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REDUCCION DE Salmonella senftenberg y Escherichia coli EN PIEL DE
CERDO UTILIZANDO SOLUCIONES DE DIOXIDO DE CLORO GASEOSO

Wong, Eric’ y Linton, Richard H."

ABSTRACT

REDUCTION OF Safmonella senftenberg AND
Escherfchia coli ON PORK SKIN USING CHLORINE
DIOXIDE GAS SOLUTIONS

The reduction of Saimonela senftenbengand Escherichia
coli on pork skin using chlorine dioxide gas was studied.
Samples of pork skin were aseptically excised from the ham
area and inoculated with approximately 8 log10cfu/cm? of
Saimonela senftenbergor Escherichia coli,. Totallogarithmic
reductions for both microorganisms were determined after
treating the samples for 60 and 600 s with chlorine dioxide
gas solutions of the following concentrations: 0, 294, 588,
784 and 1046 mg/L. Total logarithmic reductions observed
for & senftenberg were significantly smaller than those
observed for £ coff (p=0,05). For 5 senffenberg no
significant difference was found among the reductions for
60 or 600 s (p>0,05). For both contact times reductions
found for chlorine dioxide gas solutions were not different
fram those found for the contral (p>0,05).  All reductions
found for 5. senftenbergranged from 0,0 log10cfu/cm?’ to
0,4 loglOcfu/em?. Reductions found for £ colf were
significantly higher when treated during 500 s compared to
a 60 s treatment (p<0,05). A maximum reduction of 3,2
log10cfufem? was found for a concentration of 294 mg/L
applied for 600 s. This reduction was different from the ane
found for the control {p<0,05) and not significantly different
from those observed at higher concentrations {p=0,05).
Results presented in this study demonstrate the antimicrobial
effect of chlorine dioxide gas solutions for £, coffon pork
skin. This indicates a potential use of chlorine dioxide gas
solutions to establish a pathogen reduction strategy that
can allow the pork industry to comply with regulations set
for £ ol Since similar treatments were not useful to
reduce levels of 5. senftenberg, such a strategy will only
provide a partial solution.

Key words: Salmanella sentftenberg, Eschericiiia cofi, pork
skin, chlorine dioxide.

* Forueds de Teonolapa de Abmenits, Lnhersdsd o Costa B
"5 Depar Lamend of Food Science, Pusdue Uneeeuly, Wit Lalspeite, [nehang 410060

RESUMEN

Se estudio la reduccion de Salmonella senftenberg y
Escherichia colien piel de cerdo utilizando didxido de cloro
gaseoso. Se tomaron asépticamente muestras de piel de
cerdo del area de la pierna y se inocularon con
aproximadamente 8 logl0ufc/cm’ de 5. senftenberg o £
coff. Para ambos microorganismos, se determinaron las
reducciones logaritmicas totales después de tratar las
muestras por 60 ¢ 600 s con soluciones de dioxido de cloro
gaseoso con concentraciones de 0, 294, 588, 784 y 1046
mg/L. Las reducciones logaritmicas totales observadas
para 5. senftenberg fueron significativamente menores
(p=<0,05) gue las observadas para £ cofi. Para
5. senftenberg, no se encontraron diferencias significativas
{p=0,05) entre las reducciones determinadas a 60 s y 600
s. Para ambos tiempos de contacto, las reducciones
logradas con todas las soluciones de didxido de cloro
gaseosos no fueron diferentes (p>0,05) de la lograda con
el control. Todas las reducciones encontradas para
5. senftenbergoscilaron entre 0,0 y 0,4 log10ufc/cm®. En
el caso de £, colf las reducciones fueron mayores (p<0,05)
cuando los tratamientos se aplicaron por 600 s comparadas
con las obtenidas por 60's. Para este microorganisme la
maxima reduccion (3,2 logl0cfu/cm?) se abservo para |a
solucion de 294 mg/L aplicada por 600 s, Esta reduccion
fue diferente (p<0,05) a la encontrada para el control, y no
difiria significativamente {p=0,05) de las reducciones
observadas a concentraciones mayores. Los resultados de
esta investigacion demuestran el efecto antimicrobiano de
soluciones de didxido de cloro gaseoso sobre Escherichiia
colf en la superficle de piel de cerdo. Bajo las mismas
condiciones, estas soluciones no tuvieron efecto de reduccion
sobre S, senftenbery. Esto indica un posible uso del dioxido
de cloro gasenso en una estrategia parcial de reduccion de
patégenos que ayude a la industria a cumplir [as normas

