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Evaluacion de la eficiencia de didxido de cloro para reducir niveles de Listeria
monocytogenes en germinados de Alfalfa

Andrea Suazo Rosales

Resumen. Los germinados de alfalfa son semillas que iniciaron su primera etapa de
desarrollo, estos son consumidos crudos o ligeramente cocidos para evitar la pérdida de
valor nutricional. Se evaluo la eficiencia del didxido de cloro a 3 ppm como desinfectante
para reducir niveles de Listeria monocytogenes, estableciendo tratamientos durante 5 dias
por 10 minutos, asi mismo, conduciendo un control con agua destilada. Cada dia se tomaron
muestras antes y después de tratamiento para luego ser procesadas por un homogenizador.
Esta etapa del experimento fue analizada mediante un Disefio Experimental Completamente
al Azar con medidas repetidas en el tiempo. En el dia 5 se tomaron muestras del control
para tratarla con dioxido de cloro a 3 ppm por 10 min, para luego separar los germinados
en hoja, tallo y raiz para determinar la prevalencia del patdgeno. Se analiz6 la prevalencia
del patogeno mediante Bloques Completos al Azar. El tratamiento durante los 5 dias no
obtuvo diferencias significativas (P>0.05) entre las reducciones de muestras tratadas con
agua (0.35 log UFC/qg) y el desinfectante (0.38 log UFC/g). Listeria monocytogenes se
distribuy0 equitativamente en cada una de las partes del germinado. El di6xido de cloro a 3
ppm reduce 83.40% del patdgeno inoculado. Este estudio sugiere probar diferentes
desinfectantes siguiendo las regulaciones del FDA y de esta manera no comprometer la
salud del consumidor.

Palabras clave: Crecimiento, desinfeccion, patégeno, productos frescos.

Abstract. Alfalfa sprouts are germinated seeds, which are consumed raw or lightly cooked
to avoid the loss of nutritional value. The efficiency of chlorine dioxide at 3 ppm was
evaluated as a sanitizer to reduce levels of Listeria monocytogenes, treating them during 5
days for 10 minutes, as well as carrying out a control with distilled water. Each day samples
were taken before and after the treatment and then were processed by a homogenizer. This
phase of the experiment was analyzed with a Completely Randomized Design with repeated
measures over time. On day 5, samples from the control were taken to treat them with
chlorine dioxide at 3 ppm for 10 min, then the sprouts were separate in leaf, stem and root
to determine the prevalence of the pathogen using a Randomized Complete Block Design.
The treatment during the 5 days did not obtain significant differences (P>0.05) between
reduction of samples treated with distilled water (0.35 log CFU/g) and chlorine dioxide
(0.38 log CFU/g). Chlorine dioxide at 3 ppm reduce up to 83.40% of the inoculated
pathogen. Listeria monocytogenes was distributed equally in each of the parts of the sprout.
This study suggests testing different disinfectants according to FDA regulations and thus
do not compromise consumers’ health.

Key words: Fresh produce, growth, pathogen, sanitization.
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1. INTRODUCCION

La industria alimentaria lucha constantemente contra los microorganismos que podrian
causar enfermedades a los seres humanos por medio de los alimentos. Cada afio alrededor
del mundo se reportan brotes asociados con alimentos contaminados que pueden llegar a
causar enfermedades o incluso la muerte, estos son causados por microorganismos
patdégenos como bacterias, virus u hongos (CDC 2017). Un brote de enfermedad transmitida
por los alimentos es cuando dos 0 mas personas se enferman por haber consumido el mismo
alimento o bebida. Los oficiales de salud publica se encargan de investigar el brote para
detenerlo y prevenir que mas personas se contaminen (CDC 2018). En 1996 fue la primera
vez que se reportd un brote de enfermedades transmitidas por alimentos, debido al consumo
de germinados. Segun la base de datos de enfermedades transmitidas por los alimentos, la
mayoria de los brotes con germinados son causados por Samonella seguidos por E. coli
0157:H7 y Listeria monocytogenes (Clark 2018). Estos microrganismos se encuentran en
todas partes, sin embargo, dependen de condiciones ideales que les permitan sobrevivir y
multiplicarse. Estas se dividen en factores extrinsecos e intrinsecos. Algunos factores
extrinsecos son la humedad del medio y la temperatura, mientras que los intrinsecos son la
actividad de agua, acidez, potencial de 6xido reduccion, composicion quimica del alimento
y otros (OMS 2016).

