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. Resumen

Para lograr la inocuidad de los alimentos, es necesario mantener la higiene dentro
de todo el proceso productivo, ya sea en los operarios como en los equipos y
materiales propios de la planta. Por esto, dentro de los planes de sanitizacion e
higiene de cada industria, es importante la eleccion de los desinfectantes que se
deben usar, ya que estos deben eliminar mas del 99,999% de la poblaciéon
bacteriana presente en la superficie y no dejar residuos potencialmente toxicos para
el ser humano. Dentro de estos desinfectantes industriales se encuentra el acido
peracético, que es un peracido organico, corrosivo y con un alto poder oxidante, se
comercializa como mezcla con agua oxigenada y acido acético, estando el acido
peracético en una concentracion del 95%. Este acido se descompone rapidamente
dejando como residuo agua, oxigeno y acido acético, siendo inocuo para la salud
humana.

El objetivo de este estudio fue determinar la accion biocida del acido peracético por
medio de la cinética de muerte de las bacterias Listeria innocua (Gram+) y
Escherichia coli (Gram-), y calcular el coeficiente de dilucion del desinfectante para
cada cepa estudiada. La accion biocida se determind por medio de ensayos in vitro
a tres tiempos de accion, 0,5, 1 y 2 min, y tres concentraciones del desinfectante,
300, 500 y 1000 ppm; el fabricante solo indicaba como modo de uso 1000 ppm de
concentracion, y no un tiempo de accion; con estos parametros se determind la
eficiencia germicida (%E), el tiempo de reduccién decimal (TRD) y la velocidad
especifica de muerte (k).

Se determiné que este desinfectante es eficiente a una concentracion de 300 ppm
y un tiempo de accion de 2 min, con dicho tratamiento eliminé méas del 99,999% de
la poblaciéon bacteriana de ambas cepas, se vio que el efecto biocida de este
desinfectante es igual para ambos tipos de cepas, en donde se comparo los distintos
parametros, %E, TRD y k, por medio de un analisis ANOVA simple dando, en todos
los casos, que no habian diferencias significativas entre Listeria innocua y
Escherichia coli. Por dltimo, el coeficiente de dilucion resulté mayor que 1 para
Listeria innocua, lo que indica que la eliminacién de esta cepa por medio del APA
depende mas de la concentracion que del tiempo de accién, e igual a 1 para
Escherichia coli, lo que indica que su eliminacién con APA depende tanto del tiempo
de accion como de la concentracion del desinfectante.



[l. Abstract

To achieve the food safety, it's necessary keep hygiene within the entire production
process, either in the operators as in the equipment and materials of the plant. For
this, in the sanitization and hygiene design of each industry, it's important the choice
of disinfectants that should be used, since these should remove more than 99,999%
of the bacterial population present on the surface and do not leave potentially toxic
waste for humans. Inside these industrial disinfectants the peracetic acid is found. It
is an organic peracid, corrosive and with a high oxidizing power, it is marketed as a
mixture with hydrogen peroxide and acetic acid, being the peracetic acid in a
concentration of 95%. This acid decomposes quickly in water, oxygen and acetic
acid, being safety for the human health.

The aim of this study was determinate the biocidal action of peracetic acid by means
of the death kinetics of the bacteria Listeria innocua (Gram+) and Escherichia coli
(Gram-) and calculate the dilution coefficient of the disinfectant for each strain
studied. The biocidal action was determinated by tests in vitro to three action time,
0,5, 1 and 2 min and three disinfectant concentration, 300, 500 and 1000 ppm; the
manufacturer only indicated 1000 ppm concentration as the mode of use, and not
an action time; with theses parameters was determinated the germicidal efficiency
(%E), decimal reduction time (DRT), and the specific constant of death (k).

It was determined that this disinfectant is efficient to 300 ppm of concentration and
2 min of action time, with this treatment was removed more than 99,999% of the
bacterial population of both strain, it was seen that the biocidal effect of this
disinfectant was the same for both type of strain, where the different parameters,
%E, DRT and k, were compared by means of a simple ANOVA analysis giving, in all
cases, that there were no significant differences between Listeria innocua and
Escherichia coli. Finally, the dilution coefficient was greater than 1 for Listeria
innocua, that means that the elimination this strain by means PAA depend more of
concentration that of action time, and equal than 1 for Escherichia coli, that means
that the elimination this strain by means PAA depends of both, the action time and
the concentration of the disinfectant.



I1l. Introduccidn

Dentro de la industria alimentaria, uno de los principales objetivos es que la
produccion de alimentos sea inocua para el consumidor, vale decir, que se cumpla
lo establecido en el Codex Alimentarius: “la garantia de que los alimentos no
causaran dafo al consumidor cuando se preparen y/o consuman de acuerdo con el
uso que se destinan”. Para cumplir esto, uno de los objetivos generales del Codex
de Higiene de los Alimentos es identificar los principios esenciales de higiene a lo
largo de toda la cadena alimentaria, desde la produccidon primaria, hasta el
consumidor final (CAC-7RCP 1-1969).

Una parte importante de la higiene en la industria alimentaria es la reduccion o
eliminacion de la carga microbiana en la linea productiva de los alimentos, y para lo
cual se pueden utilizar métodos fisicos; 1) la esterilizacion por calor, que consiste
en la exposicion de una superficie a vapor o flameado (incineracién). Este es un
proceso de eliminacion irreversible de la carga microbiana. 2) la congelacion, que
es un proceso de inhibicion reversible del metabolismo microbiano; o 3) los métodos
quimicos, entre los cuales se encuentran los agentes desinfectantes, estos
presentan acciones mas flexibles, ya que puede ser inhibitoria o esterilizante
dependiendo de la concentracion del producto; estos agentes deben tener eficacia
fiable e inocuidad absoluta para ser utilizado en la desinfeccion de una linea de
produccion alimentaria (Wildbrett, 2006).