Palabras clave: Salmonella senftenberg, Eschericiia col
piel de cerdo, dioxido de cloro.
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INTRODUCCION

Una estrategia de reduccion de patogenos puede
definirse como el proceso que reduce o elimina
microorganismos patdgenos y otros microorganismos
asociados presentes en los alimentos (USDA, 1996). Estas
etapas utilizan agentes fisicos o quimicos, con efecto
antimicrobiano, que permiten la eliminacién o disminucion
de estos microorganismos a niveles aceptables.

Durante las operaciones de matanza es imposible evitar
la contaminacicn de las canales con el contenido fecal del
animal (Dickson & Anderson, 1992). Esto representa uno
de los aspectos mas criticos que enfrenta la industria carnica
desde el punto de vista de calidad e inocuidad. Aunque la
mayaria de la flora bacteriana transferida a la canal du-
rante las operaciones de matanza es no patogenica, algunos
pategenos coma Salmonella sop., Escherichia coll 0157:H7,
Campplobacter spp. y Listeria monocytogenes pueden estar
presentes (Dickson & Anderson, 1992; Hardin ef &/, 1995).
Las estrategias de reduccion de patdgenos pueden ayudar
a controlar la presencia de estos microorganismos.

Como parte de las regulaciones del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) para la industria
carnica (USDA, 1996), se han definido niveles maximos
aceptables para el recuento de £ colf v para la incidencia
de Salmonella spp. en canales después del proceso de
matanza. A pesar de que actualmente no se requieren por
ley, las estrategias de reduccidgn de patdgenos son
recomendadas como complemento para los programas de
Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (HACCP).
El establecimiento de dichas estrategias en los procesos
de matanza puede contribuir a reducir o mantener los
niveles de £ colf y Salmonelia spp. dentro de los margenes
exigidos por ley,

Por su efecto antimicrobiano comprobado, los
compuestos clorinadas han sido utilizados extensamente
en la industria alimentaria como agentes de desinfeccion
de superficies y equipos.  Recientemente se ha recono-
cido al dioxido de cloro gaseoso como un agente
antimicrobiano que presenta algunas ventajas sobre otros
compuestos clorinades (Reina ef &/, 1995). Entre las
ventajas mas importantes se pueden citar su efecto
bactericida independiente del pH, mayor actividad contra
esporas bacterianas, y baja peligrosidad al no reaccionar
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con compuestos nitragenados para producir cloraminas
(Aieta et af, 1984).

De acuerdo con Bernarde ef &/, (1967), las propiedades
antimicrobianas de los compuestos clorinados se conocen
desde hace mucho tiempo, y en el caso del didxido de cloro
el poder de oxidacion es 2,5 veces mayor comparado con
el cloro. Lillard (1979} encontrd que una concentracion de
digxido de cloro tiene un poder bactericida 7 veces mayor
que la misma cancentracion de claro en agua. El uso del
didxido de cloro va en aumento, pues el compuesto ha sido
incorporado en la formulacion de productos quimicos que
se utilizan con frecuencia en la industria alimentaria en
procesos de limpieza y desinfeccion (Odlang, 1981).

Se han realizado varios estudios para evaluar el uso del
didxido de cloro en procesos relacionados con alimentos.
Reina et af (1995) estudiaron el control de microorganismos
durante el procesamiento de pepine agregando didxido de
cloro al agua de enfriamiento. Estos autores encontraron
que el didxido de cloro puede utilizarse con éxita para evitar
el aumento de la poblacion bacteriana en las aguas de
enfriamiento, pero no es efectivo sobre la poblacion presente
en |a superficie o interior del vegetal. Foegeding et @i,
{1986) comprobaron la inactivacion de las esporas de Ba-
cillus y Clostrigium utilizando dioxido de cloro gaseoso.
Villareal et &/ (1990) determinaron que la dosificacion lenta
¥ progresiva de dioxido de cloro es (til para reducir, e inclu-
sive eliminar, Salmonela spp. en canales de polla.

