carne y

SUS causas.
Tabla 2. Causas de deterioro de la carne.
Indicador de Causa
deterioro
Mucosidad La temperatura de refrigeracion y humedad abundante favorecen el crecimiento
superficial de bacterias de los géneros Pseudomonas, Achromobacter, y Flavobacterium,

Modificaciones
en el color de
los pigmentos
de la carne
“Bigotes”

Mancha negra

“Parches”

Mancha blanca
Enrranciamiento

Fluorescencia

Agriado

Putrefaccion

con menos humedad se ven favorecidos los Micrococcus y las levaduras y a
menor humedad los mohos.

El tipico color rojo de la carne puede cambiar a tonalidades diversas y distintos
colores como verde, pardo o gris, a consecuencia de las bacterias de los
géneros Clostridium, Bacillus y Pseudomonas, de ciertos compuestos
oxidantes como los peréxidos o el sulfuro de hidrégeno.

Miembros del género Mucor, Rhizopa y Thamnidium producen micelios dandole
una apariencia de “bigotes”, de color blanco a gris a la superficie de las
canales.

Cladosporium herbarum y C. cladosporoides pueden crecer en una gran
variedad de carnes ain a temperaturas tan bajas como -5°C. Producen
manchas negras de crecimiento debido a los pigmentos obscuros de los
micelios.

Penicillium spp. y Cladosporum spp. producen un gran nimero de esporas
amarillas a verdes cuando crecen en la carne, esto causa manchas de
descomposicion de color similar en la carne.

Normalmente causada por el crecimiento de Sporotrichum carnis.

En las carnes expuestas al aire tiene lugar la oxidacion de las grasas no
saturadas, catalizadas por el cobre y la luz. La hidrdlisis proporciona el aroma
de los &cido graso liberados; el enrranciamiento de las grasas puede ser
producido por especies lipoliticas como Pseudomonas y Bacillus o por mohos y
levaduras.

Es un efecto poco frecuente producido especialmente por bacterias del género
Flavobacterium, que se desarrollan en la superficie de la carne.

La carne presenta olor y algunas veces sabor agrio. Puede deberse a varios
factores como: las propias enzimas de la carne, la produccién anaerobia de
acidos grasos o lacticos por accion bacteriana, la protedlisis (sin putrefaccion)
producida por bacterias facultativas o anaerobias, a la que se le denomina
"fermentacion agria hedionda”.

Degradacion anaerobia de las proteinas con la produccion de sustancias,
algunas de ellas toxicas, que aportan olores y sabores desagradables, entre
ellas se cuentan sulfuros, mercaptanos, inodol, escatol, amoniaco y aminas
como putrecina, cadaverina e isobutilamina. Dichas sustancias provienen de la
degradacion enzimética de los aminoécidos liberados luego de la hidrolisis por
parte de algunas bacterias de los géneros Clostridium, Pseudomonas,
Microbaterium, Micrococcus y Bacillus.

Fuentes: Restrepo et. al., 2001
Forsythe y Hayes, 2000
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2.8 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

De acuerdo a la OMS (2007), las enfermedades transmitidas por los alimentos se
definen como enfermedades, por su naturaleza generalmente infecciosa o toxica,
causadas por agentes que entran al cuerpo a través de la ingestién de alimentos.
Cualquier persona esta en riesgo de contraer enfermedades transmitida por
alimentos. Existen numerosos tipos de ETA que presentan diferentes
sintomatologias, dependientes del tipo de contaminacion y de la cantidad de
alimento contaminado consumido (Kooper et al., 2009). Ademas de la enfermedad
ocasionada por infeccion directa, algunas enfermedades transmitidas por los
alimentos son ocasionadas por la presencia de una toxina que fue producida por

un microbio en el alimento (CDC, 2005).

Cuando los microorganismos patdégenos transmitidos por los alimentos (Tabla 3)
crecen en un alimento pueden no alterar la calidad estética de los productos y, por
tanto, no es facil de evaluar la seguridad microbiana de un producto sin necesidad
de realizar multiples pruebas microbioldgicas. Los patdgenos transmitidos por
alimentos son responsables de la intoxicacién por alimentos (ingestién de toxina
preformada), toxicoinfeccién (tbxina que se produce dentro del huésped después
de la ingestibn de los patdgenos bacterianos tales como Salmonella entérica,
Campylobacter jujuni, Escherichia coli enterohemorragica (E. coli O157:H7),
Shigella spp., Yersinia enterocolitica y Listeria monocytogenes, virus y parasitos
(Ray y Bhunia, 2008).
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Tabla 3. Lista de patégenos transmitidos por alimentos involucrados en brotes por
aguay alimentos contaminados.

Bacterias Virus Patégenos
Aeromonas hydrophilia Astrovirus Cryptosporidium parvum
Bacillus anthracis Hepatisis A virus Cyclospora cayatanensis Entamoeba
Bacillus cereus/subtilis/ Hepatitis E virus histolytica
lichniformis Nororvirus Giardia intestinalis
Brucella/abortus/melitensis Rotavirus Isopspora belli
Campylobacter jejuni/coli Taenia solium/saginata Toxoplasma gondii
Clostridium botulinum Trichinella spiralis

Clostridium perfringens
Escherichia coli
Enterobacter sakazakii
Listeria monocytogenes
Mycobacterium paratuberculosis
Salmonella enterica
Shigella spp.
Staphylococcus aureus
Vibrio cholerae

V. cholerae non-01

V. parahemolyticus

V. vulnificus

V. fluvialis

Yersinia enterocolitica

Fuente: Ray y Bhunia, 2008
2.8.1 ETA por consumo de carne.

Entre los patdgenos més comunes asociados al consumo de carne fresca se
encuentran Salmonella, Cryptosporidium parvum, Campylobacter, Clostirdium
spp., E. coli enterohemorragica (incluyendo el serotipo O15H7), Yersinia
entrocolitica y otros patdgenos entéricos (Favila-Humara, 2011), que causan
enfermedades como Salmonelosis, Cryptosporidiosis Campylobacteriosis 0
enteritis por Campylobacter, diarrea hemorragica causada por E. coli, Yersiniosis,

infecciones estafilocécicas, Listeriosis y Botulismo, entre otras.
2.8.2 Impacto de las ETA por consumo de carne

De acuerdo al Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica de
la Direccion General de Epidemiologia dependiente de la Secretaria de Salud en
el aflo 2003 (Signorini et al., 2006), los casos reportados por padecimientos
relacionados con el consumo de la carne fueron: infecciones intestinales mal
definidas debidas a Rotavirus, Adenovirus y otras enteritis virales, Escherichia coli
enteropatogena, enterotoxigénica, enteroinvasiva, enterohemorragica,

Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Clostridium difficile y otras infecciones
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intestinales bacterianas especificas y no especificas; fiebres tifoidea y paratifoidea,
Shigelosis, Estafilococos, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Vibrio
parahaemolyticus, Bacillus cereus, Amebiasis, Cristosporidiosis y otros
protozoarios fue de 5,540,579 casos. Intoxicaciones alimentarias bacterianas
debidas a Estafilococos, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Vibrio
parahaemolyticus, Bacillus cereus y otras intoxicaciones alimentarias bacterianas

especificas y no especificas, se reportaron 30,665 casos.

El grupo de las infecciones intestinales mal definidas, contiene una gran diversidad
de agentes etiolégicos que pueden tener contacto con el ser humano por otras
vias ademas del consumo de carne. Basandose en algunos estudios nacionales,
se pudo estimar que el 65.0% de éstas son generadas por el consumo de
alimentos y, que de ese numero de casos, aproximadamente el 25.0% puede ser
por consumo de carne y sus derivados. Se empled el mismo razonamiento para
estimar el nUmero de personas que anualmente sufren intoxicaciones alimentarias
bacterianas, calculandose como el 25.0% del total de casos registrados (Signorini
et al., 2006).

La estimacion del costo directo total por padecimiento relacionado con el consumo
de carne para infecciones intestinales mal definidas que incluye atencién médica
(recursos humanos, materiales, y auxiliares de diagnéstico en la consulta externa,
con sus indicadores de productividad, las cantidades utilizadas, precio por unidad
y Su respectivo costo por paciente) es de mas de 1,107 millones de pesos. De
costos indirectos (incapacidades médicas) por este mismo padecimiento es mayor
de 1,377 millones de peso que incluyen. Dando un total anual superior a los 2,484

millones de pesos.

En el caso de intoxicaciones alimentarias bacterianas el costo directo de
$4’332,823.00 y de costos indirectos es de $ 11'725,147.00, dando un costo total
de $ 16'057,970.00
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2.9 Selenio

En 1818, el quimico suizo Jons Jacob Berzelius descubri6 el selenio, lo nombro
Selene por la diosa griega de la luna. Ciento cuarenta y cinco afios mas tarde,
Schwarz y Foltz identificaron que el selenio es un elemento esencial para la salud
animal cuando descubrieron que pequefias cantidades protegen contra la
necrosis hepatica en ratones deficientes de vitamina E. Aunque desde hace més
de 42 afos se ha identificado como esencial para la nutricibn humana, no se ha

encontrado un marcador universal del requerimiento diario (Brown y Arthur, 2001).

Se sabe gue el selenio tiene un papel importante en las funciones reproductivas,
desarrollo, inmunocompetencia y envejecimiento. Como un constituyente de las
selenoproteinas, el selenio tiene funciones estructurales y enziméticas, en este
altimo contexto siendo el mas conocido como un antioxidante. El selenio se
produce tanto en forma organica como inorganica, se encuentra principalmente en

granos, pescado, carne, aves y productos lacteos (Dlouha et al., 2008).
2.9.1 Antecedentes

El selenio (Se), en la forma de selenocisteina, es el componente estructural
central de un numero especifico de enzimas, haciéndolo un elemento traza
esencial para animales y humanos. La importancia del selenio se asocia
principalmente con su rol como parte esencial de la glutation peroxidasa, que
proporciona una defensa contra el estrés oxidativo, catalizando la reduccion de
lipidos e hidroperdxidos organicos a hidroxidos menos perjudiciales via oxidacién
y subsecuentemente reduccién de la selenocisteina (SeCys) (Vignola et al., 2009;
Juniper et al., 2009).

Se ha reportado que el Se puede aumentar el rendimiento de la producciéon de
carne mejorando su calidad y elevando la capacidad antioxidante en los animales
(Yanian et al., 2011). La suplementacion de selenio en las dietas varia de acuerdo
a la especie, en pavos es de 0.10 mg/kg (Lin, 2002); en ovinos de 0-30-0.45
mg/kg (Vignola et al., 2009); conejos de 0.05-0.70 (Yanian et al., 2011) y cerdos
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0.45 mg/kg (Zhan et al., 2007). Dicha suplementacion se puede realizar de dos

formas: inorgénica y organica.

Alrededor del 70.0 al 90.0% del Se en levadura enriquecida (SeY) esta presente
en forma de selenio metionina (SeMet), la via metabdlica de la SeMet no induce al
estrés oxidativo. Se ha reportado que la carne de cerdos, pollos y corderos con
dietas suplementadas con SeY, SeMet o selenio organico enriquecido presentan
alteraciones en la capacidad de retencién de agua. Huff-Lonergan et al. (2002)
mencionan que una suplementacion deficiente de Se reduce los valores de pH de
la carne e incrementa la perdida de agua por goteo; mientras que Mahan et al.
(1999) indican que la suplementacion adecuada de Se disminuye ligeramente la
perdida de agua por goteo. Este efecto ha resultado controversial, ya que Zhan et
al. (2007) sugieren que una ingesta adecuada de SeMet disminuye
significativamente la pérdida de agua por goteo en la carne. Estas discrepancias
pueden ser atribuidas a las diferencias de concentraciéon de Se en las dietas
basales, la fuente de Se y la especie. Debido a que la perdida de agua por goteo
se ha relacionado con la estabilidad oxidativa proporcionada por el Se; no debe
considerarse como un indicador de dicha estabilidad puesto que hay pruebas mas
sensibles como el TBARS (Morrissey et al.,, 1998: Huff-Lonergan y Lonergan,
2005). De manera general se ha reportado que la correlacion de la concentracion
del Se y la capacidad de retencién de agua es debida a que el Se esta asociado
con la integridad de la membrana muscular; esto puede ser debido a que eleva y
mantiene la actividad de la glutation peroxidasa (GSH- Px) en la carne (Wang et
al., 2009).

En lo que respecta al efecto del Se en el crecimiento microbiano Tran y Webster
(2011) reportan que el porcentaje de bacterias vivas de Staphylococcus aureus en
caldo tripticasa soya (TSB) disminuye en presencia de nanoparticulas de Se, por
lo que sugieren que éstas pueden ser eficaces para prevenir y tratar infecciones
de S. aureus. El efecto de las nanoparticulas de Se es atribuida a la capacidad de

poder penetrar las biopeliculas formadas por esta bacteria. En condiciones
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normales esta pelicula protege al microorganismo del ataque de antibiéticos

provocando infecciones persistentes.

Yang et al. (2009) evaluaron la accion antibacteriana de probidticos enriquecidos
con Se in vitro e in vivo (raton) observando que E. coli es inhibido por los
metabolitos secundarios (tales como 2,4,6 cloruro—tri-parametoxifenilselenopirilium

y 9-para-clorofeniloctahidroselenoxantano) de los probidticos.

