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Se evalud la eficacia del agua oxidante electrolizada para inactivar Escherichia coli O157:H7, Salmonella enteritidis y Listeria
monocytogenes . Se inoculé una mezcla de cinco cepas de E. coli 0157:H7, S. enteritidis o L. mono cytogenes de
aproximadamente 108 UFC/ml en 9 ml de agua oxidante electrolizada (tratamiento) o 9 ml de agua desionizada estéril (control)

y se incubd a 4 o0 23 °C durante 0, 5, 10 y 15 min; a 35°C durante 0, 2, 4 y 6 min; oa 45°C durante 0, 1, 3 y 5 min. La poblacion
superviviente de cada patégeno en cada momento de muestreo se determiné en agar de soja triptico. A 4 0 23 °C, un tiempo de
exposicion de 5 min redujo las poblaciones de los tres patdgenos en las muestras de tratamiento en aproximadamente 7 log CFU/
ml, con una inactivacién completa a los 10 min de exposicion. Se produjo una reduccion de >7 log CFU/ml en los niveles de los
tres patégenos en las muestras de tratamiento incubadas durante 1 min a 45 °C o durante 2 min a 35 °C. Los recuentos
bacterianos de los tres patdgenos en las muestras de control permanecieron iguales durante la incubacién a las cuatro
temperaturas. Los resultados indican que el agua oxidante electrolizada puede ser un desinfectante Util, pero es necesario

validar las aplicaciones apropiadas.

Escherichia coli enterohemorragica O157:H7, Salmonella enteritidis y
Listeria monocytogenes son patégenos transmitidos por los alimentos
de gran preocupacién para la salud publica en los Estados Unidos. Una
variedad de alimentos, incluyendo aves, huevos, carne, leche, frutas y
vegetales, han sido implicados como vehiculos de uno o méas de estos
patégenos en brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (2, 4, 5).
El programa de Reduccion de Patégenos del Servicio de Inspeccion y
Seguridad Alimentaria del Departamento de Agricultura de EE. UU.
recomienda los tratamientos antimicrobianos como método para reducir
o inactivar las bacterias patdgenas en los alimentos (13). Los métodos
efectivos para reducir o eliminar los patégenos en los alimentos son
importantes para la implementacion exitosa de los programas de analisis
de peligros y puntos criticos de control (HACCP) por parte de la industria
alimentaria y para el establecimiento de puntos criticos de control en
restaurantes, hogares y otras unidades de servicio de alimentos. En la
industria se practica el lavado de productos agricolas crudos con agua;
sin embargo, el lavado por si solo no hace que el producto esté
completamente libre de patdgenos. Aunque muchos productos quimicos
generalmente reconocidos como seguros (GRAS), incluidos los acidos
organicos, poseen actividad antimicrobiana contra los patégenos
transmitidos por los alimentos, ninguno puede eliminar grandes
poblaciones de patdégenos cuando se usan individualmente en
concentraciones aceptables en los alimentos. Los tratamientos de frutas
y verduras con agua que contiene desinfectantes, incluido el cloro,
pueden reducir pero no eliminar los patégenos en la superficie del
producto (2, 14). Por lo tanto, existe la necesidad y el interés de

desarrollar tratamientos antimicrobianos practicos y efectivos para la inactivacié'm, adr?t m%o(r;%%nei‘%rirgga &?ﬁ%%nl%s

El agua oxidante electrolizada (agua EO) es el producto de un nuevo
concepto desarrollado en Japén. Investigaciones realizadas en Japén
revelaron que la electrolisis del agua desionizada que contiene un
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La baja concentracion de cloruro de sodio (0,1 %) en una cdmara de
electrolisis donde los electrodos de anodo y catodo estaban separados
por un diafragma impartié fuertes propiedades bactericidas y virucidas
al agua recolectada del anodo (agua EO).

El agua del anodo normalmente tiene un pH de 2,7 o inferior, un potencial
de oxidacion-reducciéon (ORP) superior a 1100 mV y una concentracion
de cloro libre de 10 a 80 ppm (10). El agua EO ha sido utilizada
experimentalmente en Japon por profesionales médicos y dentales para
tratar heridas o desinfectar equipos médicos. El objetivo de este estudio
fue evaluar la eficacia del agua EO para eliminar E. coli 0157:H7, S.
enteritidis y L. monocytogenes con miras a su aplicacion potencial en

alimentos y superficies en contacto con alimentos como tratamiento
antimicrobiano.