Dentro de los agentes desinfectantes utilizados en el rubro, se encuentran los del
tipo peracidos organicos, y el mas comun de éstos es el acido peracético (APA).
Este agente desinfectante se comercializa como mezcla con agua oxigenada y
acido acético. Los desinfectantes combinados con APA, tiene un fuerte poder
corrosivo y comburente, también presenta buena accion biocida tanto en fase
acuosa como en gaseosa. Estos tipos de desinfectantes tienen una buena accion
en frio, por lo que se pueden utilizar a temperaturas hasta bajo los 10°C, aunque
también muestra buenos resultados a temperaturas mas altas (Wildbrett, 2006). Por
otra parte, el APA es considerado como un desinfectante emergente que puede ser
una alternativa al cloro. Tiene un potencial redox de 1.748 V, con electrodo estandar
de hidrégeno (pH 0) y de 1.385 V bajo condiciones bioquimicas estandar (pH 7,
25°C y 101.325 Pa) (Zhang, 2018). El 4cido se descompone rapidamente, dejando
como residuo oxigeno, agua y acido acético; esto hace que sea un producto inocuo
(Kyanko, 2010), gracias a esta caracteristica, el FDA (U.S. Food and Drugs
Administration) considera este producto dentro del inventario de Sustancias
eficaces para el Contacto con Alimentos (FSC, por su sigla en inglés). Segun la
publicacion del FDA, Preventive Control Measures for Fresh and Fresh-cut
produces, el APA ha demostrado ser mas eficiente en el tratamiento de frutas en
comparacién con el cloro, inactivando biofiims de cultivos mixtos de L.
monocytogenes y Pseudomonas sp en superficie de acero inoxidable.



Desinfectantes con APA reducen significativamente salmonelas y E. coli O157:H7
en superficie de melones (tipo cantalupo y tuna), en tratamientos de limpieza para
almacenaje de naranjas, el tratamiento con APA redujo en un 85% el crecimiento
bacteriano por contaminacion con coliformes fecales, en comparacion con el
tratamiento con cloro que solo redujo un 60% dicho crecimiento y, por altimo, en
tomates con un tratamiento estatico de 2 min con solucion de APA, redujo la
poblacién de Salmonella Javiana en un 96%, L. monocytogenes en un 99,96% vy E.
coli en un 99,5% (FDA, 2001).

Podemos concluir que el APA, utilizado en tratamiento de limpieza ya sea en forma
directa en alimentos como en superficies en la linea productiva, es un desinfectante
eficiente e inocuo para el ser humano. Por otra parte, en la investigacion in vitro de
Ureta (1997), el APA resultd tener mayor poder biocida, como desinfectante
emergente, que el acido lactico y el extracto de semilla de toronja.

Escherichia coli es una bacteria que se encuentra principalmente en el intestino de
los animales de sangre caliente, por esto, se utliza como indicador de
contaminacion por heces fecales en el control de inocuidad de los alimentos (FAO,
2011). A pesar de que la mayoria de las cepas son inofensivas para el ser humano,
algunas pueden causar graves enfermedades gastrointestinales, como E. coli
productora de toxina Shiga o cepa O157:H7, la que puede crecer a temperaturas
entre 7 y 50°C, con una temperatura 6ptima de 37°C, prolifera en alimentos acidos,
con un pH hasta de 4,4 y en alimentos con un aw de 0,95.

Algunos de los sintomas producidos por este patégeno son los calambres
abdominales y la diarrea que podria llegar a ser colitis hemorragica y desarrollar el
sindrome urémico hemolitico (SUH), también puede haber fiebre y vomitos. El SUH
se caracteriza por causar un dafio renal agudo, anemia hemolitica microangiopatica
y trombocitopenia. Si no se trata a tiempo, puede causar dafio renal crénico y la
muerte en nifios menores de 5 afios (OMS, 2016; Monteverde, 2014). En Chile, el
SUH tiene una incidencia de 3,4 por cada 100000 nifios menores de 5 afos, si bien
la mayoria de los nifios se recupera de la enfermedad aguda, un 25% de ellos
pueden evolucionar con problemas renales a largo plazo, como la proteinuria, HTA
o insuficiencia renal cronica (Cubillos et al, 2015). La fuente de contaminacién de E.
coli son las heces fecales humanas y animales, y los principales alimentos que
trasmiten esta bacteria son los productos lacteos y jugos no pasteurizados, carne
elaborada y cocida de manera insuficiente, frutas y hortalizas crudas. Por esto es
imprescindible la higiene dentro de la produccion de este tipo de alimentos, ya que
se pueden contaminar por contacto directo en la recoleccion, crecimiento o
manipulacion de estos. (FAO, 2017)

Por otra parte, también se debe considerar la posible presencia de Listeria, la que
se caracteriza por ser bacilo Gram+, es asporégeno, catalasa positiva y anaerobia
facultativa. Es movil entre 20 y 25°C, esto es provocado por flagelos de implantacion
periférica (3 o 4), esta movilidad desaparece a 37°C. Se describen 6 especies de
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Listeria, que son L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi
y L. ivanovii, esta ultima con las subespecies ivanovii y londoniensis. De estas
especies, la Unica que es considerada patégena para el hombre es L.
monocytogenes, las especies innocua y grayi son consideradas apatdégenas, estas
especies se diferencian entre si segun su capacidad de fermentar carbohidratos y
capacidad B-hemolitica. L. innocua no fermenta el manitol ni la D-Xilosa, tiene una
reaccion variable con la L-Ramnosa y es negativo para la B-hemdlisis (Sanchez,
2011). L. monocytogenes provoca la listeriosis, la cual es una enfermedad de
trasmision alimentaria (ETA) atipica y emergente, por las manifestaciones
sistémicas graves y por el nimero de brotes descritos desde la década de los 80, el
reservorio de este patdégeno es muy variado, pero la principal via de contaminacion
es por los alimentos listos para el consumo que han sido guardados a temperatura
de refrigeracion por un tiempo muy prologado (Gonzélez, et al, 2017). En clinica,
esta enfermedad se puede presentar de dos formas, la gastroentérica y la invasiva,
la gastroentérica puede no presentar sintomas o sintomas gastrointestinales de
moderados a grave. En el cuadro invasivo, se pueden presentar sintomas como
fiebre, calambres abdominales, diarrea, fatiga, dolor de cabeza y dolor muscular,
meningoencefalitis y romboencefalitis, también se puede manifestar como
infecciones focales que provoca artritis, osteoporosis, abscesos espinales o
cerebrales, peritonitis, colesistitis y endocarditis. La poblacion de riesgo son las
embarazadas, ya que puede provocar aborto, nacimiento prematuro o mortinato en
aproximadamente el 20% de los casos (entre 26 a 30 semanas de gestacion),
mayores de 50 afios o personas inmunodeprimidas (Gonzélez, et al, 2017;
Alcayaga, 2008).

