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RESUMEN

Se evalué la efectividad como desinfectante del hipoclorito de sodio y del acido peracético
sobre cepas de S. Enteritidis y S. Typhimurium inoculadas en aguas de enfriamiento de
industrias avicolas, las concentraciones evaluadas fueron 20, 100 y 200 mgL™" y 80, 160 y
200 mgL”, respectivamente. Adicionalmente, se realizé un ensayo evaluando su efecto
sinérgico, el procedimiento se llevé a cabo teniendo en cuenta lo estipulado por la Norma
Técnica Colombiana 5150 con algunas modificaciones, empleando como medio de
contacto agua de enfriamiento de industrias avicolas esterilizada y previamente
caracterizada, asi mismo, se cuantifico el cloro libre residual empleando el método
yodométrico. Para el analisis de los datos se utiliz6 como herramienta estadistica ANOVA.
La adicién de acido peracético al agua inactivd maximo 0,92 + 0,07 unidades logaritmicas
(14,7%) y la adicién de hipoclorito de sodio a 20 mgL™" inactivé maximo 0,25 # 0,1
unidades logaritmicas (3,7%) de Salmonella. Por su parte, el tratamiento con 200 mgL™" de
hipoclorito de sodio resulta significativamente mas eficiente (p<0,0001) que los otros, sin
embargo, esta concentracion no se encuentra permitida por los entes competentes. La
adicién de hipoclorito de sodio a 20 mgL™ acidificado con 150 mgL™ de &acido peracético
(pH 5,6 + 0,1) logré una disminucion mayor a 5 Unidades logaritmicas equivalente al
99,99% de la poblacién transcurrido 1 min de contacto, resultado que se mantuvo hasta el
tiempo maximo evaluado, para ambos casos se demostrd6 que no existen diferencias
significativas (p=0,129). Para ésta concentracion, la cuantificacion de cloro residual mostro
al minuto 65 una reduccion del 69,1% de la concentracion inicial.

Palabras clave: Beneficio avicola, Enfriamiento por inmersion, Agua de chiller, Salmonella
spp., inactivacion.

INTRODUCCION

A lo largo del proceso de beneficio avicola se promueve la inclusion de tecnologias de
barrera, con el fin de reducir la carga microbiana inicial del ave y minimizar el riesgo
inherente al producto como fuente de contaminacion en la industria, este tipo de procesos
reduce la presencia de microorganismos asociados al sacrificio incluyendo bacterias
patdgenas como Salmonella spp. o Campylobacter jejuni, agentes relacionados a
toxiinfecciones alimentarias de alto impacto en salud publica y ampliamente asociadas a
productos avicolas (1, 2). Se calcula que en el mundo se presentan anualmente cerca de
1300 millones de casos de salmonelosis, con aproximadamente 3 millones de muertes (3);
segun reportes del centro para el control de enfermedades (CDC) unicamente en Estados
Unidos las toxiinfecciones causadas por Salmonellas no tifoideas generan al afio 1 millén
de casos, representando el 11% de las enfermedades transmitidas por alimentos (4).
Actualmente, S. Typhimurium y S. Enteritidis son las serovariedades asociadas a brotes
mas comunes en paises desarrollados (3) y segun reportes del sistema de vigilancia
epidemiologica, SIVIGILA, también son las principales cepas asociadas en Colombia (5).
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Es por esto que el control de Salmonella spp. en las plantas de beneficio avicola ocupa
actualmente un capitulo importante en los estandares de reduccién de patdégenos (6),
disminuyendo el riesgo de contaminacién con este tipo de agentes bioldgicos que puedan
estar presentes potencialmente en el alimento generando un dafio adverso a la salud.

Tras pasar por el sacrificio, escaldado, desplume, flameado, evisceraciéon y lavado, la
carcasa del ave entra en un proceso de enfriamiento o chiller, en el que se busca disminuir
la temperatura de las canales y reducir la carga bacteriana mediante la inmersion del ave
en agua potable fria en constante agitacion que recircula, en este proceso, se permite la
adicion de desinfectantes al agua, sin embargo, la concentracion debe estar controlada y
los agentes quimicos deben ser aceptados por las entidades competentes, de manera que
no afecten las caracteristicas fisico-quimicas ni organolépticas del producto final (6). Los
desinfectantes mas empleados en este proceso son: hipoclorito de sodio y clorito sodico
acidificado con acido peracético, agentes quimicos cuya efectividad puede verse afectada
por factores externos (7).

En este escenario, el presente trabajo busca evaluar la efectividad de dos de los principales
agentes quimicos empleados en el proceso de desinfeccion, estableciendo si su adicion al
agua de enfriamiento favorece o no la disminucion de la carga bacteriana, especificamente
de S. Typhimurium y S. Enteritidis en el agua de enfriamiento, evitando la contaminacion
cruzada al disminuir el riesgo microbiolégico y la generacion de mas casos de
toxiinfecciones asociadas a este tipo de agentes. El procedimiento para evaluar la
efectividad de los desinfectantes se llevd a cabo de acuerdo a la NTC 5150, aplicando las
modificaciones correspondientes al ensayo segun la cepa a emplear y sin empleo de
neutralizante (8).

1. FORMULACION DEL PROBLEMA

El proceso de beneficio consiste en la transformaciéon de un animal vivo en una canal
procesada y en sus menudencias comestibles y no comestibles, con el fin de disponerlo
para su comercializacion (6, 9), este proceso consta de varias etapas de las cuales el
enfriamiento hace parte fundamental. Segun lo establece la resolucion 4287 de 2007 para
plantas de beneficio avicola, el enfriador o chiller es un equipo empleado para bajar la
temperatura de las canales y los productos carnicos hasta maximo 4 °C en el centro de la
masa muscular, al sumergir la carcasa del ave en una tina de agitacién con agua potable
fria que recircula evitando el deterioro microbiolégico del producto (6). Este proceso
requiere de un control microbioldgico, para ello se emplean desinfectantes que aseguran la
calidad microbiolégica del tanque; dentro de los desinfectantes mas empleados se
encuentran el hipoclorito de sodio y el clorito sédico acidificado con acido peracético.

Aunque se establezcan las condiciones del sistema de enfriamiento, se hace necesario
realizar un control en el area, ya que el volumen, cambio o reposicion del agua, el caudal y
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la temperatura no se encuentran regulados por la legislacion colombiana, lo que hace que
el proceso sea ampliamente cuestionado al generar condiciones que pueden promover el
desarrollo de bacterias patdgenas como Salmonella spp o Campylobacter jejuni en el agua
de enfriamiento, favoreciendo su transmisién a otras carcasas mediante contaminacién
cruzada (10).

Pese a que en Colombia las plantas de beneficio avicola se encuentran en la obligacién de
ejecutar un estandar de cumplimiento para Salmonella spp, tal como lo establece el articulo
48 de la resolucion 4287 de 2007 (6), la presencia de éste microorganismo continda siendo
un problema, segun lo reporta el sistema SIVIGILA en donde se registran brotes asociados
al consumo de pollo (5). Se estima que el 90-95 % de casos de salmonelosis estan
asociados a consumo de alimentos contaminados, en el mundo se presentan al afio 1.300
millones de casos de este tipo de toxiinfecciones y aproximadamente 3 millones de
muertes, la tasa de hospitalizacion puede variar de 20 a 40 %, segun el serovar y la
resistencia a antibidticos (5). Teniendo en cuenta que el pollo es reconocido como el
principal reservorio de Salmonella spp., y que la carne proveniente de animales
contaminados es un vehiculo del microorganismo, se ha establecido que el consumo de
estos productos avicolas se presenta como un riesgo para la poblacion.

Ya que la presencia de Salmonella spp. en el pollo procesado puede representar un riesgo
de salud publica, surge la necesidad de analizar los métodos de desinfeccion llevados a
cabo durante el proceso de beneficio, determinando la efectividad de los mismos al
establecer si disminuyen o no el riesgo que implica el uso excesivo e inadecuado del agua.

2. JUSTIFICACION

En las plantas de beneficio avicola, el proceso de desinfeccion pretende minimizar la
contaminacién a lo largo del proceso, sin embargo, las condiciones de recirculacion a las
que se somete el agua empleada en el chiller, la hace un punto que favorece la presencia
de microorganismos patdgenos y promueve la contaminacion cruzada aumentando el
riesgo de brotes alimentarios en la poblacién consumidora de este tipo de productos.

Dentro de este panorama, en el presente trabajo, se evaluaron dos de los desinfectantes
mas empleados en la fase de chiller de la industria avicola (hipoclorito de sodio y acido
peracético) a las concentraciones aprobadas por los entes reguladores internacionales,
evaluando las condiciones para llevar a cabo un proceso de desinfeccion eficiente,
estableciendo la calidad microbiolégica del liquido sustentado en la estabilidad de la carga
bacteriana y del producto evaluado, y asi mismo, promoviendo la seguridad del producto al
disminuir el desarrollo de Salmonellas no tifoideas, especificamente S. Typhimurium y S.
Enteritidis lo cual puede minimizar el riesgo de toxiinfecciones asociadas a este tipo de
agentes.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Salmonella spp.