Medios y cultivos bacterianos. Para el estudio se utilizaron cinco

cepas de E. coli 0157:H7, S. enteritidis y L. monocytogenes . Las cinco
cepas de E. coli O157:H7 (con origenes entre paréntesis siguiendo las
designaciones de las cepas) fueron E06 (leche), E08 (carne), E10
(carne), E16 (carne) y E22 (heces de ternera). Los aislados de S.
enteritidis incluyeron SE180 (humano), SE457 (huevo), SE565
(ensalada), SE294 (huevo) y SE1697 (humano). Las cinco cepas de L.
monocytogenes fueron LM ATCC 19117 (oveja), LM101 (sa lami),
LM109 (pepperoni), LM116 (queso) y LM201 (leche).

Las cepas de E. coli O157:H7 y L. monocytogenes , pero no ATCC
19117, fueron aisladas por uno de los autores, mientras que los
aislamientos de S. enteritidis se obtuvieron de los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades, Atlanta, Georgia. 37°C

e)n los alimentos.
m).

Después de la incubacién, 10 ml de cada cultivo se sedimentaron por
centrifugacion (4000 g durante 20 min), se lavaron y se resuspendieron
en 10 ml de agua peptonada al 0,1% (pH 7,1). Se determiné la densidad
dptica de la suspension y se ajusté con agua de peptona al 0,1% a 0,5
a 640 nm (lo que representa aproximadamente 109 CFU/ml). La
poblacion bacteriana en cada cultivo se confirmé colocando en placas
porciones de 0,1 ml de
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TABLA 1. Inactivacion de E. coli 0157:H7, S. enteritidis y L. monocytogenes con agua EO a4 023 °C

Temperatura

Especies bacterianas .
(°C)

Poblacién bacteriana superviviente

propiedad del agua EO

(promedio de log CFU/ml) después de la exposicion para:

0 minutos

5 minutos

10 minutos

15 minutos pH Redox (mV) Cloro libre (ppm)

E.coli O157:H7 4 7,98 0,04 1.0a 0b 0b

2,36 0,03 1,153 3 86,3 5,4
Control 7,98 0,04 7,99 0,07 7,96 0,06 7,99 0,04
S.enteritidis 7,74 0,08 1,06 0,15 0b 0b

2,48 0,03 1,153 2 83,57,8
Control 7,74 0,08 7,68 0,09 7,610,111 7,600,12
L. monocytogenes 7,910,05 1,34 0,37 0b 0b

2,63 0,03 1,160 4 43,0 4,6
Control 7,91 0,05 7,88 0,06 7,87 0,06 7,91 0,03
E.coli O157:H7 23 8,04 0,07 1.0a 0b 0b

2,37 0,01 1,155 1 82,322
Control 8,04 0,07 7,97 0,03 7,99 0,07 7,76 0,42
S.enteritidis 7,76 0,08 1.0a Ob Ob

2,450,12 1,151 1 82,05,8
Control 7,76 0,08 7,65 0,09 7,730,08 7,69 0,10
L. monocytogenes 7,890,10 1,250,33 0b 0b

2,63 0,04 1,158 5 48,541
Control 7,890,10 7,83 0,06 7,85 0,04 7,85 0,07

a Positivo por enriquecimiento.

b Negativo por enriquecimiento y sin supervivientes detectables por un procedimiento directo de siembra.

cultivo luted en agar de soja triptico (TSA) (Difco Laboratories)

placas e incubando las placas a 37°C durante 48 h. Para cada
patdgeno, porciones iguales de cada una de las cinco cepas fueron
combinados, y se usé 1 ml de la suspension como inéculo (109 CFU).

agua EO. El agua EO se gener6 con un generador de agua EO
modelo ROX 20TA (Hoshizaki Electric Company Ltd.,
Toyoake, Aichi, Japon). La corriente que pasa por el EO
generador de agua y el voltaje entre los electrodos fueron
fijado en 19,8 Ay 10 V, respectivamente. Una solucién al 12% de sodio
cloruro (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) y desionizado
el agua de la linea de suministro del laboratorio se
bombeado en el equipo. El indicador de la pantalla se activo y se observo
hasta que la maquina se estabilizé en una lectura de
19.8 A. El agua EO se recolecto de la apropiada
salida en recipientes estériles y se utilizé dentro de los 5 min para el

estudio microbiano. Muestras para la determinacion del pH, ORP,
y la concentracién de cloro libre también se recogieron simultaneamente.