Listeria monocytogenes es una bacteria, no formadora de espora, bacilo, Gram positiva y
anaerodbica facultativa (Farber y Peterkin 1991). Esta bacteria es capaz de sobrevivir a
temperaturas de refrigeracion y resistir a ambientes de estrés (alta salinidad y pH bajos),
convirtiéndola de alta preocupacion para las industrias alimentarias. Puede ser encontrada
en el suelo, ambientes agricolas y alimentos de origen animal. La enfermedad causada por
este patdgeno es llamada listeriosis, personas inmunocomprometidas, nifios recién nacidos
y mujeres embarazadas son los de mayor riesgo a esta enfermedad (FDA 2018). La
listeriosis es la tercera causa de muerte por enfermedades transmitidas por los alimentos
(CDC 2016). De acuerdo con el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades,
mueren 260 personas por afio por la contaminacidn de Listeria monocytogenes (CDC 2017).

Los germinados como su nombre lo indica son semillas que iniciaron su primera etapa de
desarrollo, durante la que presentan caracteristicas propias de las hortalizas. Estos se
consumen crudos o ligeramente cocidos para evitar la pérdida del valor nutricional en la
coccion (Barron et al. 2009). Son una gran fuente de nutrientes, tales como proteina,
enzimas, clorofila, vitaminas, minerales, entre otros. Los germinados mas populares son
alfalfa y frijol mungo (Newgent 2015). Para la produccion de germinados es necesario tener
en cuenta varios factores, entre los cuales se incluyen mantener un ambiente himedo
agregando constantemente agua y una temperatura entre 21 y 26 °C durante su periodo de
crecimiento. Estaran listos para ser cosechados de 4 a 5 dias después la germinacion de la



semilla. Para desinfectarlos se les rocia un desinfectante ya sea con un clorado, agua
ozonizada o cualquier otro desinfectante Schrader 2002). Un producto comunmente
utilizado es el dioxido de cloro, utilizado como agente antimicrobiano (Pubchem 2005).

Se han realizado estudios para reducir la prevalencia de patdgenos en los germinados de
alfalfa utilizando diferentes tipos de desinfectantes. En un estudio, se utilizaron altas
concentraciones de dioxido de cloro para medir la supervivencia del patdgeno (Taorminay
Beuchat 1998). Singh et al. (2002); evaluaron la eficacia del aceite esencial de tomillo, agua
ozonizada y dioxido de cloro en diferentes niveles, para reducir E. coli 0157:H7 de semillas
y de alfalfa. Se aplico el desinfectante individualmente y en un lavado secuencial, utilizando
suspension de aceite de tomillo seguido de agua ozonizada y dioxido de cloro acuoso. La
desinfeccion secuencial tuvo mejores resultados al lograr una reduccion de 4.18l log ufc/g.
En el 2009 Kim et al., realizaron una investigacién combinando &cido fumaérico, diéxido de
cloro en solucion acuosa e irradiacion con UV-C, para reducir E. coli 0157:H7, Salmonella
y Listeria monocytogens. Los germinados de alfalfa y trébol se trataron con las siguientes
combinaciones, UV-C con &cido fumarico, y diéxido de cloro con acido fumarico. La
combinacion de UV-C con é&cido fumarico dio como resultado una reduccion en 3.03, 2.88
y 2.81 log ufc/g después de 3, 5 y 10 minutos de exposicion respectivamente. La
combinacion de didxido de cloro y acido fumarico dio como resultado una reduccién de
2.39, 2.67, 2.95 y 3.18 log ufc/g después de 1, 3, 5 y 10 minutos de exposicion
respectivamente.

A lo largo de los afios se han realizado muchos estudios para la reduccion de patdégenos en
los germinados, sin embargo, no hay un estudio con diéxido de cloro utilizando el maximo
permitido (3 ppm), para reducir niveles de Listeria monocytogenes (FDA 2017). La presente
investigacién tuvo como objetivos:

e Evaluar la eficacia del diéxido de cloro como tratamiento para reducir la presencia de
Listeria monocytogenes durante la germinacion de semillas de alfalfa aplicando el
tratamiento durante el crecimiento y post germinacion.

e Evaluar la prevalencia de Listeria monocytogenes en las diferentes partes del
germinado, hoja, tallo y raiz.

e Determinar la tasa de crecimiento de Listeria monocytogenes en condiciones de
germinacion.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacién del estudio.

La investigacion se realizé en la Universidad Estatal de Luisiana, Baton Rouge, Luisiana,
Estados Unidos de América. Dicho estudio tom6 lugar en el laboratorio de inocuidad
alimentaria de la institucion antes mencionada.