3.1.1 Caracteristicas generales del genero Salmonella

Los microorganismos pertenecientes a este género son bacilos Gram negativos,
anaerobios facultativos, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Su tamafno oscila
de 0,3 a1 pm x 1,0 a 6,0 um, son quimiorganototrofas y se desarrollan 6ptimamente a 37
°C, suelen ser matiles por flagelos peritricos uniformemente distribuidos, aunque pueden
existir variantes no flageladas como S. pullorum y S. gallinarum (2, 11). Poseen un
metabolismo oxidativo y fermentativo, catalizan glucosa y otros carbohidratos produciendo
acido y gas, son oxidasa negativos y catalasa positivos. Las condiciones de crecimiento de
Salmonella spp., se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de crecimiento de Salmonella spp.

Caracteristica Minima Méaxima Optima
Temperatura (°C) 532 46,96 35-42
...................... p LT 45 o5 6575
........ i ctwndaddeagua (aw) 094 0.9 059

' Esta caracteristica depende del medio de cultivo donde se inocula (2).

ZA temperaturas inferiores a 5,3 °C se ha evidenciado presencia del microorganismo, sin embargo bajo estas
condiciones no es posible su multiplicaciéon (5).

3(3,7,12)

Actualmente se conocen mas de 2600 serovares de Salmonella (13), considerando dos
especies para este género: Salmonella bongori y Salmonella entérica. Esta ultima se
subdivide en seis subespecies como se describe en la tabla 2:

Tabla 2. Clasificacion de Salmonella enterica

S. enterica subsp entérica®® (Subespecies I)

S. enterica subsp salamee (Subespecies Il)
S. enterica subsp arizoanae (Subespecies llla)
S. enterica subsp diarizoanae (Subespecies IlIb)
S. enterica subsp houtenae (Subespecies 1V)
S. enterica subsp indica (Subespecies VI)

Salmonella enterica '

Fuente: (5)

1

(3,12)
%3 Dada la complejidad de la denominacién se ha permitido designar las cepas con el nombre del serotipo, de
modo que Salmonella entérica subsp. enterica serovar Typhimurium 6 Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis seran referenciadas como Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis respectivamente
(14).
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Los diferentes serovares de Salmonella suelen infectar diversos huéspedes, excepto
Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, B y C consideradas los agentes causales de las
denominadas fiebres entéricas, patologia desencadenada por ingestion de alimentos o
agua contaminada (15). Este tipo de serovares se ha adaptado para desarrollarse
Uunicamente en el ser humano (16), por lo que en su ecologia difieren sustancialmente de
otras, consideradas variedades zoonéticas de Salmonella, muchas de las cuales se han
llegado a describir como agentes etiolégicos de salmonelosis no tifoidea.

3.1.2 Sobrevivencia e inactivacion

Salmonella se desarrolla 6ptimamente en las superficies de industrias de alimentos y su
capacidad de adaptarse a los cambios ambientales favorece su sobrevivencia (15). Puede
permanecer en refrigeracion en alimentos que contienen alto contenido de grasa (2), Asi
mismo, Salmonella es sensible al calor y muere a temperatura de 70 °C o superiores, la
temperatura mas baja a la que se ha registrado su crecimiento es de 5,3 °C, mientras que
su completa inhibicién se logra a pH inferiores a 4 (17).

3.1.3 Fuentes y transmision

En algunos casos, las Salmonellas no tifoideas, son patégenos de animales inferiores como
aves de corral, vacas, cerdos, aves, ovejas, lagartos y viboras, organismos que se han
constituido como una fuente importante de salmonelosis no tifoidea para los seres humanos
(11), sin embargo, se reporta mayoritariamente al pollo como uno de los principales
vehiculos asociados a la transmision de Salmonella no tifoidea (18, 19). Pese a que en la
industria avicola se ejerce un control sobre las aves seleccionadas para consumo humano
el riesgo es inherente al producto dado que el pollo es una de las principales fuentes de
Salmonella (20).Se han reportado como otras fuentes de infeccién, carne de cerdo, res y en
menor grado pescado; recientemente, se han descrito brotes asociados al consumo de
frutas y vegetales contaminados, nueces y alimentos secos (13, 21).

3.2 Salmonelosis

3.2.1 Generalidades

La salmonelosis se manifiesta en humanos como una gastroenteritis o enterocolitis aguda
de comienzo repentino, los sintomas aparecen de 6 a 24 h después de la ingestion del
alimento o agua contaminados. El cuadro clinico puede durar de 2 a 3 dias e incluye
cefalea, dolor abdominal, nauseas, escalofrios, fiebre, vomito y diarrea que
consecuentemente genera deshidratacion, especialmente en lactantes, nifios y ancianos
(22). La patologia no suele ser mortal, excepto en casos de pacientes inmunosuprimidos o
en los extremos de la vida; se ha reportado, que la tasa de mortalidad media es del 4,1 %,
la cual varia desde el 5,8 % para pacientes durante el primer afo de vida, al 2 % en
personas entre 1 y 50 afios, y 15 % en las de mas de 50 afos (17). Pese a las
caracteristicas favorables de la enfermedad, la morbilidad y los costos relacionados a
diagnéstico, hospitalizaciones, tratamiento y ausencia laboral a causa de este tipo de
enfermedades suelen ser elevados (4). La mayoria de personas se recuperan sin
tratamiento antibiético, ya que lo Unico que se recomienda en estos casos es el consumo
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de sales de rehidratacion oral para compensar la pérdida excesiva de agua y electrolitos
debido principalmente a la diarrea (7,21). Para casos en los que la enfermedad no se
presenta como auto limitada se implementa la dosificacion de antibiéticos (5), se suelen
formular ciprofloxacina, cotrimoxazol y amoxicilina, sin embargo, la presencia de cepas
multirresistentes hacen aun mas dificil el tratamiento (23). En las ultimas dos décadas, se
ha reportado la resistencia adquirida a antibidticos de una variante multirresistente de S.
Typhimurium denominada DT104 frente a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas, tetraciclinas y recientemente a fluoroquinonas y trimetropim, este patégeno
emergente de caracter pandémico se caracteriza por poseer resistencia mediada por
plasmidos, caracteristica que favorece su facil diseminacion y supervivencia en el
organismo hospedero (5, 11).

La dosis infecciosa de Salmonella difiere segun la cepa, el serovar, las condiciones
ambientales y la susceptibilidad del huésped, este ultimo factor incluye la edad, el estado
del sistema inmune y las condiciones del tracto digestivo. Se ha reportado que la dosis
minima infecciosa de Salmonella puede variar de 10" a 10° UFCg™, sin embargo, varios
reportes indican la posibilidad de infeccion con una dosis de 1 a 10 células, esto depende
del alimento ingerido, la cantidad, el tratamiento pre consumo y la susceptibilidad del
consumidor (3, 7).

3.2.2 Patogénesis

El microorganismo penetra en el hospedero al ser ingerido, al llegar al intestino Salmonella
se adhiere a la mucosa y activa el mecanismo de patogénesis denominado patrén secretor,
generando consecuentemente diarrea liquida o acuosa sin invasion. Al aumentar la
colonizacion se altera la flora intestinal. La interaccién con las células del epitelio intestinal
en el ileon ocurre en la lamina propia, donde generan edema, inflamaciéon aguda y cambios
celulares. Al encontrarse en la mucosa promueve la activacion del adenil ciclasa,
aumentando la produccion de fluidos (7). Las personas que padecen este tipo de
gastroenteritis presentan una recuperacion lenta a lo largo de varios meses hasta que sus
habitos intestinales retornan a la normalidad (24,25)

3.2.3 Epidemiologia

Los casos de gastroenteritis causadas por Salmonellas no tificas han aumentado; se ha
calculado que en el mundo anualmente se presentan cerca de 1300 millones de casos de
salmonelosis, con aproximadamente 3 millones de muertes, y solo en Estados Unidos se
reportan anualmente de 1 a 2 millones de casos de gastroenteritis causada por
salmonellas no tifoideas representando el 11 % de las enfermedades transmitidas por
alimentos, cerca de 19.000 casos resultan en hospitalizaciones y 400 a 500 terminan en
muerte (3, 4). En Colombia, segun datos reportados por el grupo de microbiologia del INS,
para el afio 2010, se reportd una tasa de 1,77 casos por cada 100.000 habitantes con una
incidencia de salmonelosis de 759 casos para el mismo afo (5). Sin embargo, es dificil
determinar una cifra real de casos de salmonelosis ya que la notificacion de estos es
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deficiente, y solo son reportados los grandes brotes, se ha evidenciado que en Asia, Africa
y América central y del sur solo 1 de cada 10 casos son reportados (3).

El incremento en la prevalencia de S. Enteritidis y S. Typhimurium en regiones como el
noroccidente de Europa, Estados Unidos y Reino Unido (3), es consistente con los datos
reportados en Colombia por parte del grupo de microbiologia del INS quienes reportaron
estos serovares para el periodo 2005-2008 como las cepas asociadas mayoritariamente a
brotes alimentarios en el pais, teniendo en cuenta que S. Typhimurium fue el serovar
involucrado con mayor frecuencia (18).