La inactivacion microbiana de diferentes sustitutos de bensozisoselenazol-3(2H),
analogos de un metabolito sintético a base de Se (ebselen) fueron evaluados en
un amplio espectro de microorganismos como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus simulans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans, Aspergillus niger, mostrando una alta inactivaciéon
en bacterias Gram-positivas (S. aureus y S. Simulans), mientras que en bacterias
Gram-negativas (E. coli, P. aeuginosa, K. pneumoniae) fue sustancialmente baja
(Pietka-Ottilik et al., 2008).

2.9.2 Requerimientos y toxicidad

El selenio se requiere en el metabolismo de todas las especies, por lo que se han
realizado diferentes investigaciones concerniente a los roles nutricionales del Se
en especies animales como la rata, pollos, cerdo y borregos (Combs y Combs,
1986).

El signo clasico de la deficiencia clinica es la enfermedad del musculo blanco o
distrofia muscular nutricional, que ahora se denomina correctamente
miodegeneracion nutricional por deficiencia de selenio (MN), esta se limita
generalmente a los corderos jovenes hasta la edad del destete (CSIRO, 2007).

La deficiencia de selenio ademas puede causar baja en la produccion de lana y en
algunos casos infertilidad en las borregas. Su deficiencia debe ser confirmada
como causa de la enfermedad antes del tratamiento, ya que el selenio puede ser

toxico si se da en grandes cantidades (Robson y Plant, 2007).
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El selenio se puede administrar solo como suspension o bien combinado con otras
sustancias también en suspension o vacuna, ya sea como inyeccion o pellet (solo
para borregos adultos). Las dosis son importantes, la dosis adecuada es 1 mg de
selenio por cada 10 kg de peso vivo, es decir, 1 mg para corderos jovenes, y 5 mg
para ovejas adultas. Una sobredosis de selenio es toxica. Una dosis de 10 — 15
mg de selenio puede matar a los corderos. Una inyeccion de 5 mg de selenio
puede ser letal para los corderos. Los signos de la toxicidad de selenio incluyen
dificultad respiratoria, inquietud, ceguera, salivacién, anorexia, dolor abdominal,

diarrea, convulsiones, paralisis y muerte (Robson y Plant, 2007).
2.9.3 Bioquimica del selenio

El selenio como otros micronutrientes debe obtenerse de la dieta, sin embargo su
concentracion en los alimentos es muy variable ya que esta relacionada con la
concentracion del selenio en el suelo de las zonas donde se producen los

alimentos (Herndndez-Mendoza y Rios-Lugo, 2009).

En la naturaleza el selenio puede encontrarse como selenato (Se*®), selenito
(Se*), selenio elemental (Se®) y ampliamente distribuido como selenuro (Se™)
combinado con elementos pesados y en menor proporcion como elemento libre
asociado con azufre e hidrégeno, El selenio es un elemento traza esencial para los
animales que realiza sus acciones como constituyente de las selenoproteinas, que
tienen uno o varios atomos de selenio que reemplaza el azufre de los animoacidos
cistina, cisteina y metionina, dando lugar a especies organicas como selecistina
(SeCys,), selenocisteina (SeCys), selenometionina (SeMet), metil-selenocisteina
(CH3SeCys) y seleno-metil-selenocisteina (SCM); siendo la selenocisteina la
forma en que el selenio se encuentra en las selenoproteinas y la de mayor
disponibilidad (Casals et al., 2005; Hefnawy y Tortora-Pérez, 2010; Hernandez-
Mendoza y Rios-Lugo, 2009).

Las funciones biolégicas del selenio estan mediadas a través de al menos 13
selenoproteinas que contienen SeCys. La sintesis enddgena de este aminoacido a

partir de Se inorganico (selenuro, Se™) y serina esta codificado por un codén de
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parada UGA en el ARNm e implica un tRNA Unico (Casals et al., 2005; Daniels,
1996).

El selenio inorganico (selenato de sodio Na,SeO, y selenito de sodio Na,SeO3) se
incorpora mediante la GSH-Px que reduce el selenio hasta llegar a selenuro de
hidrogeno (H,Se), suprimiendo radicales libres hasta su bioeliminacion o se
combina con grupos fosfato formando fosfato de selenio hidrogenado (HSePO3?)
para la sintesis de nuevas selenoproteinas (Figura 7). La sintesis de SeCys a
partir de HSePO3? en la célula implica cuatro genes del RNA®® (selA, selB, selC,
y selD). El gen selC codifica la serina, el selA convierte la serina a cisteina, el
selD es donador de selenio y el selB es el factor de la traduccion que reconoce el
selenosisteil-tRNA, que lo entrega al codon de iniciacion UGA del RNAmM vy el
anticodon UCA, que normalmente sirve como sefial de terminacion de la sintesis
de una proteina, implica que se requiera un factor de traslaciéon para la inserciéon
del aminoéacido selenificado, la SeCys. La SeCys tiene una estructura similar a la
cisteina, la unica diferencia es que un atomo de selenio remplaza al azufre del
aminoéacido y la SeCys se incorpora reduciéndose a H,Se (Herndndez-Mendoza y
Rios-Lugo, 2009).
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Figura 7. Incorporacién del selenio inorganico (Na,SeO,, Na,SeO3, y Se?) y sintesis

de las selenoproteinas a partir de HSePO3-* (Hernandez-Mendoza y Rios-Lugo, 2009)

Esta SeCys se integra en la cadena polipéptidica principal como un aminoacido
mas donde contribuye a su actividad catalitica. La SeCys estructuralmente es
idéntica a la cisteina, excepto que contiene selenio en lugar de azufre,
proporcionandole ventajas funcionales ya que los grupos selenol se ionizan mas

que los grupos tiol pH fisioldgico (Casals et al., 2005; Daniels, 1996).

El balance entre los prooxidantes y antioxidantes es critico para la supervivencia y
funcionamiento de organismos aerobios. Un desbalance que favorezca los pro-
oxidantes y/o desfavoreciendo los antioxidantes, que pueden conducir a dafios,

llamado estrés oxidativo (Arteel y Sies, 2001).

La funcion mas importante del selenio es como antioxidante debido a la funcién

reductora de la SeCys presente en la enzima Glutatién peroxidasa (GSH-Px), que
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disminuye la concentracion de las especies de oxigeno reactivas (ROS) y de las
especies de oxigeno y nitrégeno reactivas (RNOS) evitando el dafio oxidativo a las
membranas plasméticas utilizando el glutation para reducir estos peroxidos
(Arteel y Sies, 2001; Cascals et al., 2005; Herndndez-Mendoza y Rios-Lugo,
2009).

En el primer paso catalitico de la peroxidasa la SeCys es oxidada rapidamente por
los hidroperoxidos (Figura 8). El centro catalitico contiene un residuo de SeCys en
el que el selenio sufre un ciclo de oxidoreduccion, constituyendo el selenol (E-Se-
H) la forma activa que reduce los peroxidos de hidrogeno y organicos. El selenol
es oxidado a &cido selénico (E-Se-OH), el cual reacciona con el glutation reducido
(GSH) formando un compuesto derivado del &cido selénico (E-Se-S-G). Un
segundo glutation regenera la forma activa del enzima reaccionando con E-Se-S-
G y formando el glutation oxidado (GSSG). En conjunto, dos glutationes son

oxidados para reducir un hidroperoxido (Casals et al., 2005).

ROOH ROH
E-Se-H E-5eOH
GSSG GH
GH H0
E-5e-5G :
E-Se-H: Selenol. E-Se-OH: dcido selénico. GSH: glutation reducido. E-Se-S-G:

derivado del dcido selénico. GSSG: glutatién oxidado.

Figura 8. Mecanismo catalitico de la glutatién peroxidasa
(Casals et al., 2005)

2.9.4 Absorcién, Excrecion y metabolismo del selenio en ovinos

La absorcion del selenio es menor en rumiantes que en no rumiantes. La
absorcion de selenio administrado de forma oral es solo del 34.0% en borregos y

85.0% en cerdos. Esta baja absorcion de selenio en rumiantes se cree que es
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resultado de la reduccion del selenio de la dieta a formas insolubles como selenio
elemental o selenuros en el rumen. En forma de selenatos y selenitos es mas
absorbible que el selenio elemental y en forma de selenuro (Ceballos y Wittwer,
1996; Spears, 2003).

La suplementacion con Se en formas organicas permite alcanzar una mayor
concentracion tisular que empleando fuentes inorgénicas, la selenometionina
(SeMet) se absorbe hasta el 90.0% comparado con el 60.0% del selenito en el
tracto digestivo. La SeMet es retenido mas eficientemente que el selenito o
selenato, asi mismo, es mejor retenida en los tejidos, donde es incorporada en las
proteinas, en lugar de la metionina que la SeCys (Ceballos y Wittwer, 1996; Reilly,
2006).

La selenometionina liberada en el rumen a partir de los forrajes consumidos no
puede absorberse in situ en el rumen en una cantidad significativa. El SeO3 y
SeO, son metabolizados a Se elemental, que es incorporado de forma parcial en
la proteina bacteriana del rumen, otra parte es metabolizada a selenuro insoluble,
gue no puede ser empleado por las bacterias ruminales y que son absorbidas en
los segmentos posteriores del tracto gastrointestinal. La absorcion del selenio se
lleva a cabo principalmente en el yeyuno, el micronutriente alcanza el intestino
delgado después de haber sido incorporado a la fraccion liquida del alimento a su
paso por el rumen, reticulo, omaso y abomaso (Ceballos y Wittwer, 1996; Reilly,
2006).

Una cantidad apreciable de SeMet es incorporada a la proteina bacteriana, que se
hidroliza en el intestino delgado liberando aminoacidos para ser absorbidos.
Después de la absorcion del selenio, se une a proteinas trasportadoras para ser
llevado al higado. Posteriormente de que ha sido transportado hasta el higado,
ligado a las globulinas y revertido nuevamente a la circulacion sanguinea es
distribuido en los diferentes cuerpos de almacenamiento, almacenandose
principalmente en los tejidos con composicion proteica (Figura 8) (Ceballos vy
Wittwer, 1996).
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Figura 9. Modelo cinético para la distribucion del selenio en los rumiantes
(Ceballos y Wittwer, 1996)

2.9.5 Metabolismo del selenio en los microorganismos

El selenio es un constituyente especifico de ciertas macromoléculas en diversos
microorganismos. En Escherichia coli, la enzima formiato deshidrogenasa (FDH,
por sus siglas en inglés) contiene selenio, la cual existe en dos formas. El
crecimiento anaerobio en presencia de nitrato resulta en la induccion de la nitrato
reductasa-forma ligada (FDHy) que incluye una subunidad que contiene selenio. El
crecimiento en la ausencia de un aceptor de electrones exdgenos da como
resultado la induccién de la hidrogenasa (FDHy) que también incluye una
subunidad con selenio. El selenio aparentemente se incorpora en forma de
selenocisteina, el cual sirve como un centro catalizador activo de oxidoreduccion
(Heider y Bock, 1993; Kramer y Ames, 1987).

El metabolismo del selenio en las bacterias requiere: (1) transporte de una sal de
selenio oxidada, como selenito dentro de la célula (2) reduccién del selenito a una

forma biolégica activa, y (3) incorporacion de FDH y RNA;. Sin embargo, no hay
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informacion suficiente sobre la ruta metabdlica del selenio en las bacterias.
(Kramer y Ames, 1987).
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3 Justificacion

La carne de borrego es ampliamente consumida en todo el mundo, a pesar de que
en la actualidad esta considerado como un nicho de mercado en los paises
desarrollados, ya que ésta es la carne mas cara. Su consumo depende de factores
culturales, econémicos y religiosos, aumentando a medida que la poblacion y los
ingresos crecen (Boutonnet, 1999; SPO, 2009; Yu et al., 2015).

En México la ovinocultura esta orientada hacia la produccién de carne, el consumo
per capita es muy bajo, 700 g/persona por afio, ya que no es continuo sino de
ocasion, su consumo alrededor del 95.0% es a través del alimento tipico,
barbacoa, la cual se consume en grandes cantidades los fines de semana en los
estados del centro del pais, en forma de cortes finos se comercializa
principalmente en las zonas urbanas y de desarrollo turistico e industrial, en donde
el poder adquisitivo es mayor (Cuellar, 2007; SPO, 2009).

El estado con mayor niumero de ovinos es el Estado de México, siendo el principal
acopiador y vendedor el municipio de Capulhuac con 1,968 cabezas

sacrificadas/afio y 685 t de carne/mes (Arteaga, 2011).

La calidad final de la carne es el resultado de la variacion genética, alimentacion y
acondicionamiento medio ambiental, que se deriva de los cambios post mortem en
los dias posteriores al sacrificio. Entre los cambios més importantes de estos
cambios post mortem son la disminucion del pH y la extensa protedlisis de las
proteinas del citoesqueleto. Debido al alto contenido y disponibilidad de
nutrimentos y humedad, es altamente perecedera debido a la contaminacion
microbiana y otros procesos como la oxidacion lipidica, proteolitica, cambios en
color y pérdida de humedad, entre otros (Ponce et al., 2013; Yu et al., 2015).