Preparacion del in6culo.

Para este estudio, se utiliz6 un coctel de Listeria monocytogenes. Las cepas utilizadas son
V7 aisladas de la leche (Ryser 1989), 101M aisladas de la carne (Flynn 2018) y LCDC
aisladas de vegetales (Berrang et al. 1989). El primer dia, se inoculé 0.1 ml de cultivo de
Listeria monocytogenes en 10 ml de caldo triptona de soya més extracto de levadura al 0.6%
(TSBYE) y se incubaron durante 18 a 24 horas a 37 °C. El segundo dia, se inoculé 1 ml de
cada cultivo bacteriano en 10 ml de caldo TSBYE y se incubaron a 37 °C durante 18 a 24
h. El tercer dia, se inocul6 0.1 ml del cultivo previo en 10 ml de TSBYE y se incubd durante
24 horas a 37 °C. Las células se lavaron, colocando 10 ml de cada cultivo en tubos falcon
y se centrifugaron durante 5 minutos a 6,500 rpm. Se elimino el sobrenadante y luego las
células se lavaron con 10 ml de buffer fosfato salino (PSB). El sedimento se mezcl6 con 10
ml de PBS y se agitd en vértex para mezclar bien. Para el coctel, se usaron 10 ml de in6culo
de cada cepa y se mezclaron en un tubo falcon de 50 ml, del cual se tomé la absorbancia a
600 nm.

Inoculacion de semillas de alfalfa.

El coctel de cepas se diluyo con agua peptonada 0.1% hasta 10*, se tomo 30 ml de in6culo
diluido para ser mezclado con 270 ml de PBS. Luego se coloc6 en una bolsa con filtro que
contenia 300 gramos de semillas de alfalfa organicas de la marca Handy Pantry. Se mezcl6
con las manos continuamente durante cinco min. Las semillas inoculadas se colocaron en
placas Petri estériles (150 x 20 mm). Para secarlos, se situaron las placas de Petri dentro de
la campana de bioseguridad y se removian las semillas cada 30 min hasta que estuvieran
secas (aprox 2.5-3 hrs).

Preparacion de didxido de cloro.

Para realizar la solucién desinfectante de dioxido de cloro se combinaron 2.5 g de cloruro
de sodio con 250 ml de agua destilada y se mezcl6 hasta ya no ver precipitado. Luego se
transfirié 225 ml de la solucidn a una botella nueva con una barra magnética de agitacion.
A los 225 ml de solucion se adiciond 10.5 ml de &cido clorhidrico 1.0 N. La solucion no
debe estar expuesta a la luz, por lo tanto, se cubri6 la botella con papel aluminio. Se mezclé



la solucidn en una placa de agitacion durante 1 hora sin calor a 150 rpm. La determinacion
de la concentracion del CIO> se realiz6 mediante un colorimetro. Primero se realizé una
medicidn en blanco. Para realizar el blanco se coloc6 10 ml de agua destilada en el frasco
de muestra. El tubo se limpio con un pafiuelo de papel y se inserto en el colorimetro. Se
presiono el boton con el nombre de ZERO vy la pantalla mostré 0.00 mg/ml de CIO». Para
medir la concentracion del concentrado se mezclé 100 ml de agua destilada con 0.25 ml de
concentrado de CIO>. De esta nueva solucion se agregd 10 ml en otro frasco de muestra, a
este se le adicionaron 4 gotas de glicina y se mezclo. Luego se afiadié un sobre de polvo de
cloro libre DPD (dietil-1,4 fenilendiamina sulfato), este se mezclé hasta que desaparecio el
precipitado. Antes de insertarlo en el colorimetro se esperd un minuto. Se limpié con un
pafiuelo de papel y se coloco en el colorimetro presionando el boton llamado READ. Con
el resultado obtenido se realizd los calculos necesarios para obtener una concentracion de
3 ppm un volumen determinado, utilizando la ecuacién 1.

VixCi=V2xCo [1]

Aplicacion del tratamiento.

Se recolectaron seis botellas estériles de boca ancha de 500 ml y se colocd 50 gramos de
semillas en cada una de las botellas. A estas se les colocé 500 ml de agua destilada (10
veces el peso de la semilla). Las semillas inoculadas estuvieron en remojo durante 4 horas
para inducir la germinacion. Se les retird el agua y los frascos se identificaron por mitad
para su respectivo tratamiento (tres para ClIO> y tres para agua destilada). Se trataron las
semillas con un volumen diez veces mayor a su peso durante 10 minutos. El tratamiento se
repitio una vez al dia durante los 5 dias que dura la germinacion.

