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INTRODUCCIÓN 

 

Uno de los alimentos más consumidos en México es el huevo y desde 2013 nuestro 

país es el primer consumidor a nivel internacional. La Unión Nacional de Avicultores 

(UNA) reporta que México ocupa el quinto lugar en producción de huevo en el 

mundo, remarcando un crecimiento de 10.16 % en el periodo de 2012 a 2015. Como 

todos los alimentos, el huevo, es susceptible de contaminación microbiológica y uno 

de los microorganismos patógenos que puede estar presente es Listeria 

monocytogenes, que es responsable de zoonosis de aves, peces, crustáceos y 

seres humanos con aparición esporádica en todo el mundo y que puede dar lugar a 

daños graves durante un brote. (Dhama et al, 2015). Aunado a ello, en algunos 

estudios se sugiere determinar la efectividad de tecnologías para la eliminación de 

esta bacteria en la superficie del cascarón de huevo (Jones and Musgrove, 2007), 

en los ovoproductos derivados como huevo líquido pasteurizado, en plantas 

procesadoras (Rivoal et al, 2013) así como en alimentos listos para consumir (RTE, 

por sus siglas en inglés) como huevos cocidos (Fang y Huang, 2014). 

En la industria alimentaria, actualmente la estrategia general de prevención de las 

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA´s) requiere de un Análisis de 

Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP, por sus siglas en inglés) en la cadena 

de producción de alimentos, así como la aplicación de sistemas de información y 

vigilancia (Hassanain et al, 2013). Por esta razón, se han utilizado distintos 

desinfectantes que reduzcan el riesgo de alguna ETA o bien, de alguna infección 

animal (Delves, 2014).  

En 2011, debido a un brote de influenza aviar, SENASICA recomendó el uso de 

algunos desinfectantes que pueden emplearse en el lavado y desinfección de 

huevo. Aquí se encuentran el formaldehído, el hipoclorito de sodio y el ácido cítrico; 

todos a una concentración mínima de 2 %. Sin embargo, se sabe que el primero es 

un compuesto cancerígeno por inhalación (Gehan, 2009; Starr and Swenberg, 

2013), mientras que el segundo causa irritación nasal y generar subproductos 

clorados clasificados como posibles mutágenos (Shusterman, 2014; Meireles et al, 
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2016). Después del 2011, el precio del huevo aumentó por el factor interno de la 

presencia del agente biológico en los lugares donde se manipulaba el huevo y del 

factor externo que es su alto consumo (SNIM, 2015). Por ello, en los últimos años, 

se han propuesto nuevas estrategias para la desinfección del huevo como el uso de 

soluciones electrolizadas que se obtienen fácilmente y que son muy accesibles 

(Bialka et al, 2004; Fasenko et al, 2009; Ni et al, 2014). 

El objetivo del presente trabajo se enfoca en el huevo como alimento y en la 

importancia de los huevos embrionados ya que, en las incubadoras industriales, un 

solo huevo contaminado puede propagar las bacterias a los huevos limpios 

(Wineland, 2007; Archer and Cartwright, 2012). Por lo anterior, se requiere 

conservar la calidad e inocuidad de este producto con la desinfección de los huevos 

que pudieran “explotar” durante la incubación y con ello, lograr tener un producto 

destinado como aves de engorda o de repuesto (Nowaczewski et al, 2013). 

En este trabajo se determinó el efecto bactericida de una Solución Electrolizada de 

Superoxidación (Esteripharma México S.A. de C.V.) con pH neutro contra L. 

monocytogenes en huevo embrionado y huevo para plato, comparándolo con el de 

una solución de Ácido Cítrico (AC) al 2 %. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

 

Evaluar la actividad antimicrobiana de la Solución Electrolizada de Superoxidación 

con pH neutro contra L. monocytogenes en huevo para plato y en huevo embrionado 

para determinar el efecto que tiene sobre la cutícula e impacto en la calidad del 

mismo. 
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ANTECEDENTES 

 

2.1 Industria del huevo en México  

Una de las actividades más dinámicas del sector pecuario en México es la 

avicultura. Junto a la leche y la carne, el huevo es de los principales productos de 

consumo por su alto valor nutritivo, versatilidad gastronómica y excelente relación 

calidad-precio (Carbajal, 2006; PROFECO, 2012). 