El tejido muscular de los animales sanos contiene muy pocos microorganismos.
Durante el faenado, la superficie de la canal es contaminada comunmente con
microorganismos que provienen principalmente de la piel o la lana. Estos

organismos se originan en el medio ambiente del animal (suelo, entre otros) y su
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tracto gastrointestinal (contaminacion fecal). Otras posibles fuentes de
contaminacion incluyen cuchillos, manos y ropa de los trabajadores (MLA, 2010).
En el caso del sacrificio de ovinos es muy comun que éste se lleve a cabo sin

control sanitario.

La intencion de la industria de la carne es producir carne con tan escaso numero
de microbios como sea razonablemente posible, a fin de maximizar la vida atil y
minimizar la aparicion de organismos asociados a enfermedades transmitidas por

alimentos.

Cualquier bacteria contaminante se limita en gran parte a las superficies de la
carne donde el oxigeno esta facilmente disponible. La carne es una buena fuente
de los nutrientes que necesitan las bacterias para crecimiento, proteinas,
fosfolipidos, acidos grasos y carbohidratos (principalmente glucdgeno) y otras
sustancias no proteicas solubles. La valoracion sensorial es un factor importante
de la vida util, sobre todo si se apoya en la evaluacion microbiolégica (MLA,
2010).

La suplementacion de las dietas basales de los animales puede favorecer diversas
alteraciones fisicoquimicas y bioquimicas que promuevan cambios post mortem
que favorezcan el crecimiento microbiano. La adicion de selenio ha sido estudiada
en diversas investigaciones, siendo casi nula la informacién referente a la
aplicacion préactica. Los estudios realizados con este elemento han permitido
determinar su efecto en la ganancia de peso, actividad enzimatica de la glutation
peroxidasa, estabilidad oxidativa, color, pérdida de agua por goteo y terneza de la
carne. El efecto del selenio en el crecimiento microbiano ha sido evaluado
utilizando metabolitos secundarios, observando diferencias significativas en el

crecimiento de diversas bacterias.

Por lo que en este estudio se propone estudiar el efecto del selenio organico con
la finalidad de establecer si los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas y

bioquimicas alteran el crecimiento microbiano en la carne de ovinos.
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4

Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la adicion de selenio organico sobre las caracteristicas

fisicoquimicas, bioquimicas y microbiolégicas en carne de ovino.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar el color, pH, contenido de humedad, proteina y grasa en carne de
ovinos adicionando 0.30 y 0.60 ppm de levadura enriquecida con selenio en la
dieta.

Establecer el efecto de la adicion de levadura enriquecida con selenio en la
dieta de ovinos sobre la actividad de la enzima glutation peroxidasa en la
carne.

Cuantificar las UFC de Mesofilos Aerobios, Coliformes Totales y Fecales en la
carne de ovinos adicionando 0.30 y 0.60 ppm de levadura enriquecida con
selenio en la dieta.

Evaluar el efecto de la adicién de levadura enriquecida con selenio sobre el
crecimiento microbiano de Mesofilos Aerobios, Coliformes Fecales y
Psicréfilos durante la vida de anaquel de la carne de ovino alos 0, 3,6y 9

dias.
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5 Materiales y Métodos
5.1 Ubicacién del Area de Investigacion

La engorda de los animales se llevo a cabo en la empresa “Agrovix”, ubicada en
Jocotitlan, Estado de México, localizado en la parte noreste del Estado de México.
Se situa entre los paralelos 19°36'45” y 19°48'58” de latitud norte, entre los
99°39’33” y 100°00°55” de longitud oeste del meridiano de Greenwich (Ramirez y

Agalloo, 1988).

MEXICO REGION V ATLACOMULCO

Fuente: Ramirez y Agalloo, 1988.

Figura 10. Ubicacién del municipio de Jocotitlan, Estado de México

El faenado se realiz6 en el “Obrador Maya” ubicado en el Municipio de Capulhuac,
Estado de México, que esta localizado en el centro de la entidad mexiguense,
dentro de la region | Toluca, esta ubicado a los 19° 12’ de latitud norte y a los 99°
28 de longitud oeste del meridiano de Greenwich; observando una altitud
promedio de 2,800 msnm. Limita al norte con el municipio de Ocoyoacac; al sur
con Xalatlaco y Tianguistenco; al este con Tianguistenco y Ocoyoacac y al oeste

con los municipios de Tianguistenco y Lerma (INEGI, 2009).
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TIANGUISTENCO

Fuente: H. Ayuntamiento de Capulhuac, 2013

Figura 11. Ubicacion del municipio de Capulhuac, Estado de México

Los andlisis fisicoquimicos y biogquimicos, se hicieron en el laboratorio de
Bromatologia, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Auténoma del Estado de México, ubicada en el Campus Universitario
“El Cerrillo” Km. 15 carretera Toluca—Ixtlahuaca entronque al Cerrillo Toluca,

México.

Los andlisis microbiolégicos de la carne se realizaron en el laboratorio de Calidad
de los Productos Agropecuarios de la Facultad de Ciencias Agricolas de la
Universidad Auténoma del Estado de México, ubicada en el Campus Universitario
“El Cerrillo”.

5.2 Engorda

Se utilizaron nueve ovinos hembra de raza Pelibuey con un peso inicial promedio
de 27.75+3.37 kg. Los animales se asignaron al azar en uno de los tres
tratamientos: un testigo sin adicion de Selenio (T1), adicion de levadura
enriquecida con Selenio (SY) (Saccharomyces cerevisiae Selyeast 3000™
levadura enriguecida, LFA Lesaffre) a una concentraciéon total de 0.35 mg/kg de

Se (T2) y 0.60 mg/kg de Se (T3). Durante los ultimos 60 dias, a los ovinos se les
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dié una dieta balanceada de acuerdo a los requerimientos de la NRC (2007) con
3.1 Mcal/kg para energia y 10.16% de proteina cruda por kg. Los principales
ingredientes de la dieta eran: sorgo, maiz molido, galleta molida, maiz rolado,
DDG (granos secos de destileria), avena y melaza. El agua y alimento se
ofrecieron ad libitum, la levadura enriguecida con selenio se les proporciond de

forma individual.

Figura 12. Suplementacion con selenio (Velazquez-Gardufio, 2013)

5.3 Faenado

Se llevo a cabo en un matadero particular en Capulhuac, Estado de México, bajo
las Normas Oficiales Mexicanas NOM-033-ZO0-1995 y NOM-009-ZO0-1994.

Figura 13. Faenado de ovino (Velazquez-Gardufio, 2013)
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5.4 Muestreo

Para los analisis microbiolégicos en la canal se empleé un método no destructivo,
los hisopos se humedecieron en agua peptonada al 0.1% + NaCl al 0.85%. Se
frotaron en un area de 100 cm?, en el pecho, lateral del torax, costillar y falda del
costillar, constituyendo una muestra compuesta. El hisopo se humedecié durante 5
segundos en el agua peptonada salina estéril y se froté primero verticalmente,
después horizontalmente y por ultimo diagonalmente durante un minimo de 20
segundos por toda la superficie de la canal delimitada con una plantilla de aluminio
estéril de 10 cm x 10 cm (CEE, 2001). Las muestras fueron transportadas en una
hielera a 4 °C, y se almacenaron a la misma temperatura hasta su analisis antes
de 24 h.

1. Pecho

2. Lateral del térax
3. Costillar

4. Falda del costillar

Figura 14. Muestreo microbiolégico método no destructivo
(Velazquez-Gardufio, 2013)

A las 24 h post mortem, se tomaron muestras del musculo Longissimus dorsi,

cada muestra se empacO al vacio de forma individual y transportadas al
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laboratorio a 4 °C, posteriormente el empaque se retir0 y las muestras se
colocaron en charolas de unicel cubiertos de una pelicula plastica en condiciones

de refrigeracion a 4 °C. La temperatura fluctto entre 2 °C a 5 °C.
5.5 Analisis microbiol6gicos

Se agregd 1 g de carne a tubos de ensaye con 9 mL de agua peptonada salina
estéril (0.1% peptona + 0.90% NaCl). Los tubos se agitaron vigorosamente para
uniformizar la distribucion de los microorganismos. Se prepararon diluciones
decimales hasta 10~ de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994. Las
muestras se analizaron para Mesoéfilos aerobios (MA), Coliformes totales (CT) y
Coliformes fecales (CF) para los analisis microbiolégicos al sacrificio y durante la
vida de anaquel Mesdfilos Aerobios (MA), Coliformes Fecales (CF) y Psicroéfilos
(Ps) a los 0, 3, 6 y 9 dias. La cuenta microbiana (UFC) se convirti6 a logio

CFU/cm? por muestra, donde log,, (UFC) = x.
5.5.1 Mesdfilos Aerobios

Para evaluar la cuenta total de Mesdfilos Aerobios (MA), se usé la técnica de
cuenta en placa, como lo establece la NOM-092-SSA1-1994. Todas las diluciones
de las muestras se inocularon por duplicado en agar para cuenta estandar.
Incubandose a 35+2 °C durante 48+1 h.

5.5.2 Coliformes Totales

La cuenta total de Coliformes Totales (CT) se realiz6 de acuerdo a la NOM-113-
SSA1-1994. Todas las muestras se sembraron por duplicado en Agar Rojo Bilis

Violeta. Incubandose a 35+2 °C durante 24+1 h.
5.5.3Coliformes Fecales

La Normalizacion de la Asociacion Francesa (AFNOR) NF V08-60 (1996) se uso
para la cuenta de la carga de coliformes fecales, debido a que en México no hay
una Norma Oficial referente a la cuenta en placa para éstos microorganismos. En

cada placa con 1 mL de la dilucion se le agregd Agar Bilis y Rojo Violeta (ABRV),
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una vez solidificado se le agregd una segunda capa de ABRYV, e incubadas a
45+2 °C por 24%2 h.

5.5.4 Psicro6filos

Para cuantificar las bacterias psicrofilas, se utilizé la cuenta en placa, de acuerdo a
lo establecido en la NOM-092-SSA1-1994. Todas las diluciones de las muestras
se inocularon por duplicado en agar para cuenta estandar. Posterior a la
solidificacién las placas se incubaron a 5+2 °C durante 7-10 dias.

56 ColorypH

El color de la carne se midié por triplicado con un Colorimetro Minolta Chroma
Meter CR-400 (Minolta, Osaka, Japan) de acuerdo a lo establecido por la
American Meat Science Association (AMSA, 1992) y el pH se evalué con un
potenciometro portatil (HI99163 membrane pH meter, Hanna Instruments, USA)
utilizando la técnica propuesta por Honikel (1998). Las muestras de carne se
cortaron con un cuchillo de acero inoxidable y sobre la nueva superficie de carne
se midié luminosidad (L*), intensidad de rojo (a*) e intensidad de amarillo (b*).
Para la evaluacion de pH se introdujo un electrodo a una profundidad aproximada

de 1 cm dentro del ojo de chuleta.
5.7 Oxidacién lipidica (TBARS)

La oxidacién de los lipidos de la carne se determind mediante la prueba de
TBARS a los 0, 4, 6 y 8 dias, los resultados se expresaron como sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) en mg de malondialdehido/kg de musculo

(mg MDA/kg musculo).

Se utilizé el kit “BioAssay Systems, QuantiChromTM TBARS Assay Kit (DTBA-
100)”.

Se pesaron aproximadamente 20 mg de tejido y se homogenizaron en 200 pL de
buffer de fosfato salino, durante 20 segundos utilizando un bafio de hielo, 100 pyL

de la mezcla fueron colocados en un tubo de 1.5 mL para centrifuga con 200 L

63



Materiales y Métodos

de TCA al 10% a cada muestra incubando en hielo por 5 min, al término se
centrifugaron 5 min a 14,000 rpm. Con 200 pL del sobrenadante claro se procedio
al ensayo colorimétrico, previa preparacion de estandares, para ello se realizan

diluciones para obtener las siguientes concentraciones:
Se transfieren 200 uL de cada muestra en otro tubo.

A cada muestra y estandar se le adicion6 200 pL del reactivo TBA (acido
tiobarbiturico), los cuales se incubaron a 100 °C por 60 min. Una vez enfriados los
tubos a temperatura ambiente, se colocaron en el vortex y se centrifugaron
brevemente, para colocar 100 uL por duplicado de cada muestra y estandar en
una celda de un plato para 96 pocillos, que fueron leidos en un espectrofotémetro
a 535 nm. Con los estandares se realizé una curva de calibracién y se determind

la concentracion de MDA (malondialdehido) en cada muestra (Libien, 2014).