3.3 Consumo de pollo en Colombia

Para el ano 2011 el departamento de estudios econdmicos de la federacion nacional de
avicultores de Colombia (FENAVI) estimd el consumo per capita de pollo por habitante en
23,8 kg anuales (26). Valor que comparado con el consumo anual de paises como Estados
Unidos (43kg), Brasil (31 kg) y México (23 kg) resulta aun relativamente bajo (27).

3.4 Plantas de beneficio avicola en Colombia

En cuanto a la produccion avicola en Ameérica, Colombia ocupa el sexto lugar precedido
por Estados Unidos, Brasil, México y Canada. La industria avicola en Colombia segun
reportes del informe de gestion del 2008 publicado por el INVIMA esta compuesta por 167
plantas de beneficio de aves de corral inscritas oficialmente segun la resolucion 1877 del
2008 y 88 plantas de desprese, con capacidad de beneficio total de 1.486.440 aves (5, 28).
Segun FENAVI, para el aio 2011 la produccién de pollo fue de 1.074.987 toneladas, valor
que habia superado aproximadamente en un 21 % la produccion obtenida en el 2006 (29).

3.4 Proceso de beneficio avicola

En Colombia, los requisitos sanitarios y de inocuidad de la carne y productos carnicos
comestibles de aves de corral y las disposiciones para su beneficio se reglamentan por la
resolucion 4287 de 2007 del Ministerio de Proteccién social, Las diferentes etapas del
proceso de beneficio avicola se resumen en la figura 1.
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Figura 1. Proceso de beneficio avicola en Colombia (Fuente: propia)

Tras pasar por el sacrificio, escaldado, desplume, flameado, evisceracién y lavado, todas
las carcasas de aves evisceradas entran en un proceso denominado enfriamiento o chiller,
el cual segun las caracteristicas de la planta puede llevarse a cabo por exposicion de las
carcasas a aire frio o por inmersién de las mismas en un sistema lineal de agitacién con
agua potable con adicion de hielo, este ultimo mecanismo es empleado en las plantas de
beneficio colombianas. El enfriamiento o chiller se define en la resolucién 4287 de 2007
como “un equipo empleado para bajar la temperatura de las canales evitando su deterioro
microbiolégico” (6), este favorece la reduccion de la carga microbiana, cierra los poros de
las aves evitando la perdida de agua y segun lo reporta Galarza, hidrata y evita la oxidacién
lipidica del producto (30). Esta area debe estar separada de las demas del proceso, y debe
cumplir con determinadas caracteristicas segun lo establecido por la Resolucién 4287 de
2007, entre las que cabe resaltar el uso de agua potable, el manejo del proceso bajo
condiciones sanitarias adecuadas, el disefio de los tanques de manera tal que permitan el
recambio o reposicion permanente de agua y el tiempo de permanencia que suele ser
maximo de 60 min para obtener la temperatura maxima de 4 °C medida en el centro de la
masa muscular, garantizando la inocuidad e idoneidad del producto (6).

Con el fin de evitar y controlar la contaminacion cruzada durante y después del tratamiento
térmico, el proceso de enfriamiento se complementa mediante la adicion constante de
desinfectantes al agua, reduciendo la carga de microorganismos presentes en las carcasas,
previniendo y retrasando su crecimiento con el fin de reducirlos en nimero o destruirlos
(7). En paises latinoamericanos como Argentina, se establece que la concentracién de
cloro empleada en el chiller sea de 18 a 25 mgL™" con 30 min maximo de permanencia de la
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carcasa del ave en el agua, ademas se sefiala que para la renovacion del agua por cada
ave de 2,5 a 5 kg deben ser empleados 1,5 L (31).

3.5 Desinfectantes

Los desinfectantes son sustancias quimicas capaces de eliminar, minimizar o inhibir el
desarrollo microbiano, disminuyen el nimero de microorganismos vivos, de forma que los
qgue sobrevivan no influyan en la calidad microbiolégica del producto que pueda entrar en
contacto con las superficies o medios liquidos (32). Para que la accion de un desinfectante
sea considerada eficaz se debe desarrollar en un breve periodo de tiempo y su accion
debe ser bactericida (33). Ademas, es importante tener en cuenta los factores que pueden
afectar la efectividad del proceso como pH, la carga de materia organica, luz, temperatura,
las caracteristicas del agua a tratar, entre otros (34).

El hipoclorito de sodio y el clorito sédico acidificado con acido peracético (ASC) son dos de
los principales desinfectantes empleados por la industria avicola en aguas de enfriamiento,
el segundo de ellos consta de una mezcla de clorito soédico en concentraciones de 50-150
mgL™ y la adicién de un &cido cuyas caracteristicas permiten reconocerlo como “general
recognized as safe” (GRAS), obteniendo un pH final aproximado de 2,8-3,2 (7). El uso de
estos dos desinfectantes esta indicado en la NTC 5480 y la FAO aceptd su implementacion
en industrias alimenticias (10, 35), sin embargo, ambos difieren en gran medida en su
mecanismo de accion, las caracteristicas de los dos desinfectantes se describen en el
anexo 1. Estos agentes favorecen la disminucién de la carga microbiana presente en las
superficies de equipos y en procesos que incluyen agua.

Segun lo indica la agencia de alimentos y medicamentos del gobierno de Estados Unidos
(FDA), la adicién de acido peracético no debe exceder las 220 mgL™" en el proceso chiller y
los compuestos clorados no deben superar las 20-50 mgL™ en el mismo proceso, se ha
demostrado que el uso de acido peracético en concentraciones de 85 mgL™" reduce en un
92 % el desarrollo de Salmonella en etapa chiller (5, 36).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la efectividad como desinfectante del hipoclorito de sodio y del acido
peracético sobre cepas de Salmonella spp., inoculadas en aguas de enfriamiento de
industrias avicolas.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar la efectividad desinfectante del hipoclorito de sodio (20, 100 y 200 mgL™)
adicionado al agua de enfriamiento, sobre S. Enteritidis y S. Typhimurium.
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Determinar la efectividad desinfectante del acido peracético (80, 160 y200 mgL™)
adicionado al agua de enfriamiento, sobre S. Enteritidis y S. Typhimurium.

Establecer el posible efecto sinérgico del acido peracético y el hipoclorito de sodio
sobre cepas inoculadas de S. Enteritidis y S. Typhimurium en agua de fase de chiller.

5. HIPOTESIS

Las concentraciones de los desinfectantes utilizados actualmente en el proceso de chiller
son suficientes para inactivar al menos 5 unidades logaritmicas de Salmonella spp. en 65
min.

6. MATERIALES Y METODOS

Se emplearon dos desinfectantes, acido peracético e hipoclorito de sodio en
concentraciones de 80, 160 y 200 mgL™, y 20, 100 y 200 mgL™" respectivamente. El
producto fue evaluado y sometido a prueba basado en las concentraciones de uso comun
en la industria, de igual manera se tuvieron en cuenta valores superiores e inferiores al
mismo. Las variables de estudio se describen en el anexo 2.

6.1 Manejo de cepas de referencia

6.1.1 Preservacion y reactivacion de las cepas:

Origen de la cepa: S. Typhimurium ATCC 13176 y S. Enteritidis ATCC 13076 fueron
proporcionadas por el laboratorio de microbiologia de alimentos de la Pontificia Universidad
Javeriana. La reactivacién de los microorganismos se realizd empleando agar infusion
cerebro corazén (BHI) (Scharlau®), las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C,
posteriormente se realizd coloracion de Gram para observar la morfologia de los
microorganismos.

Conservacioén de la cepa: Con el fin de garantizar la viabilidad y facilitar el manejo de los
microorganismos, se realizd un banco de cepas de trabajo siguiendo la metodologia
descrita por Meza y colaboradores (37), realizando los correspondientes controles de
calidad.

Los parametros cinéticos como velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion vy
produccion de biomasa de las cepas se obtuvieron del estudio realizado por Hernandez en
el 2012 (38).
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6.2 Descripcion y caracterizacion del agua objeto de estudio

6.2.1 Descripcion del agua

El agua recolectada correspondia a la fase de enfriamiento por inmersion (Ver anexo 3).
Las muestras fueron tomadas de una planta de beneficio avicola ubicada en la ciudad de
Bogota, en esta industria se realiza el sacrificio aproximadamente de 80 mil pollos/dia. El
tipo de agua empleada en este tipo de procesos es agua potable que recircula hasta que se
determine necesario su recambio.

6.2.2 Caracterizacion del agua:
Se realizd la caracterizacion fisico-quimica y microbiolégica del agua de enfriamiento,
previa a esterilizacion, los analisis realizados se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Pruebas fisico- quimicas y microbiolégicas

PARAMETRO METODO Y REFERENCIA
pH (Unidades) Potenciométrico (Potencidometro Schott ® calibrado)
DQO (mgl") Reflujo cerrado, Recomendado por SM 5222, APHA 2005.(39)
DBOs ‘Conductivimetro, Recomendado por SM 52108, APHA 2005 (40)
Ausencia/Presencia 100 mL Salmonella APHA 2004 '
Recuento de E. coli y coliformes totales APHA,2004 (41)
oo sadmatbios e g e
Gy Aes | ﬁar't"i'éiéﬁfi'nfr'é}rojg SM 5520 (APHA 2665)'"'(42) .......................