Germinacion.

Los germinados (10 gramos) se colocaron en botellas, las cuales se almacenaron en una
incubadora a 25 °C con una humedad relativa entre el 60-70%. Durante la mafiana de cada
dia se realiz un enjuague, el cual consistia en agregar un volumen de agua destilada estéril
10 veces mayor a su peso Yy luego retirar el agua. Esto ayud6 a mantener la humedad en los
germinados.

Muestreo y analisis microbiolégico.

El muestreo para el primer dia del experimento consistié en tomar dos muestras de 10
gramos, pertenecientes de los frascos que estuvieron en remojo antes del tratamiento. Las
muestras fueron colocadas en frascos de muestreo con 90 ml de agua peptonada al 0.1%,
para ser procesadas en el homogeneizador (Omni Tissue Homogenizer) por 1-2 min. Ya
homogenizada la muestra, se prosiguio a tomar 400 uL, 200 uL, 100 uL, se colocaron en
platos de Agar Oxford (Cuadro 1) previamente preparados y se realizé la siembra por
superficie. Después de aplicar el tratamiento por 10 min, se tomaron dos muestras de
semillas de cada tratamiento (didxido de cloro y agua destilada), a las cuales se les realizo
el procedimiento previamente descrito. Se incubaron los platos por 18- 24 horas a 37 °C.



Para el segundo dia, se esterilizaron 34 botellas de las cuales 18 se enumeraron y rotularon
con el nombre de D/W (agua destilada). Los 16 restantes se enumeraron y rotularon con el
nombre de ClO», para indicar el respetivo tratamiento que recibieron. A cada botella se le
agreg0 10 gramos de germinados de acuerdo al tratamiento recibido el dia anterior. A partir
de ese dia hasta el dia cinco se tomaron dos muestras de cada tratamiento para ser
procesadas antes y después de ser tratadas. Muestras de 10 gramos y con un volumen de 90
ml de agua peptonada al 0.1%. Se realizaron las respectivas diluciones y siembra por
superficie con 0.1 ml. Después del muestreo rutinario en el dia cinco, se tomaron dos
botellas con rotulacion de D/W, una de ellas fue tratada con CIO2 por 10 minutos. Los
germinados de ambas botellas fueron separados en tallo, hoja y raiz, para ser
homogenizados con agua peptonada al 0.1% teniendo una proporcion de 1:20. De igual
manera se realizaron diluciones y siembra por superficie en agar Oxford con 0.1ml. Se
incubaron los platos a 37 °C por 18- 24 horas.

Cuadro 1. Formulacion del agar selectivo para Listeria (Agar Oxford).

Formula gramos/litro
Base de agar sangre (Columbia) 39
Esculina 1
Citrato férrico amonico 0.5
Cloruro de Litio 15
Agar 2

Fuente: Acumedia 2013

Disefio experimental y analisis estadistico.

En este estudio se utilizé un disefio Completamente al Azar con medidas repetidas en
tiempo y se realiz6 una separacion de medias Duncan. Estos analisis se realizaron para
determinar si hay diferencia estadistica entre el tratamiento de didxido de cloro y el control
(agua destilada) en el crecimiento de las bacterias. Se establecieron tres repeticiones por
tratamiento y se realizaron duplicados de muestras. EI modelo lineal se indica en la ecuacién
2.

Yij= ¢ + TRT + Timejj + TrT=Time + E;  [2]

En cada botella hay 10 gramos de semillas, las unidades experimentales seran 34 botellas.
De esas 34 botellas, 16 tratadas con ClO- (3 ppm), 18 tratadas con agua destilada (control).
Las variables independientes son CIO2 (3 ppm durante 10 min), agua destilada, el tiempo
entre el enjuague y el tratamiento, y las partes de las plantas (raiz, tallo, hojas). La variable
dependiente es el recuento de colonias (UFC/g). Para la distribucion de la planta el disefio
utilizado fue un disefio de Bloques Completos al Azar con una separacién de medias Tukey.
Los blogues son hojas, raices, tallos y los tratamientos son agua destilada y ClO, (Lyman 'y
Longnecker 2010). EI modelo lineal se indican en la ecuacién 3.

Yi=u +Ti+Bj+Ej [3]



Curvas de crecimiento.