Tabla 4. Diluciones de MDA para la curva de calibracion del estandar de

oxidacién
No. 30 uM MDA /H,0O Vol (uL)
1 300 L + 0 yL 300
2 180 yL +120 uL 300
3 90 uL +210 uL 300
4 0 uL + 300 uL 300

Después de la dilucion 200 uL se transfirieron a un nuevo tubo y se procesaron de
acuerdo a las indicaciones del kit "BioAssay Systems, QuantiChromTM TBARS
Assay Kit (DTBA-100)". Para el contenido de uM equivalentes de MDA se usé la

siguiente ecuacion

R —R
[TBARS] = —uestra blan_cf xn (uM MDA equivalentes)
Pendiente (uM™ )

Rmuestra: Absorbancia de la muestra

Ruianco: Absorbancia del blanco (H,0)

n: factor de dilucién

Pendiente: Pendiente de la curva (R? estimado para cada de los 96 pozos/ placa)

Absorbancia se leyé a ODszsnm

uM equivalentes de MDA = (uM MDA/10 x 10°%)/[MDA MW (72.06)] (1000 (para convertir a unidades mg)/(peso de la muestra
expresado en Kg)

64



Materiales y Métodos

5.8 Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un ANOVA a un nivel de confianza del 95.0%
para evaluar el efecto del factor concentraciéon de Selenio sobre las variables
microbiologicas a las 24h postmortem. Se aplic6 un MANOVA, para evaluar el
efecto de los factores: concentracion de Selenio y los dias de vida de anaquel. La
comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey. Se realiz6 una
correlacion de Pearson entre la concentracion de Selenio, el dia de vida de
anaquel, las variables microbiolégicas: Mesdfilos Aerobios, Coliformes Fecales y
Psicrofilos, las caracteristicas fisicoquimicas: pH, color (L*,a* y b*) y la oxidacion
lipidica. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de confianza del 95.0%. Se
empled el paquete estadistico Stat Graphics version 5.0 plus.
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6 Resultados y Discusion de Resultados

6.1 ARTICULO “Effect of organic selenium-enriched yeast supplementation in
finishing sheep diet on carcasses microbiological contamination and meat
physical characteristics”
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Abstract

The aim of the current study was to evaluate
the effect of feeding Pelibuey sheep on diet sup-
plemented with different doses of organic sele-
nium (Se)-enriched yeast on carcasses micro-
biological contamination and meat physical
characteristics. The experiment was conducted
during the finishing stage of 18 female sheep
and lasted for 60 days. In a complete random-
ized design, sheep were distributed to one of
three treatments: the control without Se-yeast
(T1), the control supplemented with Se-yeast at
0.35 mg Se/kg DM (T2), and control supple-
mented with Se-yeast at 0.60 mg Se/kg DM
(T3). The yeast product used was Selyeast
3000™ yeast (LFA Lesaffre, Toluca, Mexico)
with a Se concentration of 3000 ppm (mgkg).
Lambs were slaughtered at the end of the exper-
iment at an average weight of 39.5+4.41 kg and
samples were taken for microbiological analy-
sis. There were no differences between treat-
ments (P>0.05) and the aerobic plate counts for
T1, T2 and T3 had indexes of 0.10, 0.08 and 0.08
logio CFU/em’, respectively. Total coliform

~="""

counts obtained were 0.13, 0.10 and 0.09 logio
CFU/cm’ for T1, T2 and T3, respectively, and the
faecal coliform counts were 0.09 logio CFU/cm®
for T1, 0.06 logio CFU/cm’ for T2 and 0.07 logio
CFU/cm? for T3. No significant effects (P>0.05)
were observed for carcasses physical character-
istics of microbial growth, initial and ultimate
pH and temperature, colour values and water
holding capacity. It can therefore be concluded
that organic Se-enriched yeast did not affect
carcasses bacterial proliferation or meat physi-
cal characteristics.

Introduction

In recent years, much attention has been
paid to meat production with physiological
functions that promote health conditions and
prevent disease risks. Functional meat value
could be increased by adding compounds with
antimicrobial and antioxidant functions to the
animal’s basal diet like phytogenic extracts,
conjugated linoleic acid, vitamin E, n-3 fatty
acids and selenium (Se) to improve animal
production, carcass composition, fresh meat
quality and increasing the antioxidant capacity
(Grashorn 2007; Zhang et al., 2010; Yanian et
al., 2011; Salem et al., 2014a, 2014b). The
amount of Se supplementation to diets varies
according to the species. In case of sheep,
0.30-0.45 mg/kg DM is the recommended level
(Vignola et al., 2009) whether Se supplement-
ed in inorganic or organic forms.

Selenium is an essential trace element for
both animal and human health. Selenium is
present in tissues and is part of the glu-
tathione peroxidase (GSH-Px) enzyme, which
reduces lipid and hydrogen peroxides to less
harmful hydroxides via oxidation, and subse-
quent reduction of selenocysteine and without
Se, this enzyme could not act (Juniper et al.,
2009; Vignola et al., 2009). Glutathione peroxi-
dases are probably protecting neutrophils from
oxygen-derived radicals, which are produced to
kill invading organisms (Splettstoesser and
Schuff Werner, 2002). Moreover, Se is essen-
tial for other cell mediated immunity traits,
like removal of viruses and destruction of neo-
plastic cells (Stazi and Trinti, 2010).

De Vore et al. (1983) mentioned that Se
antioxidant functions have persisted after
slaughter in poultry muscle tissue, via GSH-Px
activity. Moreover, Juniper et al. (2009) report-
ed that GSH-Px activity was greater in lambs
that receiving Se-enriched yeast compared
with those receiving a similar dose Se from an
inorganic source (sodium selenite). Selenium
has the ability to improve immune system as
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this trace element is essential for the develop-
ment and expression of non-specific humoral
and cell mediated immune responses (Kumar
et al., 2009).

The most important factors in fresh meat
handling are handling speed, control of tem-
perature and proper hygiene conditions (Ray
and Bhunia, 2008). Meat quality factors such
as colour and drip loss are decisive for con-
sumer purchase decision. Discoloration of
meat is believed to be related to the oxidation
processes, and as a consequence sensorial
changes and microorganisms proliferation
(Baron and Andersen 2002; Wang et al., 2009).

Researches have been done on meat, but
there is no information about the effect of
organic Se on microbial contamination of car-
casses. The hypothesis of the current study
was based on the ability of Se to improve
immune system, its importance for cell
removal of viruses and the destruction of neo-
plastic cells, which may reduce carcasses
microbiological contamination. Therefore, the
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aim of this study was to evaluate carcasses
microbiological contamination and meat phys-
ical characteristics in sheep fed diet supple-
mented with Se-enriched yeast at different
doses.

Materials and methods

Study design

The experiment was conducted during the
finishing stage of 18 Pelibuey breed ewes with
an initial body weight of 27.75+3.37 kg and
final body weight of 39.5+4.41. Animals were
randomly assigned to one of three treatments:
a control without Se-enriched yeast supple-
mentation (T1), control supplemented with
Se-enriched yeast with total Se concentration
of 0.35 mg/kg DM (T2) or control supplement-
ed with Se-enriched yeast with total Se con-
centration of 0.60 mg/kg DM (T3). The yeast
product used was Selyeast 3000™ Se-enriched
yeast (LFA Lesaffre, Toluca, Mexico), obtained
from the growth of Saccharomyces cerevisiae
on a rich culture medium and fixed intracellu-
larly as seleno-methionine and seleno-cysteine
yeast, which makes it a highly bioavailable
source of organic Se. Selenium concentration
in the product was 3000 ppm (mg/kg). For 60
days, sheep were given a balanced diet accord-
ing to National Research Council (2007)
requirements with an energy concentration of
3.1 Mcalkg DM and 10.2% of crude protein/kg
DM. The diet’s main ingredients were: whole
grain sorghum, ground corn, cracker crumbs,
rolled corn, DDG (distillers dried grains), bran
and molasses. Water and feed was offered ad
libitum, whereas Se-enriched yeast was given
individually.

Slaughtering of animals

The sheep were slaughtered in an abattoir
in Capulhuac, State of Mexico, Mexico under
the Official Mexican Standards NOM-033-
700-1995 (Norma Oficial Mexicana, 1995)
and NOM-009-Z00-1994 (Norma Oficial
Mexicana, 19%4a).

Carcasses sampling

The non-destructive method of the
European Commission Directive 2001/471/EC
(European Commission, 2011) was used to
evaluate the carcass for contamination. After
evisceration and before chilling, samples (100
cm’ per sampling site) were taken from the
flank, thorax lateral, brisket, and breast to
make a composite sample. The sample surface
was delineated by an aluminium sterile tem-
plate. Sterile swabs with large single-ended
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cotton wool tip 15 cm long (Protec™, DF,
Mexico) were moistened in sterile saline pep-
tone water (Laboratories CONDA, Madrid,
Spain) (0.1% peptone + 0.85 % NaCl distilled
water) and rubbed vertically, horizontally and
diagonally for 20 seconds. Swabs were placed
in sterile test tubes (Thomas Scientific, NJ,
USA) with 10 mL of sterile saline peptone
water. Samples were transported in a cooler
(Coleman Company, Inc., Colorado, USA) at 4
°C, and stored at the same temperature until
analysing before 24 h.

Microbiological analysis

Test tubes with samples were shaken vigor-
ously for uniform microorganisms distribu-
tion. Decimal dilutions of up to 10° were pre-
pared using test tubes with 9 mL of sterile
saline peptone water (0.1 % buffered peptone
water, 0.9 % sodium chloride solution) as rec-
ommended by NOM-110-SSA1-1994 (Norma
Oficial Mexicana, 1994b). Samples were
analysed for aerobic plate counts (APC), total
coliform counts (TCC) and faecal coliform
counts (FCC).

Aerobic plate count

To evaluate the APC, the standard pour plate
method as established by Official Mexican
Standard NOM-092-SSA1-1994 (Norma Oficial
Mexicana, 1994c) was used. All sample dilu-
tions were inoculated in duplicates on to plate
count agar (Sigma-Aldrich Co., MO, USA).
After solidification plates were incubated at
35+2 °C for 48+1 h.

Total coliform count

The standard pour plate technique was used
to quantify total coliform counts (TCC). Violet
red bile agar (Sigma-Aldrich Co., MO, USA;
VRBA) was poured on to 1 mL of each dilution
and when the agar had solidified; approxi-
mately 4 mL of RVBA was added. Plates were
incubated at 35+2 °C for 24+2 h, according to
NOM-113-SSA1-1994  (Norma  Oficial
Mexicana, 1994d).

Faecal coliform count

Because Mexico does not have an official
standard method for pour plate technique, the
A iation Fr. ¢ i Normalisati
(AFNOR) NF V08-60 (1996) method was used.
The VRBA was added to each plate with 1 mL of
dilution and after solidification a double layer
of VRBA was added and the plates incubated at
4522 °C for 24£2 h.

Physico-chemical characteristics

For the 10" rib, temperature and pH were
recorded 45 minutes after slaughtering the
sheep (pHss). The carcasses were then refrig-
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erated at 4 °C for 24 h and the pH (pHz4) and
temperature were recorded again using a
potentiometer (Hanna Instruments, model HI
99163, Italy) according to Honikel (1998).

Samples from the Longissimus dorsi muscle
were taken at 24 h after slaughter to record
colour, lightness (L*), redness (a*) and yel-
lowness (b*) using a Minolta Chroma Meter
CR-400 (Minolta, Osaka, Japan).

Water holding capacity (WHC) was meas-
ured 24 h after slaughter by compression
between two petri dishes as described by
Caiieque and Saiiudo (2005).

Statistical analysis
All bacterial count data were transformed to
logio CFU/em? per sample before statistical
lysis. Diffel b treatments for
APC, TCC, FCC, colour, initial and final pH,
temperature and WHC were analysed by
ANOVA at a significance level of 95% using the
statistical package Statgraphics Plus 5.0.

Results and discussion

Microbiological profile

The microbiological variables APC, TCC and
FCC were not different among treatments
(P>0.05). However, the APC in carcasses of
sheep supplemented with 0.60 mg/kg of Se was
numerically lower (P>0.05) by about 20 %. The
total coliform loads in T3 were numerically
lower by about 30.2%, while the faecal col-
iforms counts were numerically lower by about
30.1% (Table 1). Aerobic plate count is a very
widely used test to estimate general contami-
nation and is accepted as a criterion for car-
casses surface microbial contamination.
However, Enterobacteriaceae (E. coli,
Salmonella spp., Serratia liquefaciens, Pantoea

’ Kloheinll. .
Enterobacter cloacae) counts are indicators of
faecal contamination, and in combination, the
two determinations are used as a criterion for
the verification of slaughter hygiene (Zweifel
and Stephan, 2003; Hauge et al., 2011).

The European Commission Directive
2001/471/EC uses the total viable count (TVC)
and Enterobacteriaceae as bacterial indicators
of hygiene and faecal contamination on car-
casses before chilling (Lenahan ef al., 2010).
In the current study, the mean values of TVC
were within acceptable range according to the
EC Commission Directive 2001/471/EC of < 3.5
logio CFU/cm’. Treatments T1, T2 and T3 had
TVC indexes of 0.10, 0.08 and 0.08 logio
CFU/em?, respectively. Our values are lower
than those reported by Sumner et al. (2003)
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from South Australia abattoirs with 2.8 log,|
CFU/cm®. Moreover, Zweifel and Stephan
(2003) in Swiss abattoirs, and Salmela et al.
(2013) in Finland abattoirs studied the micro-
biological contamination of sheep carcasses
and reported APC mean values of 2.5 and 3.16
log, , CFU/em’, respectively for the carcasses.
All &wse results were in accordance with EC
Commission Directive 2001/471/EC. However,
Bhandare et al. (2007) and Hauge et al. (2011)
reported a mean APC of 4.82 to 6.06 log, | CFU/
cm? with sheep and goat which are higher than
those acceptable according to EC Commission
Directive 2001/471/EC.

Total coliform count values of 0.13, 0.10 and
0.09 logie CFU/cm® were obtained for treat-
ments, T1, T2 and T3, respectively. To our
knowledge, there are no studies on sheep car-
casses to compare these total coliforms counts
to therefore, the results were compared to
those of other animal species. These results
are comparable with those of San Juan et al.
(2007) and Nouichi and Hamdi (2009) who
obtained value of TCC of 1.03 log,, CFU/em®
and 2.92 log, CFU/em’, respectively, in bovine
carcasses in a slaughterhouse in Algeria.