En los ensayos de laboratorio para exposicién de L. monocytogenes, se debe utilizar
un organismo sustituto, en este caso se utiliza L. innocua, ésta ha demostrado tener
un crecimiento y resistencia igual a L. monocytogenes (Health Canada, 2012), pero
es mas seguro trabajar con esta especie ya que no es patdgena para el ser humano.
Segun Friedly (2007), esta especie se comporta de manera parecida a la L.
monocytogenes segun los parametros valor D y z. Esta comparacion es posible
debido a que estas dos especies son las que tienen una mayor cercania
taxonomica, ya que tienen una alta homologia en la secuencia de rDNA 16. Por otra
parte, uno de los serotipos de L. monocytogenes que mas se ha aislado de
alimentos es el % ¢, el cual es compartido con L. innocua (Ruiz, et al, 2008)

En la industria alimentaria, para la limpieza de las lineas productivas, se utilizan
agentes quimicos como los desinfectantes, por lo que es importante saber la
capacidad germicida que estos tengan, para esto, se utilizan varios parametros que
dan cuenta de la eficacia frente a determinados microorganismos, y en estos
pardmetros es fundamental entender el efecto de la concentracién del desinfectante
y el tiempo de accion en la reduccion de un microorganismo, el coeficiente de
dilucion relaciona estos dos parametros (Araujo, 2008), de esta forma, podemos



determinar si la accidon germicida de un desinfectante estd determinada por el
tiempo de accion, la concentracion o ambos (Solar, 2008).

En este estudio, se determind la accion biocida in vitro del acido peracético (en
mezcla como desinfectante industrial), por medio de la cinética de muerte de dos
microorganismos, E. coli (Gram-) y L. innocua (Gram+), ademas de determinar el
coeficiente de dilucién del desinfectante con respecto a estas cepas. De esta forma
obtener los pardmetros necesarios para establecer la eficiencia del desinfectante a
base de APA.
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IV. Hipdtesis

La concentracion recomendada por el fabricante, para el desinfectante a base de
acido peracético, reduce o elimina la contaminacion presente.

V. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar la accion biocida in vitro, el coeficiente de dilucion y otros parametros
del &cido peracético frente a Escherichia coli y Listeria innocua

5.2 Objetivos especificos

Determinar en cepas de Escherichia coli y Listeria innocua la cinética de muerte in
vitro a diferentes concentraciones y tiempos de accién de acido peracético.

Determinar la eficiencia germicida del acido peracético, la velocidad especifica de
muerte y tiempo de reduccion decimal para las cepas Escherichia coli y Listeria
innocua.

Calcular el coeficiente de diluciéon para cada microorganismo en estudio
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VI. Materiales y Métodos
6.1 Materiales

Insumos:
e Cepas de Listeria innocua y Escherichia coli
Acido peracético 95%
Medios de cultivo:
o Agar tripticasa de soya (TSA)
o Caldo de soya triptico (TSB)
Neutralizante Universal:
o Tween 80 12ml/100ml
o Na2S203 1,6 mi/100ml
o Diluyente c.s.p. 250ml:
= Peptona 0,1%
= NacCl 0,85¢/100ml
= H20 500ml

Equipos:
e Autoclave
e Estufa de cultivo
e Vortex
e Otros equipos de trabajo en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada

Otros:
e Material de trabajo propio del Laboratorio de Microbiologia Aplicada
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6.2 Metodologia de trabajo

6.2.1 Recuento inicial de las cepas

La cuantificacion se realiz6 por el método de recuento en placa Petri. Para ello, se
sembrd 1 ml de cultivo de cada cepa, Escherichia coli y Listeria innocua, en agar
tripticasa de soya (TSA), las placas se incubaron por 24 h a 37°C (Solar, 2008;
Herrera, 2016)

6.2.2 Control del neutralizante

Este control tiene como objetivo determinar que el neutralizante es realmente
efectivo y que no tiene un efecto bacteriostatico o bactericida sobre los
microorganismos de prueba.

Se prepararon 3 tubos de ensayo, uno con 9 ml de agua peptonada al 0,1% que se
tom6 como el control, otro con 9 ml de neutralizante para ver si éste tenia poder
biocida y el tercero con 9 ml de neutralizante y 1 ml de biocida para ver si el
neutralizante era efectivo frente al biocida. Luego se dejo reposar los 3 tubos de
ensayo 10 min a temperatura ambiente, pasado este tiempo, los tres tubos son
inoculados con 1 ml de cultivo del microorganismo correspondiente, cada cultivo
con una concentraciéon aproximada de 10° UFC/ml. Posteriormente se realiz6 un
recuento en placa Petri sembrando en agar tripticasa de soya e incubando por 72 h
a 37°C. Se efectuo el ensayo para ambos microorganismos por separado (Sutton,
et al, 2002).