6.3 Seleccion y evaluacion de tiempos de contacto y concentraciones de
desinfectantes

El tiempo maximo de contacto y la concentracién del inéculo empleado fueron condiciones
establecidas previamente las cuales estan basadas en un diseio Plackett Burman realizado
por Hernandez en el 2012 (38). El tiempo maximo de contacto fue de 65 min y la
concentracion del inéculo fue de 10° UFCmL™.

Se llevd a cabo una prueba inicial, en la que se analizé la capacidad bactericida de los dos
desinfectantes a emplear bajo condiciones experimentales definidas, esto basado en la
norma técnica colombiana NTC-5150 aplicando las modificaciones correspondientes al
ensayo segun la cepa a emplear y sin empleo de neutralizante.

6.4 Cuantificacion de cloro

Adicionalmente, se realizé la cuantificacién de cloro residual siguiendo las especificaciones
descritas por la asociacién americana de salud publica en los métodos normalizados para
el analisis de aguas potables y residuales, para el método Yodométrico | (43), el
procedimiento se describe en el anexo 4. Para esto se realizd una suspensién de
hipoclorito de sodio a concentracion de 20 y 50 mgL™ y se adicioné a la suspensién un
inéculo del microorganismo a la concentracion previamente seleccionada. La cuantificacion
se llevd a cabo con el fin de comparar la concentracion inicial frente a la evidenciada
transcurridos 65 min de contacto. Para llevar a cabo este procedimiento se eliminaron todas
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las sustancias interferentes presentes en la suspension y se tomé como blanco agua de
chiller sin adicién de hipoclorito. El resultado de cloro residual total disponible en la muestra
de agua se informa en mg de Cl,L™, segun la ecuacion 1.

A £+ B) X N x 35450
mg Cl como ClZ/Lz( £5)

mL muestra
(1]

Dénde:

A= Titulacién en mL para la muestra,
B= Titulacion en mL para el blanco, y
N= Normalidad de Na;SsO3

6.5 Determinacién de la actividad bactericida del hipoclorito de sodio y el acido
peracético sobre cepas de Salmonella spp.

Se realizaron los diferentes tratamientos evaluando las concentraciones seleccionadas de
ambos desinfectantes empleando el método de contacto, el efecto antimicrobiano fue
informado sobre Logq UFCmL™.

6.5.1 Preparacion del in6culo

Para preparar el cultivo inicial de trabajo se reactivd un vial proveniente del banco de
trabajo en caldo BHI, el microorganismo fue aislado en agar Infusién cerebro corazén (BHI)
incubado a 37 £ 1 °C por 12-14 h. Las suspensiones de los microorganismos se realizaron
en agua peptonada, la concentracién celular fue ajustada a un valor de 10" UFCmL
mediante la medicion de densidad optica. Para evaluar la viabilidad se realizd recuento
celular, sembrando en superficie y por triplicado en agar BHI empleando la técnica de gotas
en superficie, las placas se incubaron a 37 £ 1°C durante 18 h, el recuento se reportd en
UFCmL™" (44, 45).

6.5.2 Curvas cinéticas de inactivacion

Las curvas cinéticas de inactivacion fueron llevadas a cabo en erlenmeyer con 18mL de
agua de chiller a temperatura de refrigeracion previamente esterilizada, a esta agua le
fueron adicionados 2 mL de inéculo microbiano seleccionado a concentracién aproximada
de 10" UFCmL™ con el fin de obtener una dilucién 1:9 y una suspensién con concentracion
inicial de 10° UFCmL™" en la mezcla del ensayo. Al agua de chiller se adiciond el
desinfectante diluido segun la concentracion a analizar, el céalculo se realiz6 empleando
ecuaciones de volumetria, obteniendo una concentracion final de 80, 160, 200 mgL'1 y 20,
100 y 200 mgL™" de acido peracético y de hipoclorito de sodio, respectivamente, en el agua
de chiller (Ver Anexo 5). La suspension se mantuvo durante los 65 min del ensayo en
agitacion a 120 rpma 10 £ 5 °C.

La curva de inactivacion se llevé a cabo por 65 min con muestreos en 0, 1, 3, 5,10, 15, 25,
35, 45, 55, 65 min. Las pruebas fueron realizadas por triplicado. Para cada tiempo se tomo
1 mL y se prepararon diluciones seriadas en base 10, las placas fueron incubadas a 371
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°C durante 18 h. Finalizado el tiempo de incubacioén, se procedié a realizar el recuento y se
estimo la poblacion sobreviviente. Las curvas de inactivacion se graficaron en el programa
Origin 8.6 ®.

6.6 Determinacién de las constantes de inactivacion

Con los datos obtenidos se calcularon las constantes cinéticas de inactivacién para ambos
desinfectantes. Los datos fueron ajustados con una regresion lineal empleando diferentes
modelos matematicos, se aplicaron las ecuaciones 2, 3 y 4 que corresponden a las leyes
cinéticas de Pseudo orden cero, Pseudo primer orden y Pseudo segundo orden,
respectivamente (46).

[UFCmL™Y] = —kt

[2]
[UFCmL™],
n UFemiT, = Kt
3]
e~ kt + TUFCmET,
[4]

Para decidir que el modelo describe la curva de inactivacién de la poblacidn se tuvieron en
cuenta los coeficientes de regresion (R?) correspondientes a cada modelo de linealizacion.

6.7 Analisis estadistico

Los resultados de la actividad microbicida de los productos evaluados sobre S.
Typhimurium ATCC 13176 y S. Enteritidis ATCC 13076, fueron evaluados comprobando
inicialmente los supuestos de normalidad empleando el test de Shapiro.Wilk (p > 0,05) en el
programa estadistico IBM SPSS® Statistics version 20. Una vez confirmada la distribucién
normal de los datos obtenidos se realizd un analisis de comparacion de medias (ANOVA)
empleando Microsoft Excel Analyse - statistical test for ANOVA. La diferencia estadistica se
determin6 como p < 0,05.

7. RESULTADOS
7.1 Caracterizacién del agua de enfriamiento

7.1.1 Determinacién de parametros fisico-quimicos y microbiolégicos
Los resultados obtenidos para el analisis fisico-quimico y microbiolégico del agua de
enfriamiento se reportan en la tabla 4.
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Tabla 4. Analisis fisico quimicos y microbiolégicos. Para el agua de enfriamiento

Parametro Unidades Resultado Res. 2115 de 2007. Dec. 3930 del
MAVDT (47) 2010. MAVDT (48)
pH Unidades 6,9 6,5-9,0 NA
DQO mgL"’! 1400 NA 600
DBOs mgL"’ 924 NA 50
Ausencia/Presencia Ausencia / presencia Ausencia NA NA
Salmone”a 100 mL .........................................
Recuento de E. coliy UFCmL"! 1 0 UFC/100 mL NA
coliformes totales
Solidos sedimentables mLL"-h" 0,4 NA 2
Grasas y Aceites mgL'1 1050 NA 100

7.2 Cuantificacion de cloro residual
Se realizé la cuantificacion de cloro residual empleando agua de chiller como diluyente, el
analisis se llevo a cabo después de 65 min segun lo descrito previamente. Se realizaron las
diluciones estableciendo una concentracion teérica inicial de 20 y 50 mgL™ de hipoclorito de
sodio en solucion, realizando cuantificaciéon al minuto 1 y al 65. Para el ensayo con adicion
de 20 mgL™" de cloro total en el tiempo cero, se obtuvo que transcurridos 65 min de
permanencia en el medio de contacto 6,18 mgL'1 de cloro residual libre, evidenciando una
reduccion del 69 % con respecto a la concentracion inicial adicionada. Por otro lado, en el
segundo ensayo con una concentracién inicial de cloro total de 50 mgL™" se obtuvo una
reduccion de 75 %, transcurridos 65 min, con una concentracion final de cloro residual libre
de 12,20 mgL'1, Los resultados se muestran en la figura 5.
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Figura 2. Cuantificacion de Cloro residual en agua de enfriamiento como Cl, L™
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7.3 Curvas cinéticas de inactivacion

La figura 2 muestra las curvas cineticas de inactivacion para S. Typhimurium y S. Enteritidis
empleando como agente desinfectante acido peracético (CH3;COOOH). La cinética de
inactivacion para S. Typhimurium muestra una disminuciéon de 0,28 + 0,05, 0,88 + 0,1 y
0,31 = 0,08 unidades logaritmicas para 80, 160 y 200 mgL'1 de acido peracético
respectivamente, evidenciando una inactivacion maxima de 14 % y minima de 4,1 %. Por
otro lado, los resultados obtenidos para S. Enteritidis en el mismo ensayo evidenciaron una
disminucion de 0,92 + 0,07, 0,70 £ 0,1y 0,85+ 0,1 unidades logaritmicas para 80, 160 y
200 mgL™ de acido peracético respectivamente, evidenciando un porcentaje maximo de
inactivacion del 14,7 % y minimo del 11.1 % transcurridos 65 min. El analisis estadistico no
mostré diferencias significativas (p=0,416) entre los resultados del tratamiento con acido
peracético.
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Figura 3. Curvas cinéticas de inactivacion para S. Enteritidis y S. Typhimurium con acido
peracético a concentracion de 80, 160 y 200 mgL™ en agua de enfriamiento a 10 + 5 °C

En la figura 3 se observan las curvas de inactivacion para los dos microorganismos
evaluados empleando como desinfectante de prueba hipoclorito de sodio (NaOCI). En este
caso, se observo que para ambas cepas se presentaron diferencias significativas (p<0,001)
en el ensayo con 20 mgL™” del desinfectante demostrando mayor efectividad frente a S.
Typhimurium obteniendo una disminucion de 0,25 £ 0,1 y de 0,04 para S. Typhimurium
transcurridos 65 min, sin embargo, no se obtuvo una reduccion considerable de las
unidades logaritmicas. Por otro lado, para las concentraciones evaluadas superiores (100 y
200 mgL™") se observé un porcentaje de inactivacién del 99,99 % para todos los ensayos al
minuto 5. En los ensayos realizados con S. Typhimurium se obtuvo una disminucién de
4,91 + 0,04 y de 5 + 0,02 unidades logaritmicas para los experimentos con 100 y 200 mgL™
de hipoclorito de sodio respectivamente, para los mismos ensayos con S. Enteritidis se
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obtuvo una disminucion de 5,1 £ 0,07 y de 5,2 + 0,05 unidades logaritmicas a las
concentraciones descritas previamente. Los resultados que evidencian que cuando se usa
la mayor concentracién de hipoclorito de sodio 200 mgL™ (p<0,0001) se presenta una
mayor inactivacion del microorganismo inoculado para ambos casos.