Our results of faecal coliform count are
lower than the cutoff recommended by the EC
Commission Regulation (European
Commission, 2001). Other studies have shown
higher FCC values (Bhandare et al., 2007,
Nouichi and Hamdi, 2009) with mean values of
2.55 to 3.50 log,, CFU/cm’ for ovine carcasses

in Algerian and Indian slaughterhouse, respec-
tively.

The activity of organoselenium compounds
against mi ganisms was evaluated by
Pietka-Ottlik et al. (2008) who showed no
activity with  Gram-positive  bacteria
(Staphylococcus aureus and Staphylococcus
simulans), whereas for Gram-negative bacte-
ria (Escherichia coli, Pseudomonas aeuginosa,
Kiebsiella pneumonia) was substantially lower.

Based on the above, it can be suggested that
Se reduced the bacterial count. However, Se
antimicrobial activity is not completely under-
stood. ALQuthami et al. (2014) studied the
antibacterial effect of Se and obtained cell dis-
integration because of cytoplasmic con-
stituents leakage and cell dehydration. Yang et
al. (2009) evaluated Se-enriched probiotics’
antibacterial action in vitro and in vivo in
mice and reported a strongly antagonize path-
ogenic of Escherichia coli in both in vitro and
in vivo.

Physical characteristics

Carcasses physical characteristics of micro-
bial growth, initial and final pH, temperature,
colour values (L*, a* and b*) and WHC are pre-
sented in Table 2. There were no differences
(P>0.05) among treatment in initial and final
pH, temperature at 45 min after slaughter and
after 24 h of chilling, L*, a* and b*. However,
differences were observed among treatments
for WHC. Treatment of T had lower (P<0.05)

WHC at 0.35 pg/kg Se compared to other treat-
ments (Table 2). There were no differences
(P>0.05) in initial and final pH and tempera-
ture. These findings are in agreement with
Vignola et al. (2009) who also did not find any
difference between treatments with different
Se sources and levels. In contrast, Li et al.
(2011) found that pH was lower in pigs fed Se
free diet. In general, the muscle pH of living
animals is normally around 7.4, but after
death, the pH falls to 5.5 — 5.8 as a result of
muscles glucose converting into lactic acid
(Corry, 2007). Therefore, our results of pH
falling from 7.15 to 5.53 is consistent.

The pH value has effects on colour, shelf life,
taste, microbiological stability, yield and tex-
ture of the meat. At a pH of 6.4, meat is tainted
due to enzyme activity, thus producing large
amounts of metabolic by-products, foul smell,
sliminess and discolouration (Feiner, 2006).
Bacterial proteolytic enzymes operate best
near neutral pH, and the enzymes which attack
carbohydrates tend to have an optimal pH
below 6. Organisms such as lactic acid bacteria
whose predominant activity is carbohydrate
breakdown, have an optimal pH between pH
5.5 and 6.0 (Lawrie and Ledward, 2006). The
final pH in the present study was in the range
of 5.3 to 5.8 which is near to the optimal micro-
bial growth pH.

Cherry red colour (a*) is one of the most
important qualities of meat for consumer pur-
chase decision. It is an indicator of freshness

Table 1. Microbiological profile ( dard d ) of from sheep fed diets suppl, d with seleni iched
yeast.

Items T T2 T3 P value
Aerobic plate count, logio CFU/cm’ 0.10+0.09 0.08+0.05 0.08+0.01 0.881

Total coliforms count, logio CFU/cm’ 0.13+0.06 0.10£0.06 0.09£0.07 0.590
Faecal coliforms count, logy CFU/em’ 0.09£0.06 0.06:0.02 0.07+0.08 0.812

Diets contained energy concentration of 3.1 Mcal/kg DM and 10.16% of crude protein/kg DM without S iched yeast jon (T1), or with Se at 0.35 mg/kg DM (T2) or supple-
mented with Se at 0.50 mg/kg DM (T3).

Table 2. Physical ch istics (; d deviation) of meat of sheep fed dicts suppl d with sel iched yeast.
Variable Tl T T3 P value
pHys 7.06+0.24 7.03+0.36 7.15+0.52 0.857

pHas 5.63+0.15 5.59+0.19 5.530.13 0.607
Temperature 45 min, °C 20.98+2.95 21.15+3.13 26.6+3.24 0.952
Temperature 24 h, °C 13.52+1.05 12.78+1.46 12.95£1.50 0.626

L* 37.07+2.67 3151£2.62 37.63+1.69 0912

a* 14.84+3.13 1348+1.75 14.14£1.61 0.594

b* 6.18+2.07 5.59+0.95 6.27+1.08 0.690
WHC (% juice released) 11.65+2.39 8.62+2.67° 11.96+2.73a 0.039

a*, redness; b*, yellowness; L*, lightness; WHC, water holding capacity. Diets contained energy concentration of 3.1 Mcalkg DM and 10.16% of crude proteinkg DM without Se-enriched yeast supple-
mentation (T1), or supplemented with Se at 0.35 mg/kg DM (T2) or supplemented with Se at 0.60 mg/kg DM (T3). “*Means within in the same row with different superscripts differ significantly among

treatments (P<0.05).
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and quality (Brewer ef al., 2001; Mancini and
Hunt, 2005). In the current study, there were
no differences between treatments for colour
values of a*, b* and L*. However, Vignola et al.
(2009) in lambs, found higher values for L*, a*
and b* where values were 44.63, 15.44 and
6.76, respectively. In pigs, Li et al (2011)
reported that Se did not had effect on meat
colour values of a*, b* and L*. Preventing fer-
rous myoglobin from oxidation is a critical fac-
tor for maintaining meat colour stability. A
high level of GSH in meat tissues is associated
with a high reducing capacity, reducing the
formation of H202, and soon afterward oxida-
tion of ferrous iron at the same time causing
maintain meat colour stability (Zhan ef al,
2007; Liu et al., 2011). They reported that
selenomethionine- treatments increased red-
ness of meat.

In the current study, the treatment 0.35 mg
T2 p d a lower p of juice
released, therefore higher WHC. Zhan et al.
(2007) evaluated the effect of different Se
source added at 0.30 mg Se/kg to basal diet on
loin meat quality in finishing pigs and report-
ed values of 14.3, 14.0 and 12.5% for the con-
trol, sodium seleni and sel
thionine-treated groups, respectively after 16 h
exposure in a 25 °C room with significantly
lower drip loss with the selenomethionine-
treated group. Wang ef al. (2009) and Li et al.
(2011) mentioned that drip loss of meat
decreased with the increase of dietary Se level
in poultry and pigs. Generally, Se as part of
GHS- Px elevates and maintains this enzyme
activity, protect cell membranes from oxidation
and improving meat WHC (Mateo et al., 2007;
Wang et al., 2009).

Conclusions

Although the differences were not signifi-
cant, sheep supplemented with 0.60 pg/kg Se
in the diet had a 20% lower aerobic plate
counts in the carcasses, 30% lower total col-
iform count and a 30% lower faecal coliforms
count than un-supplemented sheep. Drip loss
was lower for sheep fed the 0.35 mg/kg DM
dose. From these results we can conclude that
organic Se-enriched yeast did not affect car-
casses bacterial proliferation or meat physical
characteristics. More studies with larger num-
bers of animal are recommended to study the
effect of organic Se supplementation on car-
casses microbiological contamination and
meat physical characteristics.
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Articulo enviado a la Revista Meat Science
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Abstract

The aim of the current research was to evaluate the effect of selenium-enriched yeast
supplementation on lamb meat microbial spoilage and biochemical quality during shelf life.

Eighteen Pelibuey lambs at the finishing stage were included in the experiment for a period
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of 60 days. Animals were randomly assigned to one of three treatments: a control without
Se supplementation (T1), supplemented with selenium enriched yeast (SY) (Saccharomyces
cerevisiae Selyeast 3000TM enriched yeast, LFA Lesaffre) with either 0.35 mg/kg (T2) or
0.60 mg/kg of Se (T3). Microbiological spoilage and biochemical characteristics were
evaluated during 0, 3, 6 and 9 days post mortem under refrigeration conditions (4 °C).
Immediately after slaughter no significant differences (P>0.05) were found in APC
(Aerobic Plate Count), FCC (Faecal Coliforms Count), Psc (Psychrophiles), pH, a*
(Redness) and b* (Yellowness) among treatments. However, statistical differences
(P<0.05) were observed within treatments in Psc, pH, L*(Lightness), and b* along the
storage period.; pH values decreased in all groups dﬁring storage, however higher doses of
Se kept the highest pH values by the end of the observation period. As expected there was a
significant positive high correlation between Day and b* (r4,=0.83; P<0.001), and a
negative high correlation between pH and b* (ry=-0.82; P<0.001). Selenium antioxidant
and antimicrobial effect on meat did not result as expected, we hypothesised that extreme
care of animal and meat handling masked its effect.
Key words: storage period, microbial growth, lamb, meat colour, TBARS
Highlights:

1. Evaluate the effect of organic selenium on microbiological spoilage, pH and meat
characteristics during shelf-life.
Faecal coliforms decreased with time to undetectable numbers.
Lipid oxidation values showed statistical differences among treatments and groups

Yellowness values increased during shelf life.

9o 9 B

Extreme animal and meat care during the process has a positive impact in meat

quality and meat preservation over shelf life.

1. Introduction

Meat is a perishable product that must be stored under chilled conditions to reduce
microorganisms’ growth and other deteriorating changes that can make it unacceptable for
consumer. Meat changes induced by autolysis and microbial growth could mean marketing

problems and public health risks (Agencia de Sanidad Ambiental y de Consumo, 2011).
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Bacterial growth is mainly responsible for the production of off-odors, gas, and slime;
while lipid and pigments oxidation are responsible for undesirable flavours and
discoloration (Dong and Holley, 2012). Meat colour changes from cherry-red to brown (an
undesirable characteristic), occurs due to the oxidation of oxymioglobin to metmyoglobin,
which is related to lipid and pigment oxidation, and also to bacterial overgrowth (Dong and
Holley, 2012).

Nowadays, chemical additives are used in meat industry to prevent food-borne pathogen
growth, and extend meat shelf life. However, due to public concerns over safety of
synthetic additives, natural products are beginning to be used as alternative preservatives in
this industry (Radha Krishnan et al., 2014). Therefore, some compounds with antimicrobial
and antioxidant functions; like selenium, are being added to alnimal basal diets to improve
production, carcasses composition, fre.sh meat quality and extend meat shelf life (Grashorn,
2007; Zhang et al., 2010; Yanian ef al., 2011).

Selenium is an essential trace element for animals and humans; it is present in tissues and is
part of Glutathione peroxidase enzyme, which reduces lipid and hydrogen peroxides to less
harmful hydroxides (Vignola et al., 2008; Juniper et al., 2009). This trace element can be
given in the diet either as a salt or as organic compound associated with Yeast.
Saccharomyces cerevisiae Selyeast 3000 is yeast rich in organic selenium (Se), mainly
selenomethionine, which is highly bioavailable that has been used in beef industry,
diminishing ruminal acidosis, increasing its performance, feed conversion efficiency and

meat quality.

Lipids oxidation and bacterial spoilage reduces meat shelf life, therefore meat industry
begin to use natural products with antioxidant and antimicrobial effect as selenium enriched

yeast.

The objective of this study was to evaluate the effect of Selenium-enriched yeast

supplementation on microbial spoilage, pH and meat characteristics during shelf life.
2. Materials and Methods

2.1 Animal handling and growth
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Nine Pelibuey breed female lambs with an initial average body weight of 27.75 + 3.37 kg
were used in this study. Animals were randomly assigned to one of three treatments: a
control group without Se supplementation (T1; n=3), or supplemented with selenium
enriched yeast (SY) (Saccharomyces cerevisiae Selyeast 3000TM enriched yeast, LFA
Lesaffre) either in a total Se dose of 0.35 mg/kg (T2; n=3) or 0.60 mg/kg (T3; n=3). Lambs
were fed for 60 days with a balanced diet with 3.1 Mcal / kg for energy and 10.16% of
crude protein per kg (dry matter) (NRC, 2007). The main diet's ingredients were: whole
grain sorghum (29.5%), ground corn (10.0%), cracker crumbs (20.0%), rolled corn
(10.0%), DDG (Distillers Dried Grains, 10.0%), bran (10.0%), md!asées (8.0), vitamins and
minerals (0.5%). Water and feed were offered ad libitum, while selenium enriched yeast
was provided as an oral individual daily dose before the first meal. Animals were slaughter
on day 60 after initial Se or yeast-Se supplemenfation in a slaughterhouse following the
Mexican Official Normativity (NOM-033-Z00-1995 and NOM-009-ZOO-1994).