2.1.1 Situación económica de la industria avícola  

De acuerdo con la Unión Nacional de Avicultores (UNA, 2014), el sector avícola 

representa el 63 % de la producción pecuaria, siendo el pollo el que tiene una mayor 

participación. Sin embargo, el 29 % asociado a la producción de huevo, representa 

alrededor de 2,578 millones de toneladas lo que tiene un valor aproximado de 

55,792 millones de pesos.  

 
Figura 1. Principales países productores de huevo entero en 2013. 

Modificado de: Indicadores Económicos del Sector Avícola (UNA, 2014). 
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México ocupa el quinto lugar en producción mundial de huevo y corresponde con 

cerca de 2.6 mil millones de toneladas anuales (Figura 1). Sin embargo, nuestro 

país es el mayor consumidor de este producto en todo el mundo, y se debe al 

consumo per cápita de la población mexicana que en promedio es de 21.5 kg 

anuales, a pesar de no ser el principal productor de este insumo (Figura 2). 

 
Figura 2. Principales países consumidores de huevo entero en 2013. 

Modificado de: Indicadores Económicos del Sector Avícola (UNA, 2014). 
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un aumento de 10.16 %. El periodo destacado para este crecimiento en la 
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2.1.2 Contaminación asociada al huevo 

Los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC, por sus siglas 

en inglés) reportaron que entre 2008 y 2012 existieron 915 brotes de ETA’s 

asociados a diferentes grupos de alimentos. En la Figura 3, se muestran los 

porcentajes de brotes de acuerdo al tipo de alimento, y dentro de los tres más 

significativos se encuentran las aves de corral y el huevo, lo cual representa un 

interés creciente para la vigilancia en materia de inocuidad de estos productos 

alimenticios. 

Principales grupos de alimentos asociados a ETAs 

 
Figura 3. Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos en EUA (2008-2012). 

Modificado de: Sistema Nacional de Información de Brotes (CDC, 2015). 
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En la Figura 4, se muestra la fuerte alza del precio del huevo que se desarrolló a 

partir del año 2011 y que coincide con un brote de Influencia Aviar de Alta 

Patogenicidad (IAAP) en huevo fresco obtenido en granjas ubicadas en zonas 

donde se reportó la presencia del virus (SENASICA, 2011).  

Precio por kilo de huevo en México 

 
Figura 4. Precio del huevo blanco en México entre 2005 y 2015. 

Modificado de: Mercados Nacionales Pecuarios-Huevo (SNIM, 2015) 
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La contaminación horizontal comienza después de que el huevo atraviesa la 

cloaca y que entra en contacto con cualquier superficie contaminada, además, los 

huevos cuentan con la temperatura corporal de la gallina y se propician las 

condiciones para que crezcan bacterias del ambiente en la superficie del cascarón 

(Patterson et al, 2008, Baron and Jan, 2011). 

La contaminación de los huevos depende de diferentes factores como la salud de 

las gallinas y el estado sanitario de crianza que influyen en las especies de bacterias 

que puedan desarrollarse, así como la carga de microorganismos. Este fenómeno 

también puede ocurrir durante el transporte del producto, en el embalaje dentro de 

las granjas o en el centro de envasado. La fuente de contaminación puede ser el 

ambiente, o bien, otro huevo. La presencia de grietas aumenta el riesgo de 

contaminación por lo que el control de los factores que influyen en ésta es esencial 

para prevenir la propagación de microorganismos (Wales et al, 2007; Baron and 

Jan, 2011). 