Se realizaron curvas de crecimiento mediante el programa en linea Combase con
complemento DMFit en Excel. Se insertaron las medias obtenidas de los resultados despues
del tratamiento, junto con su respetiva cantidad de horas. Luego se prosiguio a analizar las
curvas de crecimiento del control y con tratamiento de dioxido de cloro.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los germinados de alfalfa fueron tratados durante cinco dias consecutivos con didxido de
cloro (ClO2) a 3 ppm y con agua destilada (control), no tuvieron diferencia significativa (P
<0.05). En el cuadro 2, se muestra un resumen del experimento con su respectiva media y
desviacion estandar en cada dia y tratamiento. Podemos inferir observando el cuadro 2 que
el dioxido de cloro con el agua tiene la misma capacidad reductora. Han et al. en el 2001
realizaron un estudio el cual consistié en tratar pimientos con dioxido de cloro en su forma
gaseosa y liquida (3 ppm). Los pimientos fueron inoculados con Listeria monocytogenes,
estos eran  enteros sin ninguna herida y los demas se encontraban con heridas en la
superficie. Para el estudio se realiz6 un control de tratamiento con agua destilada. Los
resultados mostraron que el didxido de cloro suministrado en forma gaseosa, obtuvo la
mayor reduccién con 3.05 log. Mientras que el diéxido de cloro liquido logro una reduccion
de 0.54 log y el agua destilada 0.51 log. En el agua y el dioxido de cloro no existié una
diferencia significativa. La literatura reportada por Han et al. (2001), concuerda con los
resultados obtenido en este estudio con germinados de alfalfa; de tal forma que el diéxido
de cloro y el agua tuvieron el mismo efecto y las reducciones oscilaron entre 0.35 log para
agua destilada y 0.38 log para el dioxido de cloro.

En el cuadro 2 se detalla la concentracion inicial del dia uno que fue de 2.90 log ufc/g, al
dia siguiente este incrementd su nimero por casi 3 log, después de haber sido tratados el
dia anterior. EI aumento de nimero de las bacterias se dio debido a las condiciones en las
cuales los germinados crecen, estos fueron puestos en una incubadora a 25 °C con una
humedad relativa entre el 60 y 70%. Ademas de estas condiciones los germinados cuentan
con una gran cantidad de nutrientes, favoreciendo la multiplicacion acelerada de Listeria.
Al hacer la comparacion de cada dia después de tratamiento con diéxido de cloro y agua
destilada, se puede determinar que las diferencias son minimas y no significativas (P>0.05).

Cuadro 2. Recuentos de Listeria monocytogenes durante la germinacion de semillas de
alfalfa inoculadas y desinfectadas con agua destilada y diéxido de cloro (3 ppm).

Log UFC/g® Log UFC/g®
Dia Agua destilada Dioxido de Cloro
Antes Después Antes Después

1 2.90£0.49 2.64+£0.79 2.90+£0.49 248 +£1.15
2 6.14 £ 0.58 5.99 +0.28 5.97 £0.32 5.80+0.31
3 7.14+0.14 6.66 £ 0.46 7.29+£0.23 6.69 £ 0.39
4 7.33+£0.36 7.12£0.37 7.31+£0.63 7.05+0.36
5 7.30 £ 0.82 6.65 + 0.93 7.16 + 0.68 6.69 + 0.81

£ No hay diferencias significativas entre tratamientos y dias de muestreo (P>0.05)
Los resultados representan el promedio + la desviacion estandar de tres repeticiones.



El objetivo de tratar los germinados todos los dias es lograr una mayor reduccion, sin
embargo, el microrganismo incrementd en el nimero de células por dia. En el dia 4, empieza
a haber una pequefia reduccion, debido a esto se infiere que pudo haber sido ocasionada por
una disminucion de nutrientes. Se recomienda hacer un estudio en el cual se haga un conteo
bacteriano en dias posteriores al quinto dia y de esta manera confirmar si existe un declive
en el numero de bacterias.

Las bacterias se adhieren a la superficie de las frutas y vegetales y a medida pasa el tiempo
estas van incrementando su nimero. ljabadeniyi et al. (2010) realizaron una investigacion,
cuyo objetivo era medir la adherencia de Listeria monocytogenes en la superficie de tomates
y espinaca durante de 30 min, 24, 48 y 72 horas. Después de 24 horas los resultados fueron
de 3.81 log UFC/tomate, a las 72 horas se obtuvo la mayor cantidad de bacterias con 4.78
log UFC/tomate. En la espinaca se encontré que de igual manera que en el tomate la bacteria
tiene la misma capacidad de adhesion. Los investigadores determinaron que Listeria
monocytogenes es capaz de adherirse a la superficie en 30 min al estar en contacto con el
vegetal.