2.2 Sampling

Meat was allowed to mature at room temperature for 24 hours before samples were taken
and stored for further analysis. Rib eye (Longissimus dorsi) pieces were cut from the 8-rib
rack from each animal and individually vacuum packed and refrigerated (2-5 °C) on a flat

horizontal position until further analysis.
2.3 Meat Shelf life analysis

Meat was analysed for Colour, pH, Microbiology content and lipid oxidation. One rib eye

piece from each animal was used, for each analysis on days 0, 3, 6 and 9.
2.4 Colour and pH

Meat colour was measured by triplicate with a Minolta Chroma Meter CR-400 (Minolta,
Osaka, Japan) and pH was measured with an electronic pH meter (HI99163 membrane pH
meter, Hanna Instruments, USA). Meat samples were cut with a stainless steel knife and the
new meat surface was immediately evaluated for lightness (L*), redness (a*) and yellowing
(b*). For pH evaluation an electrode was introduced 1 cm into the rib eye and the value

recorded.
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2.5 Microbiological analysis

Sambles were analysed for aerobic microbial plate counts (APC), faecal coliform counts
(FCC) and Psc. One gram of each sample was individually homogenised with a meat
homogenizer (Pellet Pestle Cordless Motor, Kimble Kontes, USA) in 9 mL of saline
peptone water (0.1 % buffered peptone water, 0.9 % sodium chloride solution (NOM-110-
SSA1-1994), vigorously vortexed and 1/10 serial dilutions prepared up to 10”. One
ml/sample dilution was used for each of the microbiological analysis, performed by

duplicate and using a sterile peptone as negative control.
2.6 Aerobic plate count (APC) and Psychrophile bacteria

For APC and Psc one mL sample was poured on top of a standard count agar plate. APC
plates were incubated at 37 °C for 48 h and Psc were incubated at 5 °C for 7-10 days.
CFU/plate were counted and values transformed to logjo CFU/cm® (NOM-092-SSA1-

1994).

2.7 Faecal coliforms

For faecal coliform counts, 1 mL samples of homogenized meat dilutions were poured on
VRBA (Violet Red Bile Agar), and a second layer of VRBA (1 mL) was added to cover the
whole plate surface, and incubated at 45 °C for 24 h. CFU/plate were counted and values
transformed to logjo CFU / cm® (Association Frangoise de Normalization NF V08-60,
1996).

2.8 Lipids oxidation assay (TBARS test)

Meat lipid oxidation was determined by TBARS test with the kit "BioAssay Systems,
QuantiChromTM TBARS Assay Kit (DTBA-100)" following manufacturer’s instructions
at 0, 5 and 9 days; results were expressed as Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS) in milligrams of malondialdehyde per kg of muscle (mg MDA / kg muscle).
Tissue was weighed (20 mg) and homogenized as previously described in 200 pL of saline
phosphate buffer for 20 seconds, then 100 uL were transferred to a new 1.5 mL tube, and
200 pL of 10% TCA buffer were added, sample was spin centrifuged, incubated for 5 min,
and centrifuged for 5 minutes at 14,000 rpm. All the steps of this assay were performed at
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4°C. Colour of the clear supernatant (200 HL) was evaluated with a Micro plate Reader
(VersaMax, Molecular Devices) at 535nm. TBA (thiobarbituric acid) reagent (200 pL) was
added to the sample and incubated at 100 °C for 60 min. Once the tubes were cooled to
room temperature, they were vortexed and centrifuged briefly. Duplicates (100 pL) from
each sample were read in a 96 wells dish in the spectrophotometer at 535 nm and analysed
with softmax software (Softmax, Molecular Devices, CA, USA), OD values were
transformed to mg MDA /kg muscle through the following formula: [TBARS] =

Rsampie—R, : 1 1 i
__su::: W”_“f)"‘ xn (uM MDA equivalents. A standard calibration curve was prepared using

malondialdehyde dilutions (Table 1) following the same steps-used for the studied samples
without tissue sample. Samples readings were compared with the standard curve to

determine MDA oxidation.

TABLE 1. MDA dilutions for standard oxidation calibration curve

No. 30 uM MDA /H,0 _ Vol (uL)

1 300 uL+ 0 pL 300
2 180puL+120pL 300
3 90puL+210 uL 300
4 0pL+300pL 300

After dilution, 200 pL were transferred into a fresh tube and processed following the
"BioAssay Systems, QuantiChromTM TBARS Assay Kit (DTBA-100)" instructions kit.

R -R
[TBARS] = W;—k xn (uM MDA equivalents)

Rsampie: Sample absorbance

Roiank: Blank absorbance (H20)

n: dilution factor

Slope: curve slope (R’estimated for each 96/ well dish)

Absorbance was read at ODs3som

UM MDA equivalents = (uM MDA/10 x 10°)/[MDA MW (72.06)] (1000 (to convert to mg units)/(sample weight expressed in Kg)

2.9 Statistical analysis

Colour and pH values from different days and treatments were compared with MANOVA
test (P<0.05). Differences among groups and days of evaluation were determined by Tukey
test (95%). Pearson correlations (ryy) were calculated between variables pairs (aerobic plate

count, faecal coliforms, Psychrophile bacteria, L*, a*, b* pH, and lipid oxidation values)
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with a confidence level of 95.0 %. Stat Graphics software version 5.0 plus was employed

for all statistical analysis.
3. Results

According to MANOVA analysis (Table 2) no treatment effects were found among groups
for any variables (P<0.05). On the other hand, statistical test found differences within

groups for Psc, pH, L*, b* and Lipids oxidation considering time as a variable for

“evaluation. Differences found with MANOVA were analysed with Tukey test with a 95%

confidence (Table 3).

APC values did not show differences (P>0.05) throughout the shelf time. As expected, in
the Se0 and Se35 groups, the total number bacteria CFU increased with the time, while we
observed a CFU decreasing tendency for the Se60 group over time (Table 3). It is worth to
highlight that values found in all samples represent normal expected values for this
parameter in lamb meat maturation.

For FCC differences (P>0.05) were also observed among shelf life within treatments. It is
interesting to highlight that the initial CFUs were very low and decreased with time to
undetectable numbers (Table 3). The values found in all samples represent normal expected
values for this parameter in lamb meat maturation.

As expected CFUs of Psc increased over time showing statistical differences (P>0.05)
among days of evaluation. However, the values found in all samples represented normal
expected values for this parameter. An interesting observation is that samples coming from
Se0 displayed a tendency to have lower number of CFU throughout shelf life period (Table
3). All values are considered normal for sheep meat maturation.

pH values also behaved as expected throughout shelf life period, initial values were close to
6.0 and decreased by day 9 to values between 5.0 and 5.6 (Table 3). All values are
considered normal for sheep meat maturation.

Lightness values increased over time showing some statistical differences (P<0.05) within
groups among days, values ranged from 35.88 to 37.91 in day 0 and from 41.3 to 43.7 on

day 9 (Table 3). All values are considered normal for sheep meat maturation.
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Redness values decreased over time showing no significant differences within treatments or
among days. Values ranged from 12.4 and 15.3 in day 0 and from 9.81 to 10.71 by day 9

(Table 3). All values reported are considered normal for sheep meat maturation.

Yellowness values represent the change from yellow to blue; the values found in this
parameter show some statistical differences within treatments among days. The values
ranged from 5.03 to 6.48 on day 0 and increased to a range from 12.27 to 14.19 by day 9
(Table 3). All values reported are considered normal for sheep meat maturation. However,
meat from animals coming from Se60 treatment showed a tendency (P=X) to develop lower
greenness values.

Lipid oxidation values show some statistical differences within treatments and among
groups. O.D values from malondialdehyde oxidation represent lipid oxidation throughout
the shelf life experimental period, which can be considered normal, as some lipid oxidation
in meat is expected during the storage period. The mg MDA / kg muscle values ranged
from 0.16 to 0.17 on day 0 and from 0.61 and 0.62 for day 9. All values found are

considered normal for lamb meat maturation.

As expected there were significant positive correlations between Day and Psc (ryy=0.79;
P<0.001), day and L* (r,,=0.54; P<0.001), day and b* (rx,=0.83; P<0.001); FCC and pH
(rxy=0.35; P<0.03), Psc and L* (r,,=0.61; P<0.001), L* and b* (r,=0.7; P<0.001). A
negative correlation between Day and FCC (ry=-0.42; P<0.01), Day and pH (rx,=-0.76;
P<0.001), and Day and a* (rg,=-0.41; P<0.01); FCC and Psc (r,=-0.43; P<0.01), FCC and
b* (ry=-0.33; P<0.04); Psc and pH (rxy=-0.6; P<0.001); pH and L* (rx,=-0.54; P<0.001)
and pH and b* (r,,=-0.82; P<0.001); and between a* and lipid oxidation (ry=-0.33;
P<0.04) were found. (Table 4).

TABLE 2. MANOVA Analyses showing P-values of APC, TCC, Psc, pH, L*, a*, and b*
and interactions during shelf life of meat

APC FCC Psc pH L* a* b* LO
Treatment  0.7239  0.5157 0.1992 0.1158 0.0350 0.5559 0.1732  0.2007
Day 0.0945  0.0680 0.0000 0.0000 0.0013 0.0973  0.0000  0.0095
TXD 0.3150  0.8180 0.9770  0.0002  0.5204  0.8412 0.5565  0.1869

P-values < 0.05 indicate differences statistically significant
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APC: Aerobic Plate Count
FCC: Faecal Coliforms Count
Psc: Psychrophiles

L*: Lightness

a*: Redness

b*: Yellowness

LO: Lipid Oxidation

T X D: Treatment by Day
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TABLE 3. Tukey test for effect of treatment and day on microbiological profile and physicochemical
characteristics during meat shelf life

Levels of Se’

Se0 Se35 Se60 P SEM
APC
(logoCFU/cm?)
Day 0 0.18 0.19 0.21 0.4865 0.19
Day 3 0.19 0.19 0.22 0.7730 0.03
Day 6 0.13 0.14 0.18 0.6883 0.04
Day 9 0.22 0.26 0.16 0.1429 0.03
) 0.0907 0.2603 0.4731
FccC
(logsCFUlcm?)
Day 0 0.03* 0.04* 0.03* 0.9453 0.03
Day 3 0.00¥ 0.04* 0.05* - 0.3759 0.02
Day 6 0.00" 0.00" 0.00* - -
Day 9 0.00¥ 0.00¥ 0.00* - -
P 0.0061 0.00611 0.0061
Psc
(log1y CFU /em?)
Day 0 0.00* 0.06" 0.00* 0.4219 0.03
Day 3 0.03* 0.07¢ 0.08" 0.8382 0.06
Day 6 0.21Y 0.28Y 0.27" 0.4953 0.04
Day 9 0.32% 0.38” 0.34" 0.0340 0.01
P 0.0000 0.0087 0.0018 '
pH
Day 0 6.15* 6.30* 5.96" 0.0062 0.04
Day 3 5.72* 5.66” 5.74° 0.4634 0.04
Day 6 5.34 5.127 5.46” 0.1422 0.11
Day 9 5.09* 5.62Y 5567\ 0.0603 0.10
P 0.0001 0.0002 0.0000
Lightness (L*) .
Day 0 35.88* 38.93* 37.91* 0.1853 1.03
Day 3 37.92¢ 40.03 38.88" 0.4939 1.18
Day 6 41.24 42.69° 41.617 0.6603 1.13
Day 9 41.30° 43.67" 38.57 0.1750 1.66
P 0.0432 0.0449 0.04831
Redness (a*) v
Day 0 15.30 12.40. 13.27 0.0921 0.78
Day 3 12.05 12.25 14.81 0.5585 1.92
Day 6 12.03 12.28 13.55 0.8752 2.21
Day 9 9.81 | 10.25 10.71 0.9073 1.44
P 0.1952 0.4616 0.6202
Yellowness (b*)
Day 0 6.48" 5.03* 5:53% 0.0990 0.39
Day 3 10.54Y 10.88 11.07% 0.8865 0.77
Day 6 14.54* 12.98%* 11.95Y 0.0524 0.55
Day 9 14.19* 14.17* 1227 0.5974 147
P 0.0019 0.0001 0.0002
LO (TBARS)
(mg MDA/ kg)
Day 0 0.16 0.17 0.17 0.9639 0.02
Day 5 0.35 0.29 0.23 0.3687 0.05
Day 9 0.62 0.70 0.61 0.2523 0.58
P 0.3412 0.0718 0.4936

10
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* Selenium supplementation expressed as ppm
SEM, Standard error of means

APC: Aerobic Plate Count

FCC: Faecal Coliforms Count
Psc: Pscychrophiles
LO: Lipid Oxidation

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substance

*>¢ Means with different lower case letters in the same row are significantly different(P<0.05)
“¥* Means with different lower case letter in the same column are significantly different (P<0.05)
- Without P. The value of mean is 0

TABLE 4. Pearson correlations between microbiological profile and physicochemical characteristics for

treatments
APC e Psc pH L* a* b* {Z’I% ARS)
Concentration | 00980 0.1717  0.0337 0.1220  0.0574 0.0981 _ -0.1450 -0.0017
(0.5697) (0.3167) (0.8452) - (0.4785) (0.7396) (0.5693). (0.3989) (0.9919)
Day 0.0044  -0.4261 0.7935 -0.7632  0.5441  -0.4147 08357 0.2379
(0.9799)  (0.0096) (0.0000) (0.0000) (0.0006) (0.0119) (0.0000) (0.1623)
P 03043 0.0752 0.1478 02557 .-02338 -0.0071 0.1210
(0.0712)  (0.6629) (0.3895)  (0.1323) (0.1699) (0.9670) (0.4821)
- -0.4352 03512 -0.0216. 0.1364  -0.3336 0.1094
(0.0080) (0.0357) (0.9007) (0.4277) (0.0468) (0.5255)
Psc -0.6044  0.6170  -0.3019 0.7060  0.2338
(0.0001) " (0.0001) (0.0736) (0.0000) (0.1699)
& ©-0.5405 02845 -0.8292 -0.1486
p (0.0007) (0.0927) (0.0000) (0.3871)
- -0.2581  0.7009  0.2086
(0.1285)  (0.0000) (0.2221)
i -02408 -0.3313
9 (0.1571)  (0.0484)
b 0.2303
(0.1766)

Correlation value

(P-value)

P-values < 0.05 indicate differences statistically significant
APC: Aerobic Plate Count -

FCC: Faecal Coliforms Count
LO: Lipid Oxidation

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substance

L*: Lightness
a*: Redness
b*: Yellowness

4. Discussion

National and international normativity for humanitarian slaughtering of sheep are very demanding.