6.2.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana del desinfectante

Esta se determind por medio de la cinética de muerte de L. innocuay E. coli, a 300,
500 y 1000 ppm de concentracion del desinfectante y a 0,5, 1 y 2 min, tomando
como referencia lo indicado por el fabricante (1000 ppm y sin tiempo de accion).

Se puso en contacto 1 ml del cultivo con 100 ml de solucién desinfectante, quedando
en una concentracion inicial de 10’ UFC/ml. Se tomaron muestras de 1 ml a tiempo
0 y a los tiempos ya mencionados, se depositd en tubos con neutralizante y luego
de efectuar las diluciones decimales correspondientes, se realizé el recuentro en
placa Petri de los microorganismos sobrevivientes, para lo cual se sembré en TSA
y se incubd por 24 h a 37°C.
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6.2.3.1 Velocidad especifica de muerte

La cinética de muerte de los microorganismos se expresd de acuerdo con la
siguiente expresion:
N
log (—f) = —kt

No
Donde:
No: nUmero de microorganismos iniciales
Nf. nUmero de microorganismos sobrevivientes al tiempo t
t: tiempo de contacto entre el desinfectante y el microorganismo (min)
k: velocidad especifica de muerte (min-t)

La velocidad especifica de muerte se calculé como la pendiente del ajuste lineal al
graficar log (Nt/No) v/s t (Herrera, 2016; Arriagada, 2006)

6.2.3.2 Eficiencia germicida (%E)

Se determiné como el porcentaje de destruccién del microorganismo durante el
tiempo de accion del desinfectante, mediante la expresion (Solar, 2008):

No — N¢

%E = x 100

0

Donde:
No: nUmero de microorganismos iniciales
Nr. nimero de microorganismos sobrevivientes al tiempo t

Se utilizé como criterio el Test de Chambers como limite de aceptacion de eficiencia
germicida, este sefala que se acepta como buen producto desinfectante aquel que,
a la concentracion recomendada, elimine un 99,999% de una poblacién bacteriana
de entre 7,5*107 y 1,3*108 células/ml, en 30 seg (Ayres, 1980)
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6.2.3.3 Tiempo de reduccion decimal

Indica el tiempo necesario para disminuir en un ciclo logaritmico la cantidad de
microorganismos presentes en una muestra de ensayo (Herrera, 2016)

El tiempo de reduccion decimal (TRD) se determiné mediante la siguiente expresion:

TRD = —
k

Donde:

k: velocidad especifica de muerte

6.2.4 Coeficiente de dilucion (n)

Este coeficiente expresa la relacion entre la concentracion del desinfectante y la
actividad de este frente a un determinado microorganismo, de acuerdo a la siguiente
expresion:

C"t = constante
Donde:
C: concentracion del desinfectante

t: tiempo de accién para disminuir en un determinado porcentaje la contaminacion
inicial del microorganismo

n: coeficiente de dilucion
El coeficiente de dilucién se obtuvo mediante la siguiente expresion:

_ (logt, —logt;)
7= Cogc, —logcy)

Donde:
t: tiempo

C: concentracion
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Este coeficiente muestra la dependencia de la accién del desinfectante con su
concentracion, en donde si:

n <1 -> el efecto biocida depende mas del tiempo de accion que de la concentracion
del desinfectante

n >1 - el efecto biocida depende mas de la concentracion que del tiempo de accion
del desinfectante

n=1 - el efecto biocida depende de igual manera de la concentracion y del tiempo
de accién del desinfectante (Solar, 2008)

6.2.5 Analisis estadistico

Se calculé las diferencias significativas entre las concentraciones del desinfectante
para cada cepa, esto por medio de un ANOVA multifactorial con un nivel de
confianza del 95%.

También se calculo las diferencias significativas entre ambas cepas para un mismo
tiempo de accion y concentracion de desinfectante, y las diferencias significativas
entre las pruebas de control del neutralizante, esto por medio de un analisis de
ANOVA simple.

Para efectos de célculo, se tomaron como factor el logaritmo en base 10 del
recuento de colonias para todos los analisis.

Todos los andlisis se hicieron con el programa Statgraphics Centurién XVLII.
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VIl Resultados

7.1 Control de neutralizante

Tabla 1: Control de neutralizante

Escherichia coli Listeria innocua
Control ‘ 1*10° @ 1.5+10° ®
Neutralizante ‘ 1,5¥109 @ 1,2¥109®)
Neutralizante + desinfectante ‘ 0,7+10°@ 2 1%109 ®)

Superindices iguales indica que no hay diferencias significativas
La tabla 1 muestra los valores promedio del recuento en placa para cada cepa

Como se observa en la tabla 1, el recuento de microorganismos iniciales (control) y
sobrevivientes (neutralizante y neutralizante + desinfectante) son del orden de 10°
en ambas cepas. Por medio de un anélisis ANOVA simple se comprobé que no hay
diferencias significativas entre el control, neutralizante y neutralizante +
desinfectante, esto para ambas cepas, danto un valor-p de 0,5006 para Escherichia
coli y de 0,4213 para Listeria innocua. Por lo tanto, el neutralizante no tiene accion
biocida sobre estas cepas e inactiva la accion biocida del desinfectante.

7.2 Accion desinfectante

La accion desinfectante del acido peracético se evaluo in vitro, cada concentracion
de desinfectante se evalud en triplicado.
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7.2.1 Escherichia coli

El recuento inicial de la cepa, para las tres concentraciones de desinfectante, fue
del orden de 107 UFC/m.

Accion desinfectante del APA frente a
Escherichia coli

8,00

7,00 n\
6,00 ~F

5,00
4,00 g <©— 300 ppm
3,00 0O 500 ppm
2,00 1000 ppm
1,00

0,00 (A
-1,00 0 0,5 I 1,5
Tiempo (min)

log(N) (UFC/ml)

N

2,5

Figura 1: Accién desinfectante in vitro del &cido peracético a 300, 500 y 1000 ppm.