Lin et &l (1996) demostraron el efecto antimicrobiano
de soluciones de dioxido de cloro gaseoso (concentraciones
entre 7,5 y 15 ppm) sobre Escherichia colf vy Listeria
monocytogenes Scott A en trozos de pescado, Cutter &
Dorsa (1995) evaluaron el uso de |a atomizacion can
soluciones de dioxido de cloro gaseoso en procesos de lavado
para reducir la contaminacion fecal en canales de res, Estos
autores encontraron que los lavados por atomizacion son
efectivos en concentraciones alrededor de 20 ppm.

Las estrategias de reduccion de patogenos basadas en
el uso de soluciones de didxido de cloro gaseoso podrian
ser Utiles para reducir la contaminacion microbiana super-
ficial en la piel de las canales de cerdo. Esto podria ayudar
a que esta industria carnica cumpla con los requisitos le-
gales que han sido establecidos por el USDA (1996) para
Salmonelia spp. vy E coli.  Con base en lo anterior, se
planted como objetivo de este estudio, evaluar el efecto de



soluciones de didxido de cloro gaseoso sobre la reduccidn
de Salmonefia senftenberg y Escherichia coli en piel de
cerdo.

MATERIALES Y METODOS
Preparacidn de las muestras de piel de cerdo

Se tomaron muestras de piel de cerdo de la zona de la
pierna utilizando cuchillo y pinza estériles, y siguiendo las
técnicas asépticas se abtuvieron trozos de 300 cm? {30 cm
X 10 cm) de superficie y 1 cm de espesor. Las muestras se
tomaron de canales con menos de 2 h de refrigeracion
después del proceso de matanza, Todas las muestras
fueron colocadas asépticamente en bolsas Whirlpack™
estériles y transportadas inmediatamente al laboratorio,

Cepas bacterianas e inoculacidn

Las muestras de piel de cerdo fueron colocadas sobre
una superficie de acero inoxidable estéril para ser
inoculadas. Las superficies de las muestras fueron
inoculadas con Salmonelz senftenberg (aislada de carne
de cerdo en Virginia Polytechnical Institute, Virginia) o Es-
chericlia coli GM 1829, Para ello se utilizaron cultivos en
fase estacionaria propagados del cultivo madre a 379C por
18 h de forma estatica en caldo tripticasa soya (Difco Labo-
rataries, Detroit, MI). El cultive madre de cada cepa se
mantuvo a 4°C en tubok con agar tripticasa soya (Difco
Laboratories, Detroit, MI) inclinado y fue transferido al menas
una vez al mes durante el desarrollo de la investigacian.

Para la incculacion de las muestras de piel de cerdo se
tomad una alicucta del cultivo puro sin diluir. Esta alicuota
se esparcié cuidadosamente sobre la superficie de las
muestras con una brocha estéril para obtener una carga
inicial aproximada de 8 logl0cfu/cm?®. Se dejo secar el
indculo por 15 min a 259C antes de aplicar los tratamientos
con |as soluciones de digxido de cloro gaseoso. El indculo
que se coloco en la superficie de las muestras se considerd
como la Gnica fuente del microorganismo, ya que €l recuento
total de bacterias mesdfilas (Vanderzant y Splittstoesser,

1992) en la piel de cerdo antes de la inoculacidn fue menor
que 10 ufc/em?,

Soluciones de didxido de cloro gaseoso

Para generar el didxido de cloro gaseoso se utilizd el
generador COG High Performance Chlorine Dioxide Gas
Generator (CDG Technologies Inc, New York, NY). Se utilizd
digxido de cloro gaseoso balanceado con 4% de nitrdgeno
para generar 8% de dioxido de cloro gasecso sobre
nitrdgeno con una densidad de 2840 mg/L. La solucidn
madre de didxido de cloro se obtuve inyectando el gas en
agua destilada y se mantuvo a 4°C en |a oscuridad.