Slaughterhouses have to observe this normativity in order to protect public health and to prevent
excessive animal suffering (NOM-033-Z00-1995, NOM-009-ZOO-1994 and CEE, 2004). These

normativity consider good quality ante mortem conditions (in transportation vehicles, in/out access
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ramps to these vehicles, vital space in the resting pens, period of fastening previous to slaughter),
aseptic conditions for handling animals and meat (sanitization of slaughtering instruments, facilities
and personnel equipment and clothing), humanitarian slaughtering conditions (stunning, bleeding
and fleece) and meat care after slaughter (refrigeration, maturation time, quartering, shelf storage
and packing). In this study, we had considerations beyond the official normativity in order to keep
animals at a minimum stress, and to keep the best possible conditions for sanity of the product we

were analyzing.

Meat shelf-life is the storage time until spoilage at refrigeration temperature (2-5 °C). This spoilage
is determined by bacterial load, off-odour, off-flavour or appearance. Acceptable bacterial load
depends on the number of microorganisms initially present and their growth rate (Borch et al.,
1996).

In fresh meats, predominant spoilage bacteria include species such as Pseudomonas, Acinetobacter,
Moxarella, Aeromonas, Escherichia, Enterobacteriaceae, Serratia, Lactobacillus, and Clostridium.
Factors determining meat spoilage are nutrient and oxygen availability for microorganisms, storage

temperature, pH and product storage period (Ray and Bhunia, 2008; Dong and Holley, 2012).

In the present report no statistical differences were observed in meat shelf life for all studied
parameters among treatments. As expected meat quality changed over time and some statistical
differences (P<0.05) were observed for-the following parameters: coliform CFU’s, Psychrophils,
pH, lightness, yellowness, and lipid oxidation. All of these changes can be considered normal for
the meat shelf ageing. As expected coliform CFU were low at the beginning of the storage time and
tended to decrease to undetectable counts. This change in numbers was expected, since these
bacteria species are not favoured by refrigeration temperature, neither by the reduction of pH values
developed during the meat storage period. As expected Psc CFU units increased with time, however
these values remained well under the maximum values suggested by Pivinch et al. (1975). Although
Psychrophile values among treatments did not show statistical differences, these bacterial values
had a tendency to be slightly larger for the Se35 treatment as compared with the other treatments
(Table 3). This increment could reflect some tendencies also observed for pH and lightness values
among treatments, which were slightly higher for Se35 group (Table 3). Lightness is normally
associated to larger numbers of bacteria (Kalhotka ez al., 2013), therefore the slightly increased
lightness values observed in Se35 meat samples could be related to, the also slightly larger,
bacterial growth of Psc observed for these treatment as compared to the other two treatments. On
the other hand, Psc growth is favoured by a neutral pH (around to 7.0) (Ray & Bhunia, 2008).
Again for treatment Se35, pH was slightly higher than for the other groups, this pH value could
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TABLE 3. Tukey test for effect of treatment and day on microbiological profile and physicochemical
characteristics during meat shelf life

Levels of Se’

Se0 Se35 Se60 P SEM
APC
(logoCFU/cm?)
Day 0 0.18 0.19 0.21 0.4865 0.19
Day 3 0.19 0.19 0.22 0.7730 0.03
Day 6 0.13 0.14 0.18 0.6883 0.04
Day 9 0.22 0.26 0.16 0.1429 0.03
) 0.0907 0.2603 0.4731
FccC
(logsCFUlcm?)
Day 0 0.03* 0.04* 0.03* 0.9453 0.03
Day 3 0.00¥ 0.04* 0.05* - 0.3759 0.02
Day 6 0.00" 0.00" 0.00* - -
Day 9 0.00¥ 0.00¥ 0.00* - -
P 0.0061 0.00611 0.0061
Psc
(log1y CFU /em?)
Day 0 0.00* 0.06" 0.00* 0.4219 0.03
Day 3 0.03* 0.07¢ 0.08" 0.8382 0.06
Day 6 0.21Y 0.28Y 0.27" 0.4953 0.04
Day 9 0.32% 0.38” 0.34" 0.0340 0.01
P 0.0000 0.0087 0.0018 '
pH
Day 0 6.15* 6.30* 5.96" 0.0062 0.04
Day 3 5.72* 5.66” 5.74° 0.4634 0.04
Day 6 5.34 5.127 5.46” 0.1422 0.11
Day 9 5.09* 5.62Y 5567\ 0.0603 0.10
P 0.0001 0.0002 0.0000
Lightness (L*) .
Day 0 35.88* 38.93* 37.91* 0.1853 1.03
Day 3 37.92¢ 40.03 38.88" 0.4939 1.18
Day 6 41.24 42.69° 41.617 0.6603 1.13
Day 9 41.30° 43.67" 38.57 0.1750 1.66
P 0.0432 0.0449 0.04831
Redness (a*) v
Day 0 15.30 12.40. 13.27 0.0921 0.78
Day 3 12.05 12.25 14.81 0.5585 1.92
Day 6 12.03 12.28 13.55 0.8752 2.21
Day 9 9.81 | 10.25 10.71 0.9073 1.44
P 0.1952 0.4616 0.6202
Yellowness (b*)
Day 0 6.48" 5.03* 5:53% 0.0990 0.39
Day 3 10.54Y 10.88 11.07% 0.8865 0.77
Day 6 14.54* 12.98%* 11.95Y 0.0524 0.55
Day 9 14.19* 14.17* 1227 0.5974 147
P 0.0019 0.0001 0.0002
LO (TBARS)
(mg MDA/ kg)
Day 0 0.16 0.17 0.17 0.9639 0.02
Day 5 0.35 0.29 0.23 0.3687 0.05
Day 9 0.62 0.70 0.61 0.2523 0.58
P 0.3412 0.0718 0.4936
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* Selenium supplementation expressed as ppm
SEM, Standard error of means

APC: Aerobic Plate Count

FCC: Faecal Coliforms Count
Psc: Pscychrophiles
LO: Lipid Oxidation

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substance

*>¢ Means with different lower case letters in the same row are significantly different(P<0.05)
“¥* Means with different lower case letter in the same column are significantly different (P<0.05)
- Without P. The value of mean is 0

TABLE 4. Pearson correlations between microbiological profile and physicochemical characteristics for

treatments
APC e Psc pH L* a* b* {Z’I% ARS)
Concentration | 00980 0.1717  0.0337 0.1220  0.0574 0.0981 _ -0.1450 -0.0017
(0.5697) (0.3167) (0.8452) - (0.4785) (0.7396) (0.5693). (0.3989) (0.9919)
Day 0.0044  -0.4261 0.7935 -0.7632  0.5441  -0.4147 08357 0.2379
(0.9799)  (0.0096) (0.0000) (0.0000) (0.0006) (0.0119) (0.0000) (0.1623)
P 03043 0.0752 0.1478 02557 .-02338 -0.0071 0.1210
(0.0712)  (0.6629) (0.3895)  (0.1323) (0.1699) (0.9670) (0.4821)
- -0.4352 03512 -0.0216. 0.1364  -0.3336 0.1094
(0.0080) (0.0357) (0.9007) (0.4277) (0.0468) (0.5255)
Psc -0.6044  0.6170  -0.3019 0.7060  0.2338
(0.0001) " (0.0001) (0.0736) (0.0000) (0.1699)
& ©-0.5405 02845 -0.8292 -0.1486
p (0.0007) (0.0927) (0.0000) (0.3871)
- -0.2581  0.7009  0.2086
(0.1285)  (0.0000) (0.2221)
i -02408 -0.3313
9 (0.1571)  (0.0484)
b 0.2303
(0.1766)

Correlation value

(P-value)

P-values < 0.05 indicate differences statistically significant
APC: Aerobic Plate Count -

FCC: Faecal Coliforms Count
LO: Lipid Oxidation

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substance

L*: Lightness
a*: Redness
b*: Yellowness

4. Discussion

National and international normativity for humanitarian slaughtering of sheep are very demanding.

Slaughterhouses have to observe this normativity in order to protect public health and to prevent
excessive animal suffering (NOM-033-Z00-1995, NOM-009-ZOO-1994 and CEE, 2004). These

normativity consider good quality ante mortem conditions (in transportation vehicles, in/out access
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ramps to these vehicles, vital space in the resting pens, period of fastening previous to slaughter),
aseptic conditions for handling animals and meat (sanitization of slaughtering instruments, facilities
and personnel equipment and clothing), humanitarian slaughtering conditions (stunning, bleeding
and fleece) and meat care after slaughter (refrigeration, maturation time, quartering, shelf storage
and packing). In this study, we had considerations beyond the official normativity in order to keep
animals at a minimum stress, and to keep the best possible conditions for sanity of the product we

were analyzing.

Meat shelf-life is the storage time until spoilage at refrigeration temperature (2-5 °C). This spoilage
is determined by bacterial load, off-odour, off-flavour or appearance. Acceptable bacterial load
depends on the number of microorganisms initially present and their growth rate (Borch et al.,
1996).

In fresh meats, predominant spoilage bacteria include species such as Pseudomonas, Acinetobacter,
Moxarella, Aeromonas, Escherichia, Enterobacteriaceae, Serratia, Lactobacillus, and Clostridium.
Factors determining meat spoilage are nutrient and oxygen availability for microorganisms, storage

temperature, pH and product storage period (Ray and Bhunia, 2008; Dong and Holley, 2012).

In the present report no statistical differences were observed in meat shelf life for all studied
parameters among treatments. As expected meat quality changed over time and some statistical
differences (P<0.05) were observed for-the following parameters: coliform CFU’s, Psychrophils,
pH, lightness, yellowness, and lipid oxidation. All of these changes can be considered normal for
the meat shelf ageing. As expected coliform CFU were low at the beginning of the storage time and
tended to decrease to undetectable counts. This change in numbers was expected, since these
bacteria species are not favoured by refrigeration temperature, neither by the reduction of pH values
developed during the meat storage period. As expected Psc CFU units increased with time, however
these values remained well under the maximum values suggested by Pivinch et al. (1975). Although
Psychrophile values among treatments did not show statistical differences, these bacterial values
had a tendency to be slightly larger for the Se35 treatment as compared with the other treatments
(Table 3). This increment could reflect some tendencies also observed for pH and lightness values
among treatments, which were slightly higher for Se35 group (Table 3). Lightness is normally
associated to larger numbers of bacteria (Kalhotka ez al., 2013), therefore the slightly increased
lightness values observed in Se35 meat samples could be related to, the also slightly larger,
bacterial growth of Psc observed for these treatment as compared to the other two treatments. On
the other hand, Psc growth is favoured by a neutral pH (around to 7.0) (Ray & Bhunia, 2008).
Again for treatment Se35, pH was slightly higher than for the other groups, this pH value could
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have favoured Psc growth, so that the larger tendency for Psc numbers observed, explain the pH
values found. This small increment in Psc CFU could suggest that for the Se dose used in the Se35
treatment could somehow favour this growth. More detailed experiments should be conducted in
order to corroborate our observations about the association between Lightness, pH and Se dose with
Psc growth.

For redness parameter, treatments containing Se showed a tendency to have lower changes of
myoglobin oxidation. That is, the ratio of the values observed for Se35 and Se60 between days 0
and 9 had a tendency to be lower than the observed for the control group. This tendency could be
explained by a reduction in myoglobin oxidation. Therefore, we could speculate that Se somehow
protects myoglobin from this aging effect. Further studies should be conducted in order to prove
this hypothesis.