Una de las estructuras que juega un papel esencial como barrera eficaz ante la 

entrada de microorganismos al huevo es la cutícula, que es una membrana externa 

del cascarón compuesta de mucoproteínas. Es resistente al agua y a la penetración 

de microorganismos, sin embargo, la efectividad de esta capa protectora es limitada, 

ya que se rompe rápidamente con el tiempo durante la manipulación de los huevos 

(Vadehra et al, 1970; De Reu, 2006). Una vez que el huevo comienza a almacenarse 

y va aumentando la humedad en la superficie, esta película proteica va 

disminuyendo el grosor y aumenta la porosidad del cascarón. Éste se compone 

principalmente de minerales; el carbonato de calcio (CaCO3) representa el 93.6 %, 

el carbonato de magnesio (MgCO3) un 0.8 % y el fosfato de calcio (Ca3(PO4)2) un 

0.7 %. Entonces, el cascarón es una barrera física bastante ineficaz debido al 

posible paso de microorganismos a través de sus poros (Hincke et al, 2000; Hunton, 

2005). Leleu et al (2011) y Turtoi and Borda (2014), reportaron que, durante el 

lavado o aplicación de desinfectantes químicos en los huevos, la cutícula puede 

perderse lo que aumenta el riesgo de contaminación del producto. 
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Cuando los huevos se someten a un lavado durante su procesamiento, el entorno 

donde se trabaja requiere una limpieza total porque pueden estar presentes algunas 

bacterias patógenas de gran importancia como las de la familia Enterobacteriaceae, 

o bien, las de los géneros Campylobacter y Listeria (Jones et al, 2006, Jones and 

Musgrove, 2007). 

2.2 Listeriosis  

Listeria monocytogenes es una bacteria pequeña de forma bacilar, Gram positiva, 

anaerobia facultativa, psicrótrofa, no formadora de esporas, capaz de producir 

biopelículas y que utiliza flagelos para su movilidad; puede crecer en suelo, cuerpos 

de agua y alimentos, resistiendo una variedad de condiciones de temperatura (de 0 

a 40 °C), altas concentraciones de sal (más de 20 %) y en un intervalo de pH de 4.4 

a 9.6 (Milillo et al, 2012; Castañeda et al, 2014). De acuerdo con los Centros para 

el Control y la Prevención de Enfermedades, este patógeno es uno de los 

principales asociados a ETA’s (Figura 5). 

Principales bacterias asociadas a ETAs 

 
Figura 5. Incidencias de ETA’s asociadas con bacterias patógenas hasta 2012. 

Modificado de: Tendencias en ETA’s en EUA (CDC, 2013). 
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La listeriosis humana es una enfermedad con tasa de mortalidad del 20 a 30 %, que 

incluye entre los síntomas meningitis, septicemias y aborto; principalmente, afecta 

a personas inmunocomprometidas, así como a embarazadas, ancianos y niños 

(Zunabovic et al, 2011). Aunque L. monocytogenes se transmite por diferentes vías, 

la principal son los alimentos contaminados y la dosis infectiva se estima de 102 

UFC/g de alimento ingerido, pero puede ser menor (0.3 UFC/g) en personas más 

susceptibles (Posfay and Wald, 2009).  

2.2.1 Impacto en la salud animal 

La listeriosis clínica es poco común en aves y la mayoría de los casos aparecen en 

animales jóvenes siendo la septicemia el síndrome más común, caracterizado por 

depresión, diarrea, aletargamiento y pérdida de peso (CFSPH, 2007). Sin embargo, 

en un estudio reciente, Andersson et al (2015), indica que el uso de huevos fértiles 

como modelo para evaluar la virulencia de L. monocytogenes, es un método eficaz, 

confiable y de fácil acceso. 