Inoculacion de muestras y tratamientos. Un volumen de 9 ml de EO
agua (tratamiento) o agua desionizada estéril (control) fue
transferido a tubos separados, estériles con tapén de rosca, y los tapones
estaban bien cerrados. Los tubos se colocaron en un bafio de agua en
para precalentar las muestras de agua a la temperatura deseada. A cada
tubo conteniendo 9 ml de agua EO o desionizada
agua, 1 ml (equivalente a 109 CFU) de la mezcla de cinco cepas
de E. coli O157:H7, S. enteritidis o L. monocytogenes fue
se agregaron y las muestras se incubaron en un bafio de agua
(Pharmacia LKB, Piscataway, NJ) a 4 °C durante 0, 5, 10 y 15 min; en
23°C durante 0, 5, 10 y 15 min; a 35°C durante 0, 2, 4 y 6 min; y
a 45°C durante 0, 1, 3 y 5 min. Después de cada incubacion, el
El nimero de células viables en cada muestra se determiné colocando en

placas porciones de 0,1 ml directamente o después de diluciones en serie (1:10) en

Agua peptonada al 0,1 % en placas TSA duplicadas. colonias de la
patdgeno inoculado se enumeraron en placas TSA después

incubacion a 37°C durante 48 h. Un volumen de 1 ml del inoculado

solucion (tratamiento o control) después de la exposiciéon a cada
combinacion de temperatura-tiempo también se transfirié a 250-

ml matraces Erlenmeyer que contienen 100 ml de TSB estéril y

se incubaron a 37°C durante 24 h. Tras el enriquecimiento en TSB, el

el cultivo se sembré en agar sorbitol MacConkey no. 3

(Division Oxoid, Unipath Co., Ogdensburg, NY) (para E. coli

0157:H7), agar xilosa lisina desoxicolato (Gene-Trak, Framingham, MA)
(para S. enteritidis) o agar Oxford (Gene Trak) (para L. monocytogenes),
y las placas se incubaron a

37°C durante 24 horas. Colonias representativas de E. coli O157:H7 y
S. enteritidis de las respectivas placas fueron confirmados por el
Ensayo de aglutinacién de latex E. coli O157:H7 (Remel Microbiology
Products, Lenexa, Kansas) y la prueba de latex Salmonella (Oxoid),
respectivamente. Las colonias de L. monocytogenes en agar Oxford
fueron confirmados por el kit de prueba de diagnostico API-20E (Biome
rieux, Hazelwood, Mo.). Se analizaron al menos muestras duplicadas de
tratamientos y controles en cada momento de muestreo, y

todo el estudio con cada patégeno se replico tres veces.

El pH y el ORP del agua con EO se midieron en muestras por
duplicado inmediatamente después del muestreo utilizando pH y ORP.
electrodos (modelo 50, medidor ACCUMET; Denver Instrument
Company, Denver, Colorado). La concentracion de cloro libre
se determin6é mediante un método yodométrico utilizando un valorador
digital (modelo 16900; Hach Company, Loveland, Colo.). el ensayo
fue verificado periddicamente usando un 100 0.05 ppm de cloro
solucién estandar (Orion Research Inc., Beverly, MA).

Analisis estadistico. Para cada tratamiento, los datos de la
Se agruparon los ensayos replicados independientes y el valor medio
y se determinaron la desviacién estandar (11).

El pH medio, el ORP y la concentracién de cloro libre de EO
agua a las diferentes temperaturas utilizadas para el tratamiento son
presentados en las Tablas 1 a 3. El pH medio y el ORP de
agua desionizada estéril fueron 7.1 0,15y 355 7.0 mV,

respectivamente. No se detecté cloro libre en agua desionizada.
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TABLA 2. Inactivacion de E. coli 0157:H7, S. enteritidis y L. monocytogenes por agua EO a 35°C

Poblacién bacteriana superviviente
dio de log CFU/ml) d ss de | ici6 propiedad del agua EO
Especies bacterianas (promedio de log 'ml) después de la exposicion para:

0 minutos 2 minutos 4 minutos 6 minutos pH Redox (mV) Cloro libre (ppm)

E.coli O157:H7 7,97 0,03 Ob Ob Ob

2,38 0,00 1,154 1 84,346
Control 7,97 0,03 7,94 0,04 7,96 0,03 7,94 0,04
S.enteritidis 7,68 0,14 1.0a Ob Ob

2,44 0,04 1,153 1 79,833
Control 7,68 0,14 7,63 0,06 7,59 0,11 7,64 0,11
L. monocytogenes 7,910,10 0Ob 0Ob 0Ob

2,48 0,05 1,159 4 73,31,8
Control 7,910,10 7,88 0,11 7,86 0,08 7,810,12

a Positivo por enriquecimiento.

b Negativo por enriquecimiento y sin supervivientes detectables por un procedimiento directo de siembra.