We found no lipid oxidation differences among groups. Yellowness values normally indicate the
lipid oxidation degree of a meat sample (Troy and Kerry, 20 ].0). The values found in our study
(range, 12.27 — 14.17; average, 13.23+ 1.47; nine day shelf storage period) are considered normal
and are slightly higher than the values reported by Vignola et al. (2009) who reported a range
between 11.59 — 12.10, an average, of 11.84+2.01 on a nine day shelf storage period. However our
findings are well under the values reported by Holman e al. (2015), who reported a range between
13.77 — 19.21 and an average of 16.49 + 0.60 for colour change during a 5 day meat shelf storage
period. MDA is another assay designed to determine lipid oxidation. The lower the values of
MDA/kg of analysed meat found, the lower the lipid oxidation values of meat. Vignola et al. (2019)
found 1.36 -1.69 mg of MDA/kg of meat after nine days storage period, when supplying 0.3 — 0.45
mg of Se-yeast/kg on feed concentrate to animals for 60 days before slaughter. On the other hand,
Ripoll et al. (201 l), found MDA values above 1.5 for the same storage shelf period in meat samples
coming from animals supplemented with NaSe (0.3 mg/kg of feed concentrate). When using
vitamin E and Se in the diet (500 mg of tocopherol and 0.3 mg of NaSe /kg in feed concentrate, for
33 day period) Ripoll et al. (2011) found that this formula was able to prevent oxidation to a higher
extent, finding MDA values of 0.2 mg/kg in the samples analysed. In the present study, we found
0.62, 0.70 and 0.61 mg MDA/kg of meat for the control, Se35 and Se60 treatments, respectively,
for a nine days storage period. The values of MDA found in our study seem lower than the values
found by Vignola and co-workers using an equivalent Se supplementation. These differences could
not be explained by the Se availability from the Se-yeast preparation or by the way it was supplied,
since in the present study the Se-yeast sample values were not different from the control. A likely

reason for the differences found between studies could be meat handling after slaughtering. This
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matter was not described in detail by Vignola and co-workers, and it is difficult to compare
protocols. However, samples handling standards in our study were well above the international
standards for meat care in shelf life. And that could also explain why we found no differences
among our treatments. We expected that Se would protect meat from oxidation, however, since all
our meat samples displayed little oxidation, including the control samples, it is likely that the
antioxidant effect that we could have expected from Se added to the diet, was undetectable under
the present meat handling process and therefore no differences were observed. It would be
reasonable to think that in different handling and storage conditions an effect of Se could still be
noticed, and therefore, further studies should be conducted in order to prove this hypothesis.

It is also, noteworthy that the effects of Vitamin E and NaSe provided togeiher in the diet exert a
good antioxidant effect on lipids in meat, as reported by Ripoll e al. (2011). According to these
authors, the MDA acceptable maximum value should be Img MDA/kg of sheep meat. In the
present study we observed that handling protocols can prevent l}pid oxidation and keep meat
samples well under 1mg/kg of MDA. \

The pH value is a variable that has an influence in the quality of parameters such as colour, shelf
life, flavour, microbiological stability, performance and texture (Lawrie, 2006). Meat pH, right after
slaughter, should be from 6.8 to 7.0 and after 24 hour of maturation at 4 °C, in good quality meat it
it should range between 5.5 and 5.8. These values are indicative of good animal handling before
slaughter and good meat handling during maturation and storage (Corry, 2007). When meat does
not reach a pH value around 5.5, 24 hours after slaughter, the quality is compromised. For example
at a 6.4 pH value, enzymatic activity produces a large amount of metabolic by-products, which
derive in unpleasant odour, sliminess and discolouration (Feiner, 2006). While bacterial proteolytic
enzymes operate best near neutrality, the enzymes which attack carbohydrates tend to have
optimum performance below pH 6; and organisms such as lactic acid bacteria, of which the
predominant activity is carbohydrate breakdown, have optimum development between pH 5.5 and 6
(Lawrie, 2006). Therefore when meat reaches this pH range, coliform and other meat spoiling
bacteria growth is discouraged, and meat keeps good organoleptic and sanitary conditions (Mota-
Rojas et al., 2010). In the present study we did not find differences between initial and final pH
values among treatments. We observed that pH values decreased from 7.15 at 45 min to 5.53 at 24
hours after slaughter for the three treatments. These findings agree with Vignola et al. (2009) who
did not find pH differences between treatments when providing different levels or sources of Se

supplementation on lambs’ meat quality.
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Colour (L*, a*, and b*) is a meat quality parameter that may be indicative of animals’ age and
genetics, animal production system and animal care before slaughtering. It has been observed that
animals coming from extensive systems and older animals, show less desirable values than animals
coming from intensive systems or young animals. It has also been observed that incorrect animal
handling before slaughtering can induce undesirable colour values. That is, if animals are stressed,
and are not fastened, rested or watered for 12 hours previous to slaughter, a low luminosity, dark,
both, closed to zero, and greenish meat will result, which is not well accepted by consumers (Mata-
Rojas et al.,, 2010). L* and b* are also indicatives of marbling which has been associated to genetic
background of the animals. Older animals as well as inappropriate shelf storage conditions such as
dehydration and high bacterial contamination levels are associated to dull, darker (a*) and greenish
(b*) meat. Although, it should be considered that bacterial contamination can make the meat to turn
lighter at first and duller, due to slime formation and then discoloration. (E]lis and Goodacre, 2001;
Lépez-Hernandez et al., 2013).

Optimal lightness values for sheep meat should range between 35.8 and 45.8, any values beyond
this range are considered undesirable by meat consumer associations (Ponce et al., 2013). In the
present study we found no significant differences for L* neither by treatment nor by days of shelf
life. The average value found in this study for L* was 37.57, higher than the reported by
Mariezcurrena et al. (2013), who found a L* value of 35.95 for imported meat from New Zealand,
but lower than the reported by Vignola'etval. (2009) in lambs with a value of 44.63. Differences
found in these studies could likely be due to differences in storage of the meat before meat analysis
started. Duller colours seem to be associated to the freezing process, since meat analysed by
Mariezcurrena et al. (2013) and the meat used in the present study were both frozen-thawed, while
meat used in Vignola’s study (2009) was fresh. Anyway, according to Dave and Ghaly (2011), the
L* values we report here lay within normal, consumer accepted values, which is an indicative that
factors such as genetics, animal husbandry, transportation, pre-slaughter conditions, slaughtering,

meat handling and meat shelf storage were performed with high standards in his experiment.

One of the most important qualities in purchase decision, that is associated with freshness and
quality, is the cherry-red colour (Brewer et al., 2001, Mancini and Hunt, 2005; Arbiza and Tron,
2008). A positive a* value from 0 to + 50 represents the red colour of the product. Higher values of
a* are indicative of darker-red colour (red-brown) while values close to zero are associated to red-
cherry. Red-brown colour comes from alteration of the oxidation of myoglobin, where the presence

of oxygen plays an important role to promote metmyoglobin values and therefore microorganisms’
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growth. A negative a* value from 0 to -50 indicates a greenish coloured product, where the lower
the value the greener the colour and the lower the meat quality, which is associated to oxidative
components such as peroxides and hydrogen sulfide and to bacterial growth of the Clostridium spp.,
Bacillus spp. and Pseudomonas spp, genders (Feiner, 2006; Restrepo et al., 2001). We found no
effects of treatment for a* during shelf-life. As a whole our values ranged from +9.8 to +15.3 with
an average value of 13.64 + 1.58, therefore, it is reasonable to think that myoglobin was in an

appropriate chemical state, indicating that the product had an adequate handling during shelf-life.

Another variable of outmost importance is the yellowness (*b). The values of b* point out the
position between primary colours Y/B (yellow/blue), these colours may range from blue (-60) to
yellow (+60) (Saldkova, 2012). Yellowness may reflect the amount of carotenoids stored in the fat
which in turn come from fresh pasture. Therefore, animals fed on pastures‘would normally have
higher yellow values, which could be reduced keeping the animals in grain-based diet during the
last month of fattening. High yellow values can be increased by lipid oxidation and therefore final
yellow values of meat in shelf life can be prevented with adeql;ate product handling (Djenane et al.,
2003; Zhou et al., 1993). Our results indicate that the *b values from all the samples ranged from
5.03 to 14.54 and therefore were maintained within 5cceptable lipid oxidation values, which means
that our meat was stored within acceptable standards. We did not find differences (P<0.05) due to
treatment. Results indicated that there was an effect of time on shelf life for the three treatments
within groups, and even if no differenées,were observed among groups, a tendency to a slightly
lower lipid oxidation was observed in Se65 treatment, since lower change in the b* value was found
(from 5.53 to 12.27) in this group, as compared to the lipid oxidation accumulated by Se35 and the
control group, with values starting at 5.03 and 6.48 and ending in 14.17 and 14.19, respectively.
The average value found in this work was 5.68, which is lower than the values reported by
Mariezcurrena et al. (2013) for national or imported meat (6.13 and 7.41, respectively), and Vignola
et al. (2009) who recorded a value of 6.95. It is noteworthy to point out that yellowness values are
considered best when they are closer to zero, and that the average values found in this study were
closer to zero than the values reported by others.

According to Meadus and Maclnnis (2000), the glycolytic potential is correlated to L* and b*,
which suggest that increasing glycolytic potential would promote acidity, paleness and yellowness.
Our results are in agreement with these authors, since we observed L* and b* values increasing
along shelf life up to 9 days. Maximum value of L* variable is 100, this value indicates high
luminosity which is correlated with bacterial growth and lipid oxidation through shelf life. Here we
report L* values ranging between 30 and 40 at 24 h after slaughter and after nine days of shelf life,
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respectively, which means that even if some bacterial growth and lipid oxidation (TBARS) had
occurred in meat samples, these parameters remained within a good quality standard.

In the case of b* variable values can range from -50 (blue) to +50 (yellow), and values closer to
zero are considered best. In the present study we found values ranging between 5 (24 hrs after
slaughter) and 14 (9 days of shelf life). Positive values are associated with lipid oxidation (TBARS)
during shelf life. It is considered normal to find some oxidation during meat shelf life, and the
values found in the present study can be considered with in values found in good quality meat.

We did not record the glycolytic potential in the meat samples studied throughout the experiment,
however, considering the pH, L* and b* values obtained on day nine of shelf life, a high glycolytic
potential could be inferred in all meat samples studied, which is considered normal in this storage
period (Mancini and Hunt, 2005, Meadus and Maclnnis, 2000).

These correlations seem to fall within normal values since, Psc can be found in food predominantly
during long refrigeration storage periods. A positive correlation between day and L* was also found
by Vignola et al. (2009) who reported that lightness (L*) increases during shelf life. Therefore, as
expected, we found a significant positive correlation between Psychrophiles and day of shelf
storage, i.e. the bacterial load increased over time. According to Vasut (2009) Se has a reductive
effect on Psc growth in meat samples at refrigeration temperatures. However, in our hands, Psc load
was low for all samples analysed and we could not observe differences among groups. Therefore,
we hypothesised that considering the hygienic and good storing conditions we kept the meat
samples at, prevented bacterial growth, and therefore even if Se could have had an effect on
bacterial counts, it was masked by the low bacterial counts registered. An alternative hypothesis
could be that Se dose was not adequate to have a determining influence in reducing Psc counts.

In the current research a negative correlation between day and a* was detected. This is in agreement
with observations by Vignola et al. (2009), who reported a reduction of redness (a*) over time,
probably due to water loss and oxidation of oxymyoglobin to metmyoglobin. Furthermore, meat
oxidation has also been associated to loss of water reserves from myofibrils, which increases meat

juice loss, which in turn has an effect in redness intensity (Ripoll ef al., 2011).

CONCLUSIONS

Antioxidant and antimicrobial effect of selenium on meat did not result as expected. We
hypothesised that extreme animal and meat care during the process; from animal transportation to
the slaughterhouse, animal care before slaughter and meat handling after slaughtering had a positive
impact in meat quality and meat preservation over shelf life. Therefore, the putative effects of Se in

sheep’s diet over meat quality were masked. Since other studies have demonstrated that Se has
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effects on meat quality, we suggest that further experiments including higher Se doses, should be
conducted in normal farming and slaughtering conditions in order to better observe the effects of

the use of Se under such circumstances.
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Conclusiones

7 Conclusiones

e Los valores de caida de pH, temperatura final y color de las canales de
ovinos alimentados con dietas adicionadas con selenio organico estuvieron
dentro de los parametros normales al sacrificio (5.5, 15 °C y rojo cereza,
respectivamente).

e La CRA tiende a aumentar 26.0% en los ovinos alimentados con dietas
adicionadas con 0.35 ppm de levadura enriquecida con selenio
probablemente debido a que el selenio protege las membranas celulares
del dafio oxidativo.

e La adicion de selenio no afecta pH, a* y el crecimiento de Mesofilos
Aerobios y Coliformes Fecales durante la vida de anaquel al no existir
diferencias significativas (P<0.05).

e La Luminosidad (L*) es mas estable durante la vida de anaquel en animales
alimentados con dietas adicionadas con levadura enriquecida con selenio;
la luminosidad esté relacionada con la CRA por lo que el selenio protege las
membranas reduciéndo la misma.

e El efecto antioxidante del selenio no resulté como se esperaba debido al
adecuado bienestar animal y buen manejo de la carne no se detectd
actividad de la GSH-Px.
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Sugerencias

8

Sugerencias

Llevar a cabo otros experimentos incluyendo dosis méas altas de Se,
0.45 ppm.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la levadura
enriquecida con selenio sobre bacterias patdogenas como E. coli,
Salmonella spp., y Pseudomona spp., es decir medir la cantidad minima
de la levadura para impedir el crecimiento de éstos microorganismos,
utilizando cepas de control (de referencia) para que los resultados sean
reproducibles y comparables. El antimicrobiano se incorpora discos de
papel filtro, y los microorganismos se inoculan en varias placas de agar
y sobre su superficie se colocan el papel filtro con el antimicrobiano. SE
incuban de 16-24 h y se evallGa su crecimiento, se mide el diametro de
la zona de inhibicion alrededor de cada disco y se compara con
referencias publicadas para saber si el organismo es sensible,
intermedio o resistente.

Identificar la presencia de selenoproteinas como la P y W en carne e
higado mediante métodos de inmunoensayo.

Determinar el contenido de selenio en carne e higado por

espectrofotometria de absorcion atomica.
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