 2.2.2 Impacto en la industria agroalimentaria 

La listeriosis es un problema emergente para la industria alimentaria como 

consecuencia del aumento de la incidencia en los países desarrollados. Este 

microorganismo supone un problema grave ya que su control en plantas de 

procesado conlleva gran dificultad porque posee características de resistencia a 

diferentes condiciones de pH y temperatura (González y Suárez, 2009). Su 

importancia también se debe al impacto clínico y el efecto económico derivado de 

los brotes, resultado de eventos simultáneos que se presentan en varios puntos de 

la cadena de producción: a) tipo de alimento, b) fuentes de contaminación ambiental 

y c) falta de buenas prácticas de higiene y programas de monitoreo (Castañeda et 

al, 2014).  

La identificación precoz de los casos de listeriosis animal, así como la detección de 

L. monocytogenes como agente de infección primario y secundario en los alimentos 

de muy diversos orígenes, son los dos elementos clave para que la lucha contra 

esta bacteria sea efectiva. Por esta razón, la profesión veterinaria y de tecnólogos 
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en alimentos, representan los pilares principales en la detección y control de esta 

patología (González y Suárez, 2009). 

Los alimentos que se relacionan con brotes de listeriosis son, principalmente, 

alimentos listos para consumir (RTE, por sus siglas en inglés) que incluyen 

productos lácteos, derivados cárnicos, pescado y vegetales; sin embargo, los 

huevos y subproductos no habían estado involucrados en casos esporádicos de 

listeriosis (Rivoal et al, 2013). Recientemente, se ha reportado la contaminación del 

huevo, producto de este microorganismo, por detección de patógenos y alteraciones 

en la matriz líquida de huevos (Protais et al, 2007) y, también, se ha encontró que 

puede estar en el 17.4 % de los productos que utilizan huevo entero como materia 

prima y en el 2.1 % de productos del huevo pasteurizados (Rivoal et al, 2010).  

La contaminación de los ovoproductos podría explicarse por el uso de huevos que 

fueron contaminados con L. monocytogenes en el ambiente de crianza de las 

gallinas. En 2008, Chemaly et al, encontraron a este patógeno en 15.5 % de las 

muestras de polvo en explotaciones de gallinas ponedoras. Parece entonces que L. 

monocytogenes muestra gran resistencia a las condiciones de manipulación y 

almacenamiento de los huevos para plato, incluso, es capaz de sobrevivir a los 

procedimientos de limpieza del cascarón del huevo y puede estar presente en el 

agua utilizada para este fin (Laird et al, 1991; Brackett and Beuchat, 1992; Jones et 

al, 2006).   

Por otra parte, como mencionan Gudbjörnsdottir et al (2004), esta bacteria se ha 

encontrado con frecuencia en los entornos de la industria alimentaria y, 

específicamente, en plantas quebradoras de huevo. También, Fang y Huang (2014) 

demostraron que este microorganismo puede resistir el tratamiento térmico que se 

aplica para obtener huevos cocidos. Estas son algunas de las razones por lo que 

es importante eliminar la posible contaminación de L. monocytogenes en este 

alimento. 
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2.2.3 Agentes desinfectantes contra L. monocytogenes 

Algunos agentes antimicrobianos han sido evaluados en diferentes alimentos para 

eliminar la presencia de L. monocytogenes en alimentos. A continuación, se 

resumen algunos de los agentes desinfectantes empleados en gran variedad de 

matrices alimentarias, y se muestran los porcentajes de reducción bacteriana 

logrados. 

Tabla 1. Aplicación de agentes químicos en alimentos para el control de                 

Listeria monocytogenes. 