Todas las plantas poseen una recubierta, la cual en las primeras etapas de desarrollo es
conocida como procuticula y con el paso del tiempo se convertira en cuticula. Esta provee
proteccién a la planta reduciendo la pérdida de agua y difusion de gases (Tafolla et al.
2012). Seinfiere que debido a la procuticula que poseen los germinados, la penetracion del
dioxido de cloro a 3 ppm en 10 minutos es baja, ya que esta actia como barrera y el tiempo
de exposicion es corto. El dioxido de cloro tiene un mejor efecto en su fase gaseosa que
acuosa, esto se debe a que el gas es capaz de penetrar la capa exterior de las plantas (Han
et al. 2001).

La concentracion de dioxido de cloro es un factor importante para la reduccién de un
patdgeno, en este caso la reduccion de Listeria monocytogenes. En este estudio se analizé
la reduccion a 3 ppm, sin embargo, hay estudios que se han realizado con concentraciones
mas altas y en otros productos frescos. Keskinen et al. (2009), evaluaron la eficiencia de
diferentes desinfectantes tales como el cloro, diéxido de cloro y agua acida electrolizada en
la desinfeccidn de lechuga. El dioxido de cloro fue utilizado a 100 y 200 ppm, este fue el
mas efectivo al reducir E. coli O157:H7 al reducir 1 log UFC/g. Sin embargo, el
desinfectante a esas concentraciones afectd la coloracion de las hojas de la lechuga,
disminuyendo su color. Keskinen et al. (2009), sugieren que la reduccion de un
microrganismo depende de como se encuentre la superficie del alimento y no solo del
desinfectante. Ya que si la superficie se encuentra con una fisura la bacteria entrara en esta.
Las estomas, tricomas, cortes en las orillas y dafios en el tejido de la hoja son lugares de
dificil acceso para los desinfectantes, por lo tanto, se encuentra ahi la mayor concentracion
de bacteria.

Taorima y Beuchat (1998), utilizaron diferentes tratamientos en semillas de alfalfa para
reducir E. coli O157:H7. Entre los desinfectantes utilizados estaba el didxido de cloro
acidificado a 500 ppm. Los tratamientos fueron agregados directamente a las semillas para
luego producir los germinados. Este obtuvo reducciones de 2 log UFC/g, sin embargo, se
vio afectado el porcentaje de germinacion, lo que se atribuye al pH del desinfectante pues
este se encontraba en 2.9 + 0.3.



En la segunda parte del experimento se separ0 el germinado en hoja, tallo y raiz. En el
cuadro 3 se muestran los resultados antes y después de tratamiento. No se encontrd
diferencia significativa entre las diferentes partes la planta. Las bacterias se encuentran
equitativamente en todo el germinado. Sin embargo, se encontr6 una diferencia significativa
antes y después del tratamiento de dioxido de cloro, cabe recalcar que estos fueron tratados
con agua destilada durante cuatro dias y en el quinto dia se aplicé el tratamiento.

Cuadro 3. Distribucion de los recuentos de Listeria monocytogenes en semillas de alfalfa
inoculadas, germinadas y desinfectadas con didxido de cloro (3 ppm).

Log UFC/gt
Parte del Log UFC/gt : e
germinado germinado sin tratar germinado tratado  Reduccion
con CIO2
Raiz 7.96 £0.994 7.18 £0.06 ® 83.40%
Tallo 7.85+0.904 7.16+0.37°8 79.58%
Hoja 7.73+0.444 7.21+061B 69.80%

Los resultados representan el promedio + la desviacién estandar de tres repeticiones.
£ No hay diferencias significativas entre secciones del germinado (P>0.05).

AB Letras diferentes denotan diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

€ 9% Reduccion = [1 — (UFC/g del tratamiento/UFC/g del control)] x 100

La supervivencia de L. monocytogenes en germinados de alfalfa fue evaluada por Palmai y
Buchanan (2002), quienes determinaron que dicha bacteria es capaz de proliferarse en 24
horas y alcanzar un nimero elevado de células, en condiciones de germinacion (> 30 °C).
Después de dos dias, los germinados fueron almacenados a 4 °C durante 7 dias para evaluar
el comportamiento de Listeria. Los resultados mostraron que la bacteria mantuvo su nimero
de células durante el tiempo determinado. Los procesos de germinacion de semillas son un
alto riesgo de contaminacién, debido a las condiciones provistas para las semillas que son
de igual manera ideales para las bacterias.