La concentracion de la solucidn madre (1494 mg/L) se
determing utilizando el método de valoracion DPD-FEAS para
cloro total (HACH Co., Ames, lowa). Se generd una curva
de calibracidn correspandiente a la concentracion de didxido
de cloro gaseoso en funcion del volumen del reactivo
empleado en la valoracién (valorante) y se obtuvo la
siguiente ecuacion para el mejor ajuste de dicha curva:

[C10,] = [0:02 (volumen valorante en mL)+0,09mgfL (rF=0,99)

Una vez determinada la concentracian de la solucian
madre, se prepararon las soluciones con la concentracidn
a ensayar (294, 588, 784 y 1046 mg/L) utilizanda equipa
volumetrico calibrado para realizar las diluciones necesarias.
Estas soluciones se mantuvieron a 40C en la oscuridad hasta
su uso (menos de 1 h después de preparadas).

Determinacidn de las reducciones logaritmicas
totales

Las reducciones logaritmicas totales para 5. senffenberg
y E. coli sobre piel de cerdo fueron determinadas para
soluciones de didxido de cloro gaseoso con concentracionss
de 294, 588, 784 y 1046 mg/L aplicadas a la superficie por
60 ¢ 600 s (tiempo de contacto). Se trabajé también un
control con agua destilada estéril (0,0 mag/L) para ambos
tiempos de contacto,

Después de la inoculacion con el microorganismo
correspondiente, los trozos de 300 cm?® fueron
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asépticamente divididos con un cuchillo esteril para obtener
trozos de 9 cm? (3 cm X 3 cm) de area. El cuchillo fue
sumergido en alcohol y flameado entre cada corte. Para
cada microorganismo, cada tratamiento se aplicd por
triplicado utilizando trozos que fueron inoculados de forma
independiente.

Para determinar la carga inicial después de la inoculacidn
se utilizo un trozo sin tratamiento. Los tratamientos se
llevaron a cabo colocando 45 mL de la solucidn
correspondiente en una placa de Petri y sumergiendo el
trozo de piel inoculado durante el tiempo de contacto
correspondiente (60 6 600 s). Los trozos se manipularon
con pinzas estériles.

Para determinar la carga inicial o la carga remanente
después de cada tratamiento se siguid la técnica de recuento
total aerobio seglin Vanderzant y Splittstoesser (1992).
Cada trozo de piel fue homogeneizado en 9 mL de agua
peptonada al 0,1% durante 1 min n un Stomacher
(Stomacher Lab Blender 400, London). A partir del
homogeneizado se prepararon diluciones decimales de las
cuales 1 mL fue colocado, por duplicado, en Petrifilm™ para
recuento total asrobio (3M, Minneapolis, MN), el cual se
incubd a 37°C por 48 h, El recuento se expreso en log10ufc/
cmi,

La reduccion logaritmica total para cada tratamiento
{combinacion de concentracion y tiempo de contacta) se
determing calculando la diferencia entre el logaritmal0 del
recuento obtenido después del tratamiento y el logaritmo10
del recuento inicial.

Disefio experimental y andfisis de datos

El experimento correspondic a un disefio irrestricto
aleatorio n un arreqlo factorial 2 X 5 X 2 (microarganismo,
concentracion de la solucion y tiempo de contacto,
respectivamente) con tres repeticiones. Para evaluar las
diferencias entre las reducciones logaritmicas totales
observadas para cada microorganismo, concentracion de
la solucion y tiempo de contacto, se realizd una analisis de
variancia con una prueba de Scheffe's para comparacion
de promedics. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas si la probabilidad asociada
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fue menor que 0,05 (p<0,05). Todos los analisis se realizaron
utilizando el paquete Statistical Analysis System (SAS) (SAS
Institue, Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudid el efecto del tiempo de contacto y de la
concentracién de diferentes soluciones de didxido de cloro
gaseoso sobre las reducciones logaritmicas totales de
Salmonelia senftenbergy Escherichia colfen la superficie
de piel de cerdo. Los resultados se muestran en el Cuadro
1.