El agua EO tuvo mayor actividad antibacteriana a 4 y 23°C en agua a 45 °C, E. coli 0157:H7 se eliminé por completo (una reduccion de
las mezclas de cinco cepas de E. coli 0157:H7, S. enteritidis y aproximadamente 8,0 log CFU/ml), mientras que las poblaciones de S.
L. monocytogenes (Cuadro 1). En el momento cero, tanto el tratamiento como enteritidis y L. monocytogenes se redujeron
las muestras de control para los tres patdgenos tenian una media aproximada en aproximadamente 7,0 log CFU/ml. Los recuentos bacterianos de todos
recuentos bacterianos de 8,0 log CFU/mI. A los 5 min de exposicion a tres patdgenos en las muestras de control permanecieron iguales
4 °C, el recuento de E. coli O157:H7 en las muestras de tratamiento fue durante todo el estudio a 35y 45 °C.
reducido a menos de 1,0 log CFU/ml (detectado solo por enriquecimiento en La secuencia tedrica de reacciones quimicas involucradas en
TSB durante 24 h), mientras que las poblaciones de S. enteritidis la produccion de agua EO se puede resumir de la siguiente manera (1).
y L. monocytogenes fueron ligeramente superiores a 1,0 log CFU/ Durante la electrolisis, el cloruro de sodio disuelto en agua desionizada
mililitros Los tres patégenos disminuyeron a niveles indetectables (como el agua en la camara de electrdlisis se disocia en forma negativa
determinado por los procedimientos de siembra y enriquecimiento) después iones de cloruro (Cl) e hidroxi (OH) cargados y positivamente
10 min de exposicién a agua EO a 4°C. Sin embargo, no se observaron iones cargados de sodio (Na) e hidrégeno (H). el cloruro
diferencias en los recuentos bacterianos en las muestras de control. y los iones hidroxi se adsorben en el anodo, con cada ion
a lo largo del estudio. A los 5 min de exposicién a 23°C, las poblaciones de liberando un electrén (e) para convertirse en un radical. El clorico y
E. coli O157:H7 y S. enteritidis en el tratamiento Los radicales hidroxi se combinan, formando &cido hipocloroso (HOCI),
muestras disminuy6 a menos de 1,0 log CFU/mI, mientras que el que se separa del anodo. Dos radicales cléricos también pueden
El recuento de L. monocytogenes se redujo a 1,25 log CFU/mI. En se combinan para producir cloro gaseoso. En la seccién del catodo, cada
concordancia con los resultados obtenidos a 4°C, los tres patégenos El ion de sodio cargado positivamente recibe un electrén y se convierte en
fueron indetectables después de 10 min de contacto con agua EO a sodio metdlico. El sodio metalico se combina con
23°C. moléculas de agua, formando hidroxido de sodio e hidrégeno gaseoso.

E. coli O157:H7, S. enteritidis y L. monocytogenes fueron Una membrana bipolar que separa los electrodos mejora la
inactivado mas rapidamente por agua EO a 35 o0 45°C (Tablas 2 electrolisis del agua para producir aguas acidas y alcalinas fuertes
y 3) que a4 0 23°C. A 35°C, las poblaciones de E. coli del anodo y del catodo, respectivamente.
0157:H7 y L. monocytogenes en las muestras tratadas se redujeron a Los efectos antagoénicos del cloro y el bajo pH sobre los microorganismos
niveles indetectables dentro de los 2 minutos posteriores a la exposicion a EO estan bien documentados. Aunque los acidos organicos (con
agua, mientras que S. enteritidis se detectd sélo por enriquecimiento de bajo pH) y solucién de hipoclorito (con cloro libre) tienen
la muestra tratada en TSB. Después de 1 min de exposicion a EO Se ha utilizado ampliamente en tratamientos para matar bacterias transmitidas por los alimentos.