DMFit es un complemento de Excel, que sirve para realizar curvas de crecimiento de los
microrganismos, basado en conteos de log UFC y tiempo (horas). Mediante este
complemento se puede obtener tasa de crecimiento, fases de crecimiento, nimero poblacion
de méxima y minima esperada. En la investigacion se hizo uso de esta herramienta para
observar el comportamiento del patdégeno bajo tratamiento de dioxido de cloro en
comparacion con el control. En la figura 1 se observa la curva de crecimiento de Listeria
monocytogenes siendo tratada Gnicamente con agua destilada (control). De acuerdo con el
programa DMFit, se determind que la poblacion minima de microrganismo fue de 2.643
log CFU/g (conteo del dia uno) y su poblacion maxima fue de 7.121 log ufc/g (conteo a las
72 horas). La curva obtuvo un R-cuadrado de 0.978, por lo tanto, el 97.8% de nuestros datos
se ajustaron al modelo. La tasa de crecimiento es de 0.1421 h, siendo la velocidad de
crecimiento de la bacteria.
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Figura 1. Curva de crecimiento de Listeria monocytogenes en germinados de alfalfa,
tratados con agua destilada (control).

Para la curva de crecimiento que corresponde al tratamiento de dioxido de cloro (figura 2),
la poblacién minima de microrganismo fue de 2.482 log UFC/g (conteo del dia uno) y su
poblacién maxima fue de 7.05 log UFC/g (conteo a las 72 horas). La curva obtuvo un R-
cuadrado de 0.987, por lo tanto, el 98.7% de nuestros datos se ajustaron al modelo. La tasa
de crecimiento es de 0.140 h™l. Ambas curvas de crecimiento obtuvieron resultados
parecidos, teniendo poca variacion entre un tratamiento y otro.
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Figura 2. Curva de crecimiento de Listeria monocytogenes en germinados de alfalfa,
tratados con dioxido de cloro a 3 ppm.
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En un estudio realizado por Wu y Kim (2007), se comparo la concentracion de didxido de
cloro en solucion y fue puesta en arandanos, asi mismo, se midid sin el fruto. Las
concentraciones iniciales fueron de 1, 3, 5, 10 y 15 ppm en 24 horas. Los resultados
mostraron que en 24 h la solucion con arandanos gque contenia las concentraciones de 1-5
ppm se degrad6 por completo. Concluyendo que el dioxido de cloro se degrada en presencia
de materia organica. Por lo tanto, se recomienda realizar estudios en los cuales se describa
la relacion entre la materia organica y el didxido de cloro, como esta afecta el cloro hasta
degradarlo por completo. En el mismo estudio se analizo el efecto del desinfectante en las
mismas concentraciones para reducir hongos, levaduras y cinco patdgenos; con tiempos de
10s,1, 5,10, 20 y 30 min; 1 y 2 horas. La investigacién demostré que el dioxido de cloro
tiene una mejor eficiencia al reducir Listeria monocytogenes, 4.88 log UFC/g de reduccion
con 2 horas de tratamiento a 15 ppm. Se concluyé que es mas eficiente utilizar
concentraciones altas durante un periodo mayor de tiempo que utilizar concentraciones
bajas en un corto tiempo.

Para el estudio realizado con germinados de alfalfa tratados a 3 ppm se recomienda que se
haga una medicion del didxido de cloro después de 10 min de tratamiento, con el fin de
identificar una reduccion en la concentracion del dioxido de cloro. De esta manera hacer
una relacion entre el efecto del dioxido de cloro y el agua destilada en los 10 minutos de
tratamiento.

La capacidad de adherencia de los microrganismos en las diferentes superficies de los
alimentos esta en constante estudio. La adherencia de los microrganismos en los alimentos
depende de la bacteria y del tiempo de contacto con la superficie. Garrood et al. (2004)
determinaron que entre mas tiempo esté en contacto una bacteria con la superficie mas
células se van a adherir. En su estudio se compara la capacidad de adhesion y separacion
de la superficie, entre Listeria monocytogenes, Pantoea agglomerans y Pseudomonas
fluorescens. Se concluy6 que Listeria monocytogenes fue la mas facil en ser removida de
la superficie de tejidos de papa a 10 °C, en cuestion de 2 minutos. Sin embargo, al pasar el
tiempo esta se mantuvo constante. Se recomienda realizar un estudio en el cual se evalué si
la adhesidn esta relacionada con que las bacterias sean Gram positivas 0 Gram negativas.
Asi mismo, determinar si hay algo en su pared celular que les permita tener una mayor
adhesion a la superficie.