10 10
Salmonella Enteritidis 1 Salmonelia Typhimu rium

—m— NaOCI 20 ppe -m- NaCCI20 ppen
- NaOCI 100 ppm 1 —@- N=OCI1 100 ppm
—#— NaOCI 200 ppm 84 - - NaOCI 200 ppm

-
1

1#-a - —i " n

.E_..,E__.lr A »

(1]
L

Recuento de colonlas (Log ,, UFG/mL)
v
Recuento de colonias (Log,,UFC/mL)
on
1

oo

LI L L B L B LA L B L A L B L L L L L L O
0 5 10152025303540455035560 6570 0 5 10152025 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 4. Curvas cinéticas de inactivacién para S. Enteritidis y S. Typhimurium con
hipoclorito de sodio a concentracion de 20, 100 y 200 mgL™" en agua de enfriamiento a 10 +
5°C

Por otro lado, para el ensayo realizado con 20 mgL'1 de hipoclorito de sodio, con adicion de
acido peracético como agente acidificante de la suspension de ensayo (pH 5,6 £ 0,1), se
evidencié una disminucion del 99,99% de la poblacion, correspondiente a 5,12 £ 0,02 vy
5,22 + 0,01 unidades logaritmicas transcurrido 1 min de contacto para los ensayos con S.
Enteritidis y S. Typhimurium respectivamente. Este resultado se mantuvo hasta el tiempo
maximo evaluado (Figura 4). Al realizar la comparacion del tratamiento frente a las dos
cepas evaluadas se observd que no evidencian diferencias significativas (p=0,129), de
manera que el tratamiento de hipoclorito de sodio a concentracion de 20 mgL™", acidificado
con acido peracetico a pH 5,6 = 0,1 resulta igual de efectivo para la inactivacion de S.
Enteritidis y S. Typhimurium.
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Figura 5. Curva cinética de inactivacion para S. Enteritidis y S. Typhimurium con

hipoclorito de sodio acidificado con acido peracético a concentracion de 20 mgL™" y pH
aprox. 5,6 en agua de enfriamientoa 10+ 5 °C

Por otro lado, los resultados obtenidos para las constantes de inactivacion para cada
experimento se muestran en la tabla 5. En el caso de S. Enteritidis y S. Typhimurium
expuestas al tratamiento con hipoclorito de sodio a 20 mgL™ los modelos no aplicaron
debido a que presentan una correlacién (R?) demasiado baja. Por su parte, para S.
Enteritidis y S. Typhimurium expuestas al tratamiento con hipoclorito de sodio a 100 y 200
mgL™" no se muestran constantes ni coeficiente de regresiéon ya que se logré una
inactivacion que corresponde al valor del limite de sensibilidad de la técnica de medicion y
por tanto los modelos no aplican.

Tabla 5. Constantes cinéticas y coeficiente de regresion para la inactivacion de S.
Enteritidis y S. Typhimurium.

Pseudo primer Pseudo segundo
Pseudo orden cero orden orden
Tratamiento N k
K LrJnFlr?T; Ll R - ikn'l) R2 | (mLUFC R?
'min™)
S. Enteritidis fn‘;fﬂperace“w 80 11916 | 0867 | 00266 |09653| 6,63x10° | 0,975
S. Enteritidis Anf;dl_o_ ferac‘éﬁ“’ 160 | 39014 | 0822 | 00381 |09206| 596x10° | 0,980
S. Enteritidis Anc]édf_ feracet'm 200 16347 | 0,921 0,0204 |09684| 2.90x10® | 0,961
. . . 4 -9

S. TyphlmurlummAgclilﬂo peracético 80 47183 0,906 0,0084 | 09309 1,40X10 0,949
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. . Ao Lqt -8
S. Typhimurium Acido peracético 8698 0,950 0,0230 0,8380 2,31X10 0,819
160 mgL-1
. . N 1t -8
S. Typhimurium Acido peracético 11005 0,725 0,00690 |0.6458 1,41X10 0.864
200 mgL-1
8. DISCUSION

Dado que en el articulo 12 de la resolucion 4287 de 2007 se establece que “Para su
funcionamiento, las plantas de beneficio deben garantizar el suministro de agua potable”
(6), los parametros que describen las caracteristicas del agua objeto de estudio como pH y
Recuento de E. coli y coliformes totales, se comparan con lo estipulado en la Resolucion
2115 de 2007 donde se sefalan las caracteristicas de calidad del agua para consumo
humano (47). Sin embargo, debido a las condiciones a las que se somete el agua como la
recirculacion durante largos periodos de tiempo y la constante exposicién al producto,
parametros como DQO, DBOs, grasas y aceites y sélidos sedimentables se comparan con
lo establecido por el decreto 3930 de 2010 donde se sefalan las normas y valores limite
maximos permisibles de vertimientos de generadores industriales a alcantarillado publico y
cuerpos de agua superficiales (48).

Con base en lo sefialado previamente, se establece que el valor de pH obtenido en el agua
de enfriamiento analizada fue de 6,9, lo que indica que se encuentra dentro del rango
permitido (47).

El recuento de E. coli y coliformes totales es un parametro microbioldgico a evaluar para
considerar la calidad del agua para consumo humano (49), en el andlisis se obtuvo un
recuento ' 1 UFCmL™" teniendo en cuenta la sensibilidad de la técnica empleada,
cumpliendo con lo estipulado por la resolucion de aguas potables (47) (ver tabla 4).

Otro parametro microbiolégico evaluado fue la determinacion de ausencia/presencia de
Salmonella, pese a que este parametro no se especifica entre los indicadores, se realiz6
dados los fines practicos del estudio, teniendo en cuenta la presencia potencial del
microorganismo en algunas de las carcasas de aves sumergidas en el agua. Se ha
reportado que la prevalencia de Salmonella en el producto puede aumentar después de ser
sometido al enfriamiento, debido a la contaminacién cruzada promovida por el contacto
excesivo entre las carcasas durante su inmersion, situacion que implica presencia del
microorganismo en el medio liquido (50). De igual manera, cabe resaltar que en el articulo
48 de la resolucidon 4287 de 2007 se establecen los estandares de cumplimiento para
Salmonella como analisis fundamental para el correcto e higiénico funcionamiento de la
planta de beneficio (6), pese a que este estandar se establece Unicamente para el pollo
como producto, el anadlisis de Salmonella en el agua de enfriamiento y la evidencia
experimental de su ausencia como en el caso evaluado, disminuye el riesgo de
contaminacién cruzada que implica el proceso.
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Para los dos parametros microbiolégicos evaluados se obtuvo un resultado satisfactorio con
respecto a lo esperado, esto puede deberse a que procesos térmicos previos como el
escaldado y el desplume al igual que el enfriamiento reducen la carga microbiana del
producto, minimizando la oportunidad de contaminacion cruzada en la planta (51)

Adicionalmente, se determindé la demanda quimica de oxigeno (DQO) y la demanda
bioquimica de oxigeno (DBOs), obteniendo valores que exceden lo indicado en la
resolucion por encima de 800 mgL™ y 874 mgL™, respectivamente, la alta carga de materia
organica se debe principalmente a las caracteristicas del proceso ya que al tanque pueden
ingresar hasta 80 mil pollos/dia, ademas el agua no se somete a un constante recambio.
Debido a esto, se recomienda regular este tipo de condiciones ya que una alta
concentracion de materia organica en el medio puede llegar a afectar la eficiencia de los
procesos de desinfeccion (10).

Para el valor de sélidos sedimentables, se obtuvo que cumple con lo estipulado en el
decreto 3930 de 2010 (Ver tabla 4), con respecto al valor de grasas y aceites, éste resulto
950 mgL™" por encima del limite maximo permitido, el resultado se relaciona con la
composicion nutricional de la carne de ave, ya que segun la tabla de composicion de
alimentos el 10,2 % del peso de la carne de ave total corresponde a lipidos (52, 53), cabe
resaltar que una alta concentracion de grasas y aceites como la obtenida en la muestra
analizada puede llegar a reducir la eficiencia de los tratamientos a los que sean sometidas
las aguas residuales, ademas de generar peliculas en la superficie del liquido y generar
depdsitos que resultan contraproducentes para el medio (42).