En la figura 1 se puede ver la cinética de muerte de Escherichia coli a tres
concentraciones diferentes de desinfectante, se observa que, a 1000 ppm,
concentracion recomendada por el fabricante, se tiene una reduccién de la
poblacion bacteriana hasta el limite de deteccion a los 30 seg. Con una
concentracion de 500 ppm, se observa una reduccion drastica de la poblacién
bacteriana entre los 30 seg y el 1 min de accion, llegando al limite de deteccién a
los 2 min de accién, también se observa que la cinética de muerte de Escherichia
coli frente al APA es igual para las concentraciones 300 y 500 ppm entre los tiempos
0y 30 seg. Por ultimo, a los 2 min de tratamiento, las tres concentraciones llegan al
limite de deteccion.
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Tabla 2: actividad antimicrobiana del acido peracético sobre Escherichia coli.
Recuento de colonias (N), velocidad especifica de muerte (k), tiempo de reduccion
decimal (TRD) y eficiencia germicida (%E).

Concentracion Tiempo (min) N k (min-1) TRD %E
(ppm) (UFC/ml) (min)
0 2,0%10 - - -
0,5 3,59*10° 3,40 0,68 98,200%
300 1 3,39*10°3 3,03 0,76 99,983%
2 <10 2,29 1,00 >99,999%
0 2,00%10’ - - -
0,5 4,17*104 5,33 0,43 97,910%
>00 1 4,00*10*% 3,92 0,59 >99,999%
2 <10 1,08 2,12 >99,999%
0 1,86*10 - - -
0,5 <10 7,91 0,29 >99,999%
1000*
1 <10 3,26 0,71 >99,999%
2 <10 3,26 0,71 >99,999%

(*) Concentracion recomendada por el fabricante

En la tabla 2 se presenta la velocidad especifica de muerte, el tiempo de reduccion
decimal y la eficiencia germicida para Escherichia coli frente al acido peracético a
los tres tiempos y concentraciones estudiadas.

Se observa que, para la concentracién de 300 ppm, se logra una reduccion de 5
ciclos logaritmicos a los 2 min de accion. Por otra parte, se obtuvo una eficiencia
germicida mayor a 99,999% al 1 min de accién con 500 ppm de desinfectante y
desde los 30 seg con 1000 ppm de desinfectante, cumpliendo asi con el Test de
Chambers.

Por analisis de ANOVA multifactorial, se observdé que no existen diferencias
significativas en el recuento de microorganismos sobrevivientes entre diferentes
concentraciones de APA con un valor-p de 0,1856 y 95,0% de confianza, tampoco
hay diferencias significativas entre el recuento de microorganismos sobrevivientes
a diferentes tiempos de accion, con un valor-p de 0,1290 a un 95,0% de confianza
(Anexo 1.1).
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7.2.2 Listeria innocua

El recuento inicial de la cepa fue del orden entre 108 y 10° UFC/m.

Accion desinfectante del APA frente a Listeria
innocua

10,00 -

9,00 'z§

8,00 ~ é

7,00

6,00

5,00 6 <©— 300 ppm
4,00 00— 500 ppm
3,00 O 2 1000 ppm
2,00

1,00

0,00
-1,00 © 0,5 I 1,5 2 2,5
Tiempo (min)

log(N) (UFC/ml)

Figura 2: Accién desinfectante in vitro del &cido peracético a 300, 500 y 1000 ppm.

La figura 2 muestra la cinética de muerte de Listeria innocua frente al acido
peracético estudiado en 3 concentraciones y 3 tiempos diferentes, siendo la
concentracion de 1000 ppm la recomendada por el fabricante.

Se observa que, a la concentracion recomendada por el fabricante, se llega al limite
de deteccion a los 30 seg de accion del APA. También se observa que, a la
concentracion de 500 ppm, hay una disminucién drastica de la poblacion bacteriana
entre los 30 seg y 1 min de accién, entre 1 y 2 min de acciéon no se muestra una
gran diferencia del recuento de sobrevivientes. Por ultimo, se ve que la tasa de
disminucién de la carga bacteriana con respecto al tiempo, a una concentracion de
300 ppm, es casi constante.
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Tabla 3: actividad antimicrobiana del acido peracético sobre Listeria innocua.
Recuento de colonias (N), velocidad especifica de muerte (k), tiempo de reduccion
decimal (TRD) y eficiencia germicida (%E).

Concentracion Tiempo N (UFC/ml) Kk (min) TRD %E

(Ppm) (min) (min)
0 7,84*108 - -
0,5 1,11*108 3,16 0,73 94,431%
300 1 1,17*106° 3,00 0,77 99,942%
2 1,00*103 2,68 0,86 >99,999%
0 2,16*10° - -
£00 0,5 1,82*10’ 6,08 0,38 99,158%
1 6,67*107? 3,69 0,62 >99,999%
2 3,33*10? 1,10 2,10 >99,999%
0 3,18*10° - -
0,5 <10 10,33 0,22 >99,999%
1000*
1 <10 4,25 0,54 >99,999%
2 <10 4,25 0,54 >99,999%

(*) Concentracion recomendada por el fabricante

En la tabla 3 se presenta la velocidad especifica de muerte, el tiempo de reduccion
decimal y la eficiencia germicida para Listeria innocua frente al acido peracético a
los tres tiempos y concentraciones estudiadas.

Se observé que, a una concentracién de 300 ppm, se logra una reduccion de 5
ciclos logaritmicos a los 2 min de accién, mientras que, a una concentracion de 500
ppm, se logra esta misma reduccién desde 1 min de accién. Por ultimo, a la
concentracion recomendada por el fabricante, se obtiene una reduccion mayor a 5
ciclos logaritmicos desde los 30 seg de accién, cumpliendo asi con el Test de
Chambers.