TABLA 3. Inactivacion de E. coli 0157:H7, S. enteritidis y L. monocytogenes por agua EO a 45°C

Poblacién bacteriana superviviente
dio de log CFU/ml) d és de | ici6 propiedad del agua EQ
Especies bacterianas (promedio de log 'ml) después de la exposicion para:

0 minutos 1 minuto 3 minutos 5 minutos pH Redox (mV) Cloro libre (ppm)

E.coli O157:H7 7,96 0,03 Ob Ob Ob

2,39 0,02 1,153 4 85,8 2,7
Control 7,96 0,03 7,89 0,03 7,87 0,03 7,86 0,11
S.enteritidis 7,700,12 1,13 0,33 Ob Ob

2,44 0,03 1,155 1 79,33 3,0
Control 7,700,12 7,630,12 7,67 0,15 7,610,14
L. monocytogenes 7,91 0,10 1.0a Ob Ob

2,48 0,05 1,159 4 73,31,8
Control 7,91 0,10 7,88 0,10 7,88 0,08 7,830,12

a Positivo por enriquecimiento.

b Negativo por enriq iento y sin superviviente por un pi i to directo de siembra.
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en la industria alimentaria no se han utilizado normalmente sistemas que
impliquen valores de ORP elevados, superiores a 1.000 mV. El ORP de
una solucion es un indicador de su capacidad para oxidarse o reducirse,
con valores de ORP positivos y mas altos correlacionados con una mayor
fuerza oxidante (6, 8, 9). Un ORP de 200 a 800 mV es 6ptimo para el
crecimiento de microorganismos aerébicos, mientras que un rango 6ptimo
de 200 a 400 mV se favorece para el crecimiento de microorganismos
anaerdbicos (6). Dado que el ORP del agua EO en este estudio fue
superior a 1100 mV, es probable que el ORP desempefié un papel
influyente, en combinacién con un pH bajo y cloro libre, en la destruccion
de microorganismos. Una posible explicacion del alto ORP del agua EO
es el oxigeno liberado por la ruptura del enlace débil e inestable entre los
radicales hidroxi y clorhidrico (1). Se plantea la hipétesis de que el bajo
pH del agua EO sensibiliza las membranas externas de las células
bacterianas, lo que permite que el acido hipocloroso ingrese a las células
bacterianas de manera mas eficiente.

Se informd que las células de Salmonella typhimurium adaptadas al acido
son mas sensibles a la inactivacion por el acido hipocloroso que las
células no adaptadas, debido a una mayor sensibilidad de la membrana
externa al &cido hipocloroso en las células adaptadas al &cido (7). En
nuestro laboratorio se estan realizando experimentos para identificar las
contribuciones de los diferentes componentes del agua EO a su actividad
antimicrobiana.

Los efectos del agua EO sobre los tres patégenos se evaluaron a
temperaturas bajas y moderadas con el interés de desarrollar posibles
tratamientos antibacterianos por inmersion para alimentos agricolas no
procesados. No se observaron diferencias en las tasas de inactivacion de
los tres patdgenos entre el tratamiento a 4°C y el tratamiento a 23°C. Sin
embargo, a 35y 45 °C, se observaron tasas de inactivacion mucho mas
altas para los tres patégenos.

Dado que el cloro es uno de los componentes antimicrobianos del
agua EO, evaluamos la supervivencia de E. coli O157:H7 y L.
monocytogenes en agua desionizada estéril que contenia una
concentracién de cloro libre de 70 a 80 ppm, que era similar a la presente
en el agua EO. Los resultados revelaron reducciones en los recuentos
bacterianos de ambos patégenos similares a las observadas con el agua
EO, lo que indica que la concentracién de cloro libre presente en el agua
EO es suficiente para provocar las reducciones en los recuentos
bacterianos logradas por el agua EO. Aunque el cloro es muy eficaz para
matar microorganismos patégenos en sistemas acuosos simples, su
efecto antibacteriano sobre los microorganismos de los alimentos es
minimo, especialmente en presencia de materiales organicos que
convierten el cloro en formas inactivas (3). Por ejemplo, el tratamiento de
productos frescos con 200 ppm de cloro
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da como resultado una reduccion en el recuento de L. monocytogenes de
menos de 2 log CFU/g (15). En nuestro laboratorio se estan realizando
estudios que comparan las eficacias del agua clorada y el agua EO para
inactivar E. coli O157:H7 en manzanas.

Los resultados revelaron que el agua EO es muy eficaz para matar E.
coli O157:H7, S. enteritidis y L. monocytogenes, lo que indica su aplicacion
potencial para la descontaminacién de alimentos y superficies en contacto
con alimentos. Una ventaja del agua EO es que se puede producir con

agua del grifo, sin productos quimicos afiadidos aparte del cloruro de
sodio.
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