En cuanto a la evaluacién del acido peracético, es importante mencionar que no es factible
hacer comparaciones con literatura frente al estudio realizado, ya que la mayoria de
reportes evaluan la eficacia del producto sobre carcasas inoculadas artificialmente,
expuestas a tanques con agua y adicion del agente quimico (36, 55, 56), sin embargo, se
tuvieron en cuenta las concentraciones reportadas para realizar el analisis, basado en el
hecho que no afectaran las caracteristicas del producto final. De esta manera,
Bauermeister y colaboradores reportan que la adicion de acido peracético al agua de
enfriamiento reduce la presencia de Salmonella en carcasas inoculadas en un 92 %, y que
el efecto del desinfectante mejora considerablemente al aumentar la concentracion,
mostrando una respuesta eficiente a 100 y 200 mgL™, valores ante los que no se
evidencian efectos secundarios sobre caracteristicas organolépticas de las carcasas (36).

Con respecto a los resultados obtenidos en las constantes de inactivacion, se puede
observar que los modelos que mejor describen la inactivacion de S. Enteritidis y S.
Typhimurium son los de pseudo primer y segundo orden. Se obtuvo que el mejor resultado,
sin incluir los ensayos con hipoclorito, fue para el tratamiento con acido peracético a una
concentraciéon de 160 mgL™ (ver tabla 5), sin embargo, pese a que para esta concentracion
se evidencia mayor velocidad de muerte con respecto a los otros tratamientos, no cumple
con la inactivacion minima requerida para asegurar la eficacia del desinfectante, siendo
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ésta mayor a 5 unidades logaritmicas (8). En un estudio realizado por Hernandez se reporta
una constante de inactivacion de 0,479 min” y 0,364 min ' (modelo de pseudo primer
orden) para S. Enteritidis y S. Typhimurium respectivamente empleando para su
inactivacion procesos de oxidacion avanzada (POA), el resultado se obtuvo para
fotocatalisis con CuO/TiO, sobre agua de chiller inoculada bajo condiciones similares (38),
estos resultados demuestran que los tratamientos evaluados no generan un efecto
considerable al ser comparados con procesos de oxidacion avanzada, contrario a lo que si
ocurre con los experimentos que demuestran el efecto sinérgico de los dos desinfectantes.
Sin embargo, para estos casos no es posible comparar los resultados de las constantes
debido a que se logré inactivar el microorganismo hasta el valor del limite de sensibilidad
de la técnica transcurrido el primer minuto, mientras que los POA demuestran inactivacion
del 99,9% de la carga celular transcurridos aproximadamente 35 min de exposicion (38).

Es probable que el efecto desinfectante del acido peracético se haya visto afectado por las
caracteristicas del agua de chiller ya que, tanto la materia organica como las grasas y
aceites son compuestos de naturaleza reductora, de manera que la presencia de altas
concentraciones de estos agentes en el agua (ver tabla 4) promueven el consumo del
oxigeno contenido en el medio, generando procesos de lipoperoxidacion de acidos grasos y
oxidacion de la materia organica (57), factores que alteran el efecto desinfectante de los
agentes quimicos cuyo efecto se en la alteracion de estructuras basicas celulares mediante
mecanismos de oxidacion.

Por otro lado, en cuanto a la evaluacion de la efectividad de los compuestos clorados se
han descrito varios estudios en los que se menciona el efecto potencial de los mismos para
prevenir la contaminacion cruzada por microorganismos como E. coli, Campylobacter jejuni,
Listeria spp. y Salmonella spp. en soluciones acuosas (58-61), el efecto 6ptimo de este tipo
de agentes quimicos en el proceso de enfriamiento por inmersién se obtiene manteniendo
un balance entre la cantidad de carcasas, el agua empleada, la concentracion de cloro total
inicial y la de cloro libre final que ejerza efecto desinfectante (60).

A temperatura entre 0 y 25°C los compuestos clorados en suspensién reaccionan al
disociarse en ion hipoclorito, cloro libre y acido hipocloroso; dependiendo de la temperatura
y del pH las especies de cloro se distribuyen en el medio, generalmente, el acido
hipocloroso suele ser la forma reactiva mayoritaria y su presencia aumenta si el pH del
medio disminuye, la interaccion de este ultimo subproducto con compuestos organicos
libera cloro al combinarse con el grupo amino de los aminoacidos, generando hidrolisis,
degradacion de las proteinas y una consecuente desestabilizacion de las estructuras
basicas celulares (43), en el transcurso de esta reacciéon se genera el denominado cloro
combinado, formado principalmente por mono, di y tri cloraminas (NH,CI, NHCI, y NCI3),
estos compuestos son ampliamente reconocidos como toxicos y mutagénicos para el ser
humano y en contraste con el cloro libre no ejercen accién desinfectante (62).
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Para los dos casos evaluados (20 y 50 mgL™") se obtuvo que transcurridos 65 min la
presencia de cloro libre residual que continuaba ejerciendo la accion desinfectante era de
6,18 mgL"y 12,2 mgL™" respectivamente (Ver figura 2), concentracién que segun lo descrito
por Fabrizio y colaboradores era suficiente para inactivar Salmonella, tal como lo reporté en
su estudio donde la concentracion final de cloro libre residual de 1 mgL™ mantuvo el efecto
frente al microorganismo (59). Sin embargo, para el ensayo en el que se evalud la
efectividad del hipoclorito a 20 mgL™ no se evidencié una reduccién significativa, indicando
que, tanto la concentracion como las condiciones no eran suficientes ni adecuadas para
considerar el desinfectante como eficiente, al no reducir al menos 5 unidades logaritmicas
antes de 60 min, como lo describe la NTC 5150 (8) (Ver figura 4). El resultado obtenido
coincide con lo reportado por Rusell y colaboradores quienes reportan que tras 10 min de
exposicion a hipoclorito de sodio, para Salmonella, E.coli y coliformes, se obtiene una
inactivacion maxima de 1,2 unidades logaritmicas (61, 63). Adicionalmente, Fabrizio y
colaboradores demostraron que la adicion de hipoclorito de sodio a 20 mgL™ en agua
destilada resulta ineficaz en la inactivacion de S. Typhimurium en el proceso de
enfriamiento por inmersion transcurridos 45 min (59).

Cabe resaltar, que la cuantificacion de cloro libre residual se llevé a cabo Unicamente en el
medio con adicion de hipoclorito sin acido, ya que este ultimo compuesto genera
interferencias en la técnica. Es probable que la disminucion de la efectividad del
desinfectante a la concentracion evaluada se encuentre relacionada con el pH del medio,
ya que, al no acidificarse se disminuye la proporcién de acido hipocloroso y la reaccién de
este con las estructuras celulares no es la suficiente para desestabilizar la carga celular que
contiene el agua (43, 62), ademas, la presencia de una alta carga organica, en conjunto
con una concentracion limitada del agente quimico, se considera como otros de los factores
que pueden llegar a reducir el efecto antimicrobiano (54).

Por otro lado, con el fin de evaluar la accién desinfectante del hipoclorito a altas
concentraciones, se obtuvo que en los experimentos realizados con 200 mgL™" de
hipoclorito de sodio se evidencié una reduccién significativa (p<0,0001), con un porcentaje
de inactivacion del 99,9 % para ambas cepas (ver figura 4), sin embargo, pese a la
efectividad demostrada por este proceso no es posible implementar su uso, dado que no
cumple con lo especificado por los entes reguladores internacionales, con respecto a la
concentracion maxima permitida de cloro total adicionado para el agua de enfriamiento
calculada en 20 a 50 mgL™" (64), ademas de generar efectos potencialmente adversos a las
caracteristicas organolépticas de las carcasas (65). Este resultado coincide con lo
reportado por Moretro y colaboradores, quienes reportan en su revision una reduccion >5
unidades logaritmicas (99,9%) de Salmonella a altas concentraciones del desinfectante
(300- 500 mgL™) en tiempos tan cortos como 1 a 10 min (54, 66).

Debido a que el desinfectante clorado evidencié Unicamente efectividad significativa a
concentraciones muy superiores, se propuso hacer un experimento empleando hipoclorito
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de sodio (20 mgL™") como compuesto clorado de base, acidificado con acido peracético
como un aditivo alimenticio directo secundario (67). El experimento se llevd a cabo,
teniendo en cuenta que el pH fue un factor que afectd la efectividad del desinfectante,
ademas que varios reportes indican que para la inactivacion de coliformes, E. coli,
Salmonella spp. y Campylobacter jejuni en aguas de enfriamiento se suele emplear clorito
sédico acidificado (ASC) (55, 58, 61, 68, 69), un compuesto que consta de una mezcla de
clorito sédico (25%) y un acido (50%) aprobado por la FAO con caracteristicas que
permiten conocerlo como GRAS (10, 64). Se ha reportado que su uso en carcasas reduce
la prevalencia de Salmonella spp. del 90 % inicial a un 10 % en la fase final (58). Sin
embargo, la concentracion de clorito sédico empleada para que este compuesto resulte
eficiente debe ser de 50-150 mgL™" superando casi en 100 mgL™ la concentracién maxima
permitida (7).