Al momento de comparar el estudio anterior con esta investigacion podemos inferir que
Listeria fue solamente removida de la superficie. La separacion de la superficie del
germinado y la bacteria fue realizada de igual manera por el desinfectante (diéxido de cloro)
y el agua. Los germinados estuvieron en contacto con la bacteria durante 5 dias lo cual no
indica que al tener mayor tiempo de contacto una mayor proporcién de la bacteria se adhirio
hasta llegar a una adhesion fuerte a lo largo de los dias.

Los germinados de alfalfa estuvieron en una incubadora a 25 °C durante los 5 dias. En el
estudio realizado por Gorski et al. (2003) evaluaron la adhesion de Listeria monocytogenes
en tejidos de rabano a diferentes temperaturas, las temperaturas utilizadas fueron de 10, 20,
30 y 37 °C. La mayor adhesion ocurri6 en temperaturas entre 20 y 30 °C. Ademas de la
temperatura, se evaluo el tiempo (0, 1, 2, 4 y 24 horas). Entre mas tiempo estaba en contacto
la bacteria con la superficie del tejido, en temperaturas de 20 y 30 °C, mayor era el nimero
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de células adheridas. La temperatura es un factor importante que ayuda a regular la
virulencia y genes ambientales en Listeria monocytogenes. En el estudio se demostré que
la temperatura si tuvo un efecto en la adhesion de la bacteria en la superficie. Gorski et al.
(2003) sugieren que una posible explicacion para esto es que a 37 °C la motilidad y la
biosintesis flagelar son afectadas negativamente, por lo tanto, no son capaces de moverse y
adherirse a una mayor superficie. Se infiere que Listeria monocytogenes tiene un mayor
poder de adhesion y movilidad entre temperaturas de 20 y 30 °C, haciendo mas dificil su
remocion por el dioxido de cloro utilizado.
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4. CONCLUSIONES
El dioxido de cloro en concentraciones de 3 ppm es capaz de reducir los niveles de
Listeria monocytogenes al igual que el enjuague con agua destilada.

Listeria monocytogenes se distribuye equitativamente en todo el germinado, por lo
tanto, no tiene efecto significativo retirar alguna de las partes.

Listeria monocytogenes incrementa 1 log cada 7 horas en condiciones de germinacion.
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5. RECOMENDACIONES
Evaluar la eficiencia del dioxido de cloro gasificado a 3 ppm para reducir los niveles de
Listeria monocytogenes en germinados.
Realizar un estudio en el cual se haga un lavado frecuente con agua destilada y medir
los niveles de Listeria monocytogenes después de cada lavado con el propdsito de
buscar una reduccion de Listeria.

Eliminar el proceso de cortado de los germinados.

Realizar muestreos de las semillas antes de la germinacion y de esta manera realizar un
control preventivo para cualquier posible patogeno.

Medir la concentracion del didxido de cloro después de los 10 minutos de tratamiento.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Resumen del analisis estadistico para la distribucion de partes del germinado de
alfalfa (hoja, tallo y raiz) inoculado con Listeria monocytogenes, tratados al quinto dia con
dioxido de cloro a 3 ppm durante 10 min.

Source F Value | Pr > F| R-Square | Coeff Var
PART 0.05]0.9472| 0.617731| 6.915731
TRT 7.35/0.0219
REP 4.2610.0458
PART*TRT 0.09]0.9152

Anexo 2. Tabla resumen del analisis estadistico para germinados de alfalfa inoculados con
Listeria monocytogenes y tratados con agua destila (control) y dioxido de cloro a 3ppm.

Day Source Pr>F R- Square Coeff Var ~ Growth mean

1 TRT 0.8765 0.251818 30.01543 2.703267
REP 0.3492
TRT*REP 0.2705

2 TRT 0.5711 0.212768 6.731181 5.969565
REP 0.7557
TRT*REP 0.6093

3 TRT 0.0121 0.523076 4.999526 6.950000
REP 0.6284
TRT*REP 0.5414

4 TRT 0.7041 0.109593 6.831486 7.202917
REP 0.8993
TRT*REP 0.9110

5 TRT 0.4820 0.272076 12.34307 6.946667
REP 0.3371
TRT*REP 0.8765
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