Se analiz6 si habia diferencias significativas entre el tiempo de accion, la
concentracion y la reduccién de la poblacién bacteriana por medio de un ANOVA
multifactorial, dando como resultados que no hay diferencias significativas entre los
tiempos de accién con un valor-p de 0,1507 pero si hay diferencias significativas
entre la concentracion de APA con un valor-p de 0,0263. Este andlisis se realiz6 a
un nivel de confianza del 95,0% (Anexo 1.2).
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7.3 Coeficiente de dilucion (n)

Tabla 4: valores del coeficiente de dilucion para ambas cepas.

Listeria innocua Escherichia coli

Coeficiente de dilucién 1,35 0,999

Como muestra la tabla 4, el n del APA para la Listeria innocua es mayor que 1, lo
que implica que el efecto biocida de éste depende més de la concentracidén que del
tiempo de accion, lo que también deja demostrado que el APA pierde actividad,
frente a este tipo de bacterias, al ser diluido.

Por otra parte, el n del APA frente a la cepa de Escherichia coli es practicamente
igual a 1, esto quiere decir que el efecto biocida del APA frente a este tipo de
bacterias depende del tiempo de accién y concentracion del desinfectante en igual
medida. Esto también se puede interpretar en que, al diluir el desinfectante, por
ejemplo, a 1/3, este bajara su poder biocida en 1/3.
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VIl Discusiones

8.1 Accion desinfectante
Se comparo la accion desinfectante del APA frente a dos cepas, Listeria innocua y
Escherichia coli, por medio del TRD, la %E y la k.

Tabla 5: Tiempo de reduccion decimal y velocidad especifica de muerte de las
cepas frente al APA a diferentes concentraciones y tiempo de accion.

Concentracion Tiempo de TRD (min) k (min-1)

(Ppm) accion (min) E. coli L.innocua E.coli L.innocua
0,5 0,682 0,732 3,40°  3,16°

300 1 0,762 0,772 3,03°  3,00°
2 1,002 0,862 2,29 2,68
0,5 0,432 0,382 5,33 6,08

500 1 0,592 0,622 3,92°  3,69°
2 2,122 2,102 1,08 1,10°
0,5 0,292 0,222 7,91° 10,33

1000* 1 0,712 0,542 3,26°  4,25b
2 0,712 0,542 3,26°  4,25°

(*) Concentracion recomendada por el fabricante
Superindices iguales indica que no hay diferencias significativas

Se comparo la k entre ambas cepas por medio de una ANOVA simple, la cual mostré
que no habia diferencias significativas entre ellas, con un valor-p de 0,4708 y un
nivel de confianza del 95,0%. De esta forma se puede observar que la velocidad
especifica de muerte de ambas cepas frente al desinfectante es igual. También se
comparo, por medio de un analisis ANOVA simple, las diferencias significativas
entre el tiempo de reduccion decimal de cada cepa, este analisis mostré que no hay
diferencias significativas entre las cepas, con un valor-p de 0,4264 y un nivel de
confianza del 95,0%. Se puede concluir que la cinética de muerte de ambas cepas
es igual frente a este desinfectante a base de APA a las diferentes concentraciones
y tiempos estudiados.

Las bacterias Gram+ poseen una gruesa capa de peptidoglucano, el cual se
establece por enlaces cruzados y se encuentra anclado a la membrana
citoplasmatica por transpeptidasas y carboxipeptidasas. Estas proteinas, que son
enzimas, se les denomina proteinas de unién a penicilina (PBP), estas enzimas son
los sitios de accion de los antibidticos B-Lactamicos, lo que hace que las bacterias
Gram+ sean mas susceptible a la accion de antibioticos (Struthers, 2005; Tortora,
et al, 2007). Por otra parte, el mecanismo de accion germicida del APA es la
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inhibicion de los grupos tioles en proteinas y enzimas (Cabrera, et al. 2007) y la
accion oxidante, en donde se transfieren electrones entre la pared de los
microorganismos y el APA, provocando asi la inactivacion e incluso la muerte de
estos microorganismos (SEFH, 2014).

Las bacterias Gram- poseen una membrana externa la cual estd compuesta
principalmente por lipoproteinas y fosfolipidos. Estos compuestos le confieren una
intensa carga negativa a la membrana externa, cumpliendo el objetivo de impedir la
fagocitosis y la actividad del complemento, esta membrana externa se conecta con
la capa de peptidoglucano (que es de mucho menor tamafio en este tipo de
bacterias en comparacion con las del tipo Gram+) por medio de unas estructuras
proteicas llamadas porinas, estas proteinas funcionan como canales ionicos para el
paso de pequefias moléculas hidratadas (Struthers, 2005), y algunos biocidas
tienen la polaridad suficiente para atravesar estas porinas para actuar sobre el
peptidoglucano y seguir el mecanismo germicida antes descrito.

Como se mencion6 anteriormente, el APA tiene la capacidad de inhibir los grupos
tioles de las enzimas y es posible que debido a su poder oxidante polarice la
membrana externa de las bacterias Gram- y/o tenga la polaridad suficiente para
traspasar las porinas y llegar a la capa de peptidoglucano de este tipo de bacterias.
Este podria ser el mecanismo de accién del APA frente a ambas cepas.

Tabla 6: Eficiencia germicida del APA, frente a ambas cepas, a diferentes tiempos
y concentraciones de éste.

Concentracion Tiempo de accion Escherichia Listeria innocua
(ppm) (min) coli
0,5 98,200%? 95,431%?2
300 1 99,983%? 99,942%?2
2 >99,999%?2 >99,999%?2
0,5 97,910%? 99,158%?2
500 1 >99,999%?2 >99,999%?2
2 >99,999%?2 >99,999%?2
0,5 >99,999%?2 >99,999%?2
1000~ 1 >99,999%?2 >99,999%?2
2 >99,999%?2 >99,999%?2

(*) Concentracion recomendada por el fabricante
Superindices iguales indica que no hay diferencias significativas
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No hay diferencias significativas en el porcentaje de eliminacién de la carga
bacteriana entre ambas cepas, esto se analizd por medio de un ANOVA simple,
obteniéndose un valor-p de 0,4433 a un nivel de confianza del 95%.