El resultado obtenido para el ensayo sinérgico en donde se evidencia una reduccion > 5
Unidades logaritmicas (99,9%) de la poblacion celular transcurrido 1 min de contacto (ver
figura 5), demuestra que el pH es un factor determinante en el proceso de desinfeccion con
compuestos clorados empleados en solucién, y que las concentraciones empleadas de los
agentes quimicos no deben ser superiores a lo especificado por los entes reguladores
internacionales para resultar efectivos. Adicionalmente, el uso del acido peracético como
aditivo acidificante ofrece la ventaja de no afectarse por la carga organica (54, 70), ser
econdémico, actuar rapidamente y generar subproductos de baja toxicidad que consisten
basicamente en acidos carboxilicos, peroxido de hidrégeno y oxigeno (54, 70, 71).

Sin embargo, cabe resaltar que actualmente en Colombia no existe reglamento en el cual
se especifique la concentracion de desinfectantes a emplear ni donde se senale
residualidad de los mismos, igualmente no se especifica el recambio de agua para la fase
de chiller como si ocurre en paises Latinoamericanos como Argentina, donde se establece
el volumen de agua a adicionar segun el peso de la carcasa, la temperatura de ingreso y
egreso del producto y del agua y el caudal del tanque (72), sefialando asi un vacio en la
legislacion colombiana que permite a la industria avicola el empleo indiscriminado de
desinfectantes y el manejo inadecuado y no controlado del proceso de enfriamiento por
inmersion.

8. CONCLUSIONES

e Las tres concentraciones de acido peracético evaluadas (80, 160 y200 mgL™) no
resultan efectivas para inactivar mas de 5 unidades logaritmicas de las cepas
evaluadas. Por su parte, con concentraciones de 100 y 200 mgL™ de hipoclorito de
sodio se logra la inactivacion del 99,9 % de la poblacién de S. Typhimurium y S.
Enteritidis, sin embargo estas concentraciones no son permitidas por los entes
reguladores.
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e El ensayo con adicién de 20 mgL™" de cloro total demostré una disminucién del 69 %
de cloro residual libre transcurridos 65 min de permanecia mientras que el ensayo
con adiciéon de cloro total de 50 mgL'1 presentd una reduccion de 75 %,
transcurridos 65 min.

e El efecto desinfectante del hipoclorito a 20 mgL™ se ve favorecido al acidificar el
medio, empleando como aditivo acido peracético a concentracién de 150 mgL™,
logrando una inactivacion del 99,9 % transcurrido 1 minuto comparado con el 3,7 %
de inactivacion obtenido en el medio no acidificado.

e |as concentraciones empleadas para ambos desinfectantes en el tratamiento
sinérgico se encuentran dentro del rango permitido por los entes competentes.

9. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar el mismo analisis de efectividad del mejor tratamiento
obtenido, frente a otros organismos patdgenos de alta prevalencia en el sector
avicola como Campylobacter jejuni, Clostridium  perfringens, Listeria
monocytogenes y E. coli enterohemorragica, minimizando el riesgo de
contaminacion del producto final.

e Se recomienda analizar los vacios existentes en la legislacién colombiana en cuanto
al manejo de desinfectantes en industrias avicolas y en general las condiciones
que influyen en el proceso de enfriamiento por inmersion.

e Se recomienda hacer un analisis sensorial para establecer si la adicion de
hipoclorito de sodio a 20 mgL™ simultanea con acido peracético 150 mgL™" al agua
de enfriamiento afecta o no las caracteristicas organolépticas de las carcasas de
aves expuestas.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas de los desinfectantes usados en aguas de enfriamiento

PROPIEDAD CLORO ACIDO PERACETICO
Efectividad frente a bacterias Bueno- selectivo Bueno
Estabilidad en almacén Baja Excelente
Estabilidad de la solucion al uso Baja, se disipa rapidamente Excelente, se disipa lentamente
Afectado por materia organica Alto Bajo
Afectado por la dureza del agua Si Si
Facilidad de uso Excelente Alta espuma
Irritante para la piel Algunas veces Si irrita

Subproductos

Cloraminas, compuestos altamente
téxicos que generan efectos
mutagénicos

Acidos carboxilicos, no tdxicos

Aprobado por FDA

si

si

Mecanismo de accién

Hidrolisis con producciéon de cloro
libre, i6n hipoclorito y acido
hipocloroso, este ultimo reacciona
con compuestos organicos
liberando cloro al combinarse con el
grupo amino de los aminodcidos,
generando hidrolisis y degradacion
de proteinas.

Libera oxigeno activo haciendo
reaccionar los puentes de azufre
presentes en las enzimas,
proteinas y otros metabolitos
desestabilizando su estructura al
oxidarlos generando consecuente
deterioro de la actividad celular.
Adicionalmente inactiva catalasas,
interrumpe la funciéon
quimiosmotica y el transporte de
lipoproteinas de membrana al
alterar la estructura de la pared
celular.

Quimica

Cl, + HO = HCIO+Cl +H*

|

Cl; + 20H = CIO +Cl +H20

CH3sCOOH + HyO, =
CH3COOH + H20

Fuente: (7, 34-36, 43, 64, 70, 71)
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Anexo 2. Variables de estudio

Variable Descripcion Unidades
Desinfectante Categérico Nominal -
Microorganismo Categorico Nominal -
Concentracion del desinfectante Cuantitativo de razén mgL”

Disminucién de unidades logaritmicas

Cuantitativo de razén

Log 10 UFC/mL

Anexo 3. Agua de enfriamiento por inmersién

Figura 6. Agua de enfriamiento recolectada (Fuente: Propia)
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Anexo 4. Cuantificacion de cloro (residual). Método yodométrico |

Interferencia: Interfieren las formas oxidadas de manganeso y otros agentes oxidantes. A
titulacién neutra reduce al minimo el efecto interferente de los iones férrico y nitrico, sin
embargo es preferible la acida porque algunas formas de cloro combinado no reaccionan a
pH 7. Para la preparacién de la titulacion acida se debe emplear unicamente acido acético,
el acido sulfurico (H.SO,4) aumentaria las interferencias, no se debe usar nunca acido
clorhidrico (HCI).

Concentracion detectable minima: Aproximadamente 40 ug de Cl como Cl,/L si se utiliza
Na,S,03 0,01 N con una muestra de 1000 mL.

Reactivos:

a. Acido acético, conc. (glacial)

b. Yoduro de potasio, KI.

c. Tiosulfato de sodio patrén, 0.1 N:
Disolver 25 g de Na,S,0; en 1L de agua destilada hervida, afiadir 1 mL de cloroformo
(CHCI5) para reducir la descomposicion bacteriana y estandarizar frente a dicromato de
potasio.
Método de dicromato para estandarizar: Disolver 4,904 g de dicromato de potasio
anhidro, K,Cr,0O7, de calidad estandar primario en agua destilada y diluir a 1000 mL
para obtener una solucion 0,17000 N. Conservar en frascos con tapén de vidrio.
Anadir a 80 mL de agua destilada en agitacién constante 1 mL de H,SO, 10 mL de la
solucion de dicromato previamente preparada y 1 g de KI. Mantener la solucion en
oscuridad por 5 minutos y valorar con solucion titulante de Na,S,0; 0,1 N hasta
desaparicion del color amarillo, afiadir 1 mL de solucién indicadora de almidén y
continuar la titulacion hasta desaparicidon total del color. La normalidad del Na,S,0;
sera dada por la ecuacion:

1
mL de Na,S,0z;consumidos

Normalidad Na,S,0; =

d. Titulante de tiosulfato de sodio estdndar, 0,01 N:
Realizar una dilucién del tiosulfato de sodio patron (0,1 N) una vez estandarizado para
dar mayor estabilidad a la solucién titulante como se indicé previamente, con agua
destilada recién hervida. De la misma manera que se describidé para el tiosulfato de
sodio 0,1 N estandarizar esta solucion.

e. Solucion indicadora de almidon:
Afadir 5g de almidon diluidos y completar a 1 L de agua destilada hirviendo, agitar y
dejar en reposo durante una noche. Conservar con 1,25 g de acido salicilico y 4 g de
cloruro de zinc.
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Procedimiento

a. Volumen de muestra:
Seleccionar un volumen de muestra que no requiera mas de 20 mL de Na,S,05 0,01 N,
ni menos de 0,2 mL para el punto final de almidén-yoduro. Para un rango de cloro de 1
a 10 mg/L emplear 500 mL de muestra, por encima de 10 mg/L emplear muestras
menores.

b. Preparacién para la titulacién:
Manteniendo en constante agitacién, colocar suficiente cantidad de acido acético para
reducir el pH del agua a un valor comprendido entre 3 y 4, afiadir 1 g de Kl y mantener
en oscuridad por 5 minutos.

c. Titulacion:
Titulese fuera de la luz solar directa. Anadir Na,S,05; 0,01 N empleando bureta, hasta
que casi desaparezca el color amarillo del yodo libre. Aidadir 1 mL de solucion de
almidoén y continuar titulando hasta observar desaparicion del color.

d. Titulacion del blanco:
Corrijase el resultado de valoracion de la muestra determinando la contribucion del
blanco por las impurezas oxidantes o reductoras del reactivo. Tomar un volumen de
agua correspondiente a la usada para titulacion de la muestra analizada, afiadase 5 mL
de acido aceético, 1 g de Kl y 1 mL de solucién de almidén. Si aparece color azul valorar
de la misma forma descrita previamente, si no aparece color azul titular con solucion de
yodo 0,0282N hasta aparicion del color azul, titulese por retroceso con Na,S,0; 0,01 N
y registrar la diferencia.