Cuadro 1. Reducciones logaritmicas totales promedio
{logl0ufcfem?) para Safmonella senftenberg y Escherichia
co/f en superficie de piel de cerdo expuesta a diferentes
tiempos de contacto con soluciones de diferente
concentracién de didxide de cloro gaseoso!

O, {mafL) s 605 Gls o0s
0 01£01° OL£01° DL£00" 00=01°
M 014£05* 04402* 00£01* 32201
=58 044£04% 02405* Z4x11* 34£08°
i) 00+00* 04+01* 3F2x07* 37+02°
1046 DO£01* 02+04° 2Z7£27° 33431°

Los promedos se muestran oon e infervalo de confianed de %5%. Los promedos
£ 2N s Columng, con letras mindsoulas dferentes, son synficathamente
diferontes (p<0,05)

En general, las reducciones logaritmicas totales
observadas para 5. senffenberg fueron menores (p<0,05)
que las observadas para £ cofl Mo hubo diferencia
significativa (p=>0,05) entre las reducciones de
5. senftenberg encontradas para ambos tiempos de
contacto, por lo que un aumento de 10 veces (de 60 a
600 5) en el tiempo de exposicion no produjo una reduccidn
mayor en €l caso de este microorganismo.

Para ambos tiempos de contacto, las reducciones
determinadas para las soluciones de didxido de cloro
gaseoso (294, 588, 784y 1046 ma/fL) no fueron diferentes
a la reduccion encontrada para el control (0,0 mg/L),



por lo que esta cepa de 5. senftenberg resiste
soluciones de didxido de cloro gaseoso de hasta 1046
mg/fL. Los valores encontrados, entre 0,0y 0,4 log ufc/
cn?, indican que ninguna de las condiciones ensayadas
en esta investigacion podria utilizarse para establecer una
estrategia de reduccion de patdgenos que ayude a reducir
o eliminar a 5. senftenberg en la superficie de piel de
cerdo.

Para un tiempo de contacto de 60 s, no se encontro
diferencia {p=0,05) en las reducciones de £ coli
obtenidas para el control (0,0 ma/L) y la solucidn de 294
ma/L. Por otra parte, y para este mismo tiempo de
contacto, las reducciones obtenidas para las soluciones
de 588, 784 y 1046 mag/L no difirieron entre si (p>0,05),
pero si fueron mayores (p<0,05) que las encontradas
para la solucion de 294 mg/L y el control (0,0 mg/L).

Cuando las muestras inoculadas con £, coff se trataron
por 600 5, las reducciones observadas para as soluciones
de 294, 588, 784 y 1046 mg/L fueron mayores (p<0,05)
que las observadas para el contral (0,0 ma/L). Sin
embargo, esas reducciones no fueran diferentes entre si
{p=0,05), indicando que la méxima reduccion logaritmica
total para £ co¥f (3,2 log, ufc/cm’) se alcanzo, a 600 5,
con la solucion de 294 mg/L. Esta Gltima representa la
condicion del estudio que produjo una mayor reduccion
de £ coffen la superficie de piel de cerdo, dado que a
600 s las reducciones de £ colf fueron mayores (p<0,05)
que aa0s,

Ya que alin no se ha definido la copcentracion maxima
permitida para soluciones de dioxido de cloro gaseoso
que se utilizan en productos de cerdo, es claro que debe
recomendarse el uso de la concentracion mas baja que
garantiza la maxima reduccian,

Las condiciones antes mencionadas, que garantizan
una reduccion de 3,2 log ufc/cm® de £ cofien la
superficie de piel de cerdo, podrian utilizarse con éxito
en el establecimiento de un tratamiento superficial de la
canal de cerdo que ayude a esta industria camica a cumplir
con los niveles exigidos por ley para £ cofi Sinembargo,
por el poco éxito obtenido bajo las mismas condiciones
con la cepa usada de 5. senflenberg, ese tratamiento
seria Unicamente una solucion parcial.
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