Se observé que el desinfectante es efectivo con un tratamiento minimo de 2 min y
una concentracion de 3 ppm o 1 min a una concentraciéon de 500 ppm, en ambos
casos se elimind mas del 99,999% de la carga bacteriana inicial de ambas cepas.

El APA se comercializa como una mezcla desinfectante (4cido peracético, &cido
aceético y agua oxigenada) para la industria cervecera, con el objetivo de eliminar
materia organica en equipos de acero, tuberias, conexiones, bombas y mangueras
(Prost, 2018), esto quiere decir que el APA esta pensado para utilizarse como
desinfectante de superficies o en sistemas CIP (clean in place). Por los resultados
mostrados en la tabla 6, un tratamiento por 2 min con una concentracion de 300
ppm del desinfectante seria suficiente para la desinfeccion.

Sin embargo, se debe tomar en cuenta los factores involucrados en una prueba in
vivo, que no estdn representados en este estudio in vitro, como es el
comportamiento de las bacterias en diferentes superficies. Segun Herrera (2016),
se obtiene una disminucion de 5 ciclos logaritmico de Escherichia coli y Listeria
innocua con un tratamiento de 5 min a una concentracion de 0,8% (equivalente a
8000 ppm) de desinfectante solo en acero inoxidable, en dicho estudio, el
desinfectante utilizado tiene una concentracion de APA del 5%, en comparacion al
producto utilizado en este estudio que tiene una concentracién del 95% de APA. Si
bien ambos tratamientos de desinfeccién son diferentes, se puede observar que el
APA es efectivo para desinfeccién en superficie de acero inoxidable, ya sea para
bacterias Gram+ o Gram- y tomando en cuenta que los equipos utilizados en la
industria alimentaria deben ser de acero inoxidable, se ve un buen efecto de este
germicida para la industria. En plancha de polietileno de alta densidad logra una
reduccion de 4 ciclos logaritmicos para la Escherichia coli y de 5 ciclos logaritmicos
para la Listeria innocua, se ve una leve disminucién en la accion biocida con la
bacteria Gram-, si bien en este estudio no se ven diferencias significativas en la
disminucién de la carga microbiana entre la Listeria innocua y la Escherichia coli,
esta Ultima, al ser una bacteria Gram-, tiene mayor resistencia a la accién biocida,
como se menciono anteriormente.

En el estudio hecho por Ureta (1997), se determiné el efecto germicida in vitro de
un desinfectante emergente con una concentracion de 2000 ppm de APA y a
tiempos de accion de 0,5, 1 y 2 min frente a 4 cepas, 2 Gram+, Staphylococcus
aureus y Streptococcus faecalis, y 2 cepas Gram-, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Se determind, al igual que en el presente estudio, que el efecto biocida
del APA no presenta diferencias entre los dos tipos de bacterias (Gram+ y Gram-).

En la ficha técnica del desinfectante P3-oxonia de Ecolab, desinfectante industrial a
base de APA, se muestra el poder biocida de éste por el test de suspension
cuantitativo de la norma EN 1276 a 20°C, 5 min de contacto y en condiciones
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limpias. Este resultado muestra que dicho desinfectante elimina 5 ciclos logaritmicos
0 mas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (Gram-), Escherichia coli ATCC
10536 (Gram-) y Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Gram+) con una
concentracion de 0,1% (1000 ppm) y Enterococcus hirae ATCC 10541 (Gram+) a
una concentracion de 0,25% (2500 ppm), mostrando asi que no hay diferencias en
la eliminacion de carga bacteriana entre bacterias Gram+ y Gram-.

En el estudio hecho por Graziano (2016), sobre la eficacia de la desinfeccién de un
reprocesador automatizado de endoscopios flexibles, en donde el agente
desinfectante era a base de APA al 0,2%, mostré ausencia de Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 y Bacillus subtilis
ATCC 19659 (Gram+) en una superficie de 37,5 cm?. En este caso también se
observa que el APA elimina la carga bacteriana ya sean bacterias del tipo Gram+ o
Gram-.

Segun Flamenco y Guevara (2011), una formulacién de desinfectante a base de
APA al 0,26%, elimina mas de 5 ciclos logaritmicos de las cepas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. Se
observa en estos resultados, que al igual que en el presente estudio, no hay
diferencias en el poder biocida del APA entre una cepa Gram+ y otra Gram-.

Gracias a su efectividad e inocuidad para el ser humano, el APA ha sido
considerado como seguro por el Food and Drugs Administration de los Estados
Unidos (FDA) para ser utilizado en desinfeccion directa sobre canales de aves de
corral y carne, y seguro para ser consumido por el ser humano (FDA, 2017). Por
otra parte, el European Food Safety Authority (EFSA, 2014), en su opinién cientifica
dijo que el APA es seguro para ser usado en métodos de desinfeccidn para canales
de ave de corral y carnes como la inmersién por corto tiempo a temperatura
ambiente y a baja temperatura o por dispersién spray, dado su alta efectividad
contra cepas como Escherichia coli y coliformes fecales, también el APA no
representa riesgos al medio ambiente dado que se descompone en moléculas no
toxicas para el ser humano o el ambiente.
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8.2 Coeficiente de dilucion (n)

Como se menciond en la tabla 4, el coeficiente de dilucion fue mayor que 1 para
Listeria innocua, por lo que el efecto biocida del APA para esta cepa depende mas
de la concentracién que del tiempo de accion, e igual a 1 para Escherichia coli, por
lo que el efecto biocida del APA sobre esta cepa depende de igual manera del
tiempo de accion y de la concentracion del desinfectante. En términos practicos,
esto implica que, si se necesitara una accion biocida mas potente para eliminar
Listeria innocua con este desinfectante, es mas efectivo aumentar la concentracion
de éste que el tiempo de accién, ya que el primer factor influye mas en el poder
biocida de la solucion desinfectante. En el caso de Escherichia coli, ambos factores,
tiempo de accion y concentracion del desinfectante, tienen la misma influencia en el
poder biocida de la solucién desinfectante. Cabe mencionar que es mas
recomendable aumentar el tiempo de accion antes que la concentracién de
desinfectante, ya que siempre puede ser potencialmente mas peligroso manejar
altas concentraciones de cualquier agente quimico.