Para determinar el cloro residual total disponible en la muestra de agua emplear la
ecuacion 1y reportar el resultado en mg Cl como ClJ/L. (43)

Soluciontitulante
NayS,03 0,01 N

Agua dechillercon 20
ppm hipoclorito de sodio

R

Agitacion

BOC rpm pH metro

Figura 7. Cuantificacién de cloro residual. Método yodométrico (Fuente: propia)
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Anexo 5. Calculos volumétricos para preparacion de diluciones de los desinfectantes

Hipoclorito de sodio 20, 100 y 200 mgL™

DILUCIONES HIPOCLORITO DE SODIO

Hipoclorito de Sodio comercial

-1
(Blancox™) 5,25% 0 52.500 mgL

Se realiza dilucién aproximadamente hasta 525 mgL'1 empleando agua potable como diluyente

Esta ultima es la empleada como solucién stock para

52.590 —> SmSEq% 525 mgL™ realizar las diluciones
mgL’

Las concentraciones se establecieron de acuerdo a los siguientes célculos, basado en la ley de la
volumetria.
e (1xXV1 =C2xV2
Vfinal = 20 mL
Inoculo = Estandarizado, diluciéon 1/10 (2 mL)
Concentracién 20 mgL™
525mgL™t xV1 =20mgL™! x 18 mL
V1 = 0,685 mL 6 685 pL
18 mL — 0,685 mL = 17,32 mL agua de chiller
Concentracién 100 mgL™
525mgL™t x V1 =100 mgL™! x 18 mL
V1 = 3,428 mL 6 3428 pL

18 mL — 3,42 mL = 14,58 mL agua de chiller

Concentracién 200 mgL™
525mgL™t x V1 = 200 mgL™! x 18 mL
V1 = 6,857 mL 6 6857 pl

18 mL — 6,85 mL = 11,15 mL agua de chiller
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Acido peracético 80, 160 Y 200 mgL™

DILUCIONES ACIDO PERACETICO

150.000 mgL”

Se realiza dilucion aproximadamente hasta 1500 mgL™" empleando agua potable como diluyente

y p Esta ultima es la empleada como
150.000 mgL" ——> | 15.000 mgL™" —> | 1.500 mgL™ solucién stock para realizar las
diluciones

Las concentraciones se establecieron de acuerdo a los siguientes calculos, basado en la ley de la
volumetria.
e (1xV1=C2xV2
Vfinal = 20 mL
Inoculo = Estandarizado, dilucién 1/10 (2 mL)
Concentracién 80 mgL™
1500 mgL ™1 x V1 =80 mgL™! x 18 mL
V1 =0,96 mL 6 960 pL
18 mL — 0,96 mL = 17,04 mL agua de chiller
Concentracién 160 mgL™
1500 mgL™! x V1 = 160 mgL™! x 18 mL
V1 =1,92mL 6 1920 yL
18 mL — 1,92 mL = 16,08 mL agua de chiller
Concentracién 200 mgL™
1500 mgL™t x V1 =200 mgL™! X 18 mL
V1 =2,4mlL 6 2400 pL

18 mL — 2,4 mL = 15,6 mL agua de chiller
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Hipoclorito de sodio 20 mgL ™ acidificado con Acido peracético a pH 5,6 + 0,1

1. DILUCIONES HIPOCLORITO DE SODIO

Hipoclorito de Sodio comercial

[V -1
(Blancox™) 5,25% 0 52.500 mgL

Se realiza dilucién aproximadamente hasta 525 mgL™" empleando agua potable como diluyente

52500 —> 5250 > 525 mgL™! Esta ultima es la empleada como solucién stock para

-1 mgL” realizar las diluciones
mgL

2. DILUCIONES ACIDO PERACETICO

150.000 mgL”’

Se realiza diluciéon aproximadamente hasta 1500 mgL'1 empleando agua potable como diluyente

4 p Esta ultima es la empleada como
150.000 mgL” ——> | 15.000 mgL™" —> | 1.500 mgL™* solucién stock para realizar las
diluciones

Las concentraciones se establecieron de acuerdo a los siguientes calculos, basado en la ley de la
volumetria.
e (1xV1 =C2xV2
Vfinal = 20 mL
Inoculo = Estandarizado, dilucién 1/10 (2 mlL)
Concentraciéon 20 mgL™
525mgL™t x V1 = 20mgL™! x 18 mL
V1 =0,685mL 6 685 pL
18 mL — 0,685 mL = 17,32 mL agua de chiller
*El volumen de acido peracético a adicionar se estandarizo previamente mediante pruebas llevadas
a cabo en el laboratorio de microbiologia ambiental de la Pontificia Universidad Javeriana. Se
realizaron mediciones empleando potencidémetro y se establecié que empleando un volumen de 200

ML de acido peracético a 15.000 mgL'1 se lograba una concentracion de 150 mgL'1 adecuada para
llevar la solucién de 20 mgL'1 de hipoclorito en agua de chiller a pH de 5,6 £ 0,1
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Anexo 4. Andlisis estadistico

Pruebas de normalisiad

Kolmagorayv-Smirno? Shapirg-wilk
Tratamiento | Estadistico ol 5ig Estadistico gl 5ig
Log10  SEATED 277 3 841 3 532
SEA200 77 3 1,000 3 987
SEABD 253 3 964 3 637
SEH100 .338 3 853 3 248
SEHZ0 231 3 980 3 730
SEH200 299 3 913 3 433
SEHAZD .00 El 4913 el 428
STA160 356 3 8186 3 184
STA200 218 3 elke) el 801
STABD 324 3 876 3 313
STH100 238 3 978 3 598
STH20 364 El 800 el 14
S5TH200 338 3 881 3 243
STHAZD 258 3 958 3 &10

a. Carreccion de la significacian de Lilliefors

ANALISIS DE VARIANZA

O d P i

”F’E" s Suma de | mmle o Probabilida  Valor critico

las Grados de libertad de los F

- cuadrados d para F
variaciones cuadrados
Entre grupo 0,0139202 1 0,01392017 3,6570405%9 0,12917655 7708647421
Dentro de | 0,0153093 4 0,00382733
Total 0,0292295 5

Anglisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo An&lisis de varianza de dos factores con varias mUESTras por grupo
RESUMEN 20 e 200 Tetal RESUMEN  C80 160 c200 Total
B1
Bl
guan(a 312: 18, szi 18 m: 4035? Cuenta : : : :
P”’“a " Lot1eeey §1750esT el Suma 5761197318 520007492 554360381 16,594876
V’a”r'_l‘;z: Sio1o1a Coieaees  D00i2sa & emararne Promedio 1,920399106 176335831 184786734 184387512
! § § ' Varianza 0,006552351 0,30920114 0,01335102 0,08690919
B2 82
Cuenta 3 3 3 ) - " 5 " S
Suma 3,735 17,738 18,034 39,507 uenta
sromedio 1235 551766667 601133333 438360867 suma 3,850972886 564851739 3,91651286 13,4160031
Varianza 75b-0s 000282635 00043035  5.54534% Promedio 1,283657629 188283913 1,30550429 1,49066702
Varianza 0,006369561 0,35456305 0,01021228 0,17938763
Total
Cuenta 5 5 3 Total
Suma 6,86 36,259 36,739 Cuenta 6 & 6
Promedio 1,14333333 6,04316667 6,12316667 Suma 9,612170204 10,9385523 946011667
Varianza 0,01303827 0,02804137 0,01690977 Promedio 1,602028367 1,82309872 1,57668611
Varianza 0,126800678 0,26978838 0,09767282
ANALISIS DE VARIANZA
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Promedio Valor - P - .
. ' N rigen de romedio . B
de los F Probebilidad critico para
Origen de ias sumode iibertod - . P las  Sumadecuadrados 0% % e jos F Prr—— i
varigcianes cugdrados — libertad  drados para £
Muestra 0,03957422 1 003957422 936507835 0,0098946 474722534 Muestra 0561401829 1 056140183 481030181 0,048724027 4,747225347
Columnas 97,6270134 2 488135067 11551,5181  1,95758E-20 3,88529383 Columnas 0,220467006 2 01102335 0,94452208 0415061682  3,885203835
L”termd‘ur g;gg:g‘;g; li gggii:;?g 256248505 6,90193E-05 3,B8529383 Interaccion 0,509408724 2 025470436 2,18240268 0,155461341 3885203835
entro del grupe 0, g Dentro del 1,400498804 12 0,11670823
Total 37,9163604 17 Total 2,691776364 17
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varignza
Columna 1 3 18,358 6,11933333 0,00692233
Columna 2 3 18,647 6,21566667 0,00073233
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