Se observo diferencias significativas en el recuento de sobrevivientes de Listeria
innocua entre la concentracidon mas baja (300 ppm) y la mas alta (1000 ppm) de
desinfectante, tal y como muestra el coeficiente de dilucion calculado, en donde se
observa la influencia de la concentracion de desinfectante en la eliminacion de carga
bacteriana y no asi el tiempo de accion. Por su parte, con un coeficiente de dilucién
igual a 1, como en el caso de Escherichia coli, no deberia haber diferencias
significativas en el recuento de sobrevivientes entre tiempo de accién y/o
concentracion de desinfectante, y asi fue el resultado del ANOVA multifactorial, en
donde no se encontraron diferencias significativas para el recuento de
sobrevivientes de esta, lo que muestra que el tiempo de accion y la concentracion
de desinfectante influyen de igual forma en la eliminacién de esta carga bacteriana.

Segun Herrera (2016), el coeficiente de dilucion fue mayor que 1 para ambas cepas
en plancha de acero inoxidable, en cambio, en plancha de polietiieno de alta
densidad, este coeficiente fue igual a 1 para la Escherichia coli y mayor que 1 para
la Listeria innocua, al igual que en este estudio. Se puede ver que el comportamiento
de la Escherichia coli con el APA varia segun el medio en donde se encuentre, esto
puede estar relacionado al comportamiento de la pared externa de las bacterias
Gram-.

Se debe considerar que el coeficiente de dilucion es especifico para cada cepa 'y
desinfectante, segun Gallardo (2006), la Escherichia coli tiene un coeficiente de
dilucion de 2,4, esto comparado con otro desinfectante de uso industrial y
domeéstico. Por lo que el coeficiente de dilucion se puede interpretar como la
dependencia del microorganismo con respecto a la concentracion y tiempo de
accion de cada desinfectante.
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IX Conclusiones

Se cumple lo establecido en la hipétesis, demostrando que el acido peracético es
efectivo a la concentracion recomendada por el fabricante (1000 ppm), ademas, se
establecio que con dicha concentracion el desinfectante elimina mas del 99,999%
de la poblacién bacteriana, tanto de Escherichia coli como de Listeria innocua, con
un tiempo de accion de 30 seqg, cumpliendo asi con el test de Chambers.

Se pudo establecer que el desinfectante es efectivo, eliminando méas del 99,999%
de la poblacion bacteriana de las cepas Escherichia coli y Listeria innocua, con una
concentracion minima de 300 ppm y un tiempo de accién de 2 min.

El coeficiente de dilucién de Escherichia coli resulté ser 0,999. Al ser casi igual a 1,
implica que el efecto biocida del acido peracético sobre esta cepa depende del
tiempo de accién y de la concentracion de desinfectante en igual medida. El
coeficiente de dilucién de Listeria innocua fue de 1,35. Por ser mayor a 1, implica
que el efecto biocida del acido peracético sobre esta cepa depende mas de la
concentracion de éste que del tiempo de accion.

Se establecidé que no existen diferencias significativas en el efecto biocida del acido
peracético para ambas cepas, por lo que este desinfectante podria ser efectivo para
bacterias Gram+ y Gram- al mismo tiempo de accién y concentracién. Esto hace
gue el desinfectante estudiado sea de mayor utilidad en la industria alimentaria, ya
que puede eliminar o bajar la carga bacteriana de una alta variedad de bacterias
gue pueden estar presente en cualquier tipo de industria, y no solo en la industria
cervecera, que es el fin con el cual se comercializa este desinfectante.

Por ultimo, se recomienda hacer pruebas in vivo, simulando superficies o sistema
CIP a escala, para comparar la efectividad del acido peracético como desinfectante
de superficies con los resultados expuestos en este estudio y ver asi su utilidad en
la industria alimentaria.
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Xl Anexos

Anexo 1: Andlisis estadistico

El analisis estadistico se basé en buscar diferencias significativas dentro de los
distintos tratamientos con el desinfectante.

Anexo 1.1: ANOVA multifactorial

Tabla a: Valor-p de la ANOVA multifactorial del tiempo de accion y concentracion
del desinfectante para cada cepa a 95,0% de confianza

Valor-p
Factores ‘ Listeria innocua Escherichia coli
Tiempo de accién ‘ 0,1507 0,1290
Concentracién ‘ 0,0263 0,1856

Tabla b: Prueba de multiples rangos de la concentracion de desinfectante para cada
cepa

Concentracion (ppm) Media LS
Listeria innocua Escherichia coli
1000 -0,05 @ -0,05®@
500 4,2 (@b) 2,39@
300 5,4 ®) 3,013 ®

Superindices iguales indican que no hay diferencias significativas

Prueba de multiples rangos por el método de Tukey HSD con una confianza del
95%
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Anexo 1.2: ANOVA simple

Tabla c: Valor-p del analisis ANOVA entre ambas cepas para cada factor, logaritmo
del recuento final (log (N)), velocidad especifica de muerte (k), tiempo de reduccién
decimal (TRD) y eficiencia germicida (%E) a un 95,0% de confianza

Factores Valor-p

log (N) 0,2994
K 0,4708
TRD 0,4264
%E 0,4433
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