Agente(s) químico(s) Alimento 
Reducción 

bacteriana (%) 
Referencia 

Solución de Ácido Láctico 

(1.5 %) y Peróxido de 

Hidrógeno (1.5 %) 

Manzana, 

naranja y 

tomates 

> 99.99 
Venkitanarayann 

et al, 2002 

Ozono (3 ppm), Ácido 

peroxiacético (80 ppm) 

Lechuga, 

fresa 
> 99.99 

Rodgers et al, 

2004 

Arginato láurico             

(9090 ppm) 
Jamón 99.93-99.99 

Taormina and 

Dorsa, 2009 

Hipoclorito de sodio         

(200 ppm) 
Coco verde 99.80 Walter et al, 2009 

Solución de ácido acético 

(0.8 %), cítrico (0.8 %) y 

propiónico (0.8 %) 

Piel de pollo 99.86 
Menconi et al, 

2013 

Nanopartículas de ZnO 

(5-8 mM) y Ácido Cítrico 

(0.3-2 %) 

Jugo de 

mango 
99.98-99.99 

Barzegari et al, 

2014 

Etanol al 70 % con 0.02 

% de Sales Cuaternarias 

de Amonio   

Cacahuate y 

pistache 
> 99.99 

McEgan and 

Danyluk, 2015 
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En la Tabla 1, se observa que con el uso de ácidos orgánicos se logra reducir 

satisfactoriamente la carga de L. monocytogenes. No obstante, la normatividad 

mexicana (NOM-159-SSA1-1996) determinó que el huevo no puede lavarse a 

menos que sea procesado y, en ese caso, deberá lavarse con agua y detergente 

antes de la ruptura del cascarón. Por otra parte, en 2011 el Servicio Nacional de 

Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) redactó el Manual de 

Procedimientos para la Prevención, Control y Erradicación de la Influenza Aviar de 

Alta Patogenicidad (IAAP) donde determinó medidas sanitarias de control de la 

enfermedad dentro de las que destaca la limpieza y desinfección en granjas avícolas 

y los agentes que se pueden utilizar para este fin (Tabla 2).  

Tabla 2. Desinfectantes para IAAP y concentraciones recomendadas. 

Desinfectante Concentración Desinfectante Concentración 

Hipoclorito de sodio y 

calcio 

2 % de cloro 

activo 
Ácido cítrico 1 al 10 % 

Hidróxido de sodio             

(70-80 °C) 
2 al 5 % Orto-fenilfenol 1 al 2 % 

Cresoles 4 al 10 % Formaldehído 2 al 4 % 

Yodo 2 % 
Glutaraldehído  

(pH alcalinos) 
2 % 

Modificado de: Manual de Procedimientos para la Prevención, Control y Erradicación de la 
Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (SENASICA, 2011). 

 
Algunos agentes mencionados en la Tabla 1 y en la Tabla 2, pueden ser muy 

corrosivos o tóxicos como el hipoclorito de sodio, el peróxido de hidrógeno y el 

formaldehído. El hipoclorito de sodio y el peróxido de hidrógeno son agentes 

oxidantes fuertes que pueden llegar a irritar la piel, los ojos y las membranas 

mucosas (Samberg and Meroz, 1995; Shusterman, 2014). Por otra parte, el 

formaldehído es un gas generado por la mezcla de formol y permanganato de 

potasio; la exposición a este gas es muy peligrosa para los trabajadores ya que una 

vez inhalado genera aductos en el ADN que son pro-mutagénicos y se consideran 

iniciadores de la carcinogénesis (Sheldon and Brake, 1991; Gehan, 2009; Starr and 
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Swenberg, 2013). Otros compuestos como las sales cuaternarias de amonio y el 

ozono resultan ser muy inestables, además, el primero es afectado por la presencia 

de materia orgánica y el segundo afecta el tracto respiratorio y causa irritación de 

los ojos y la garganta (Artés et al, 2009; Holah, 2014; Meireles et al, 2016).  

El Ácido Cítrico al 2 % está recomendado por las autoridades como desinfectante y 

la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) lo 

reconoce como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés). Sus posibles desventajas 

podrían ser que influya sensorialmente en el sabor y que el agua residual del lavado 

llegaría a presentar valores elevados en cuanto a la demanda química de oxígeno 

(COD, por sus siglas en inglés). Otras desventajas de su uso es que actúa como 

agente ligador de metales iónicos lo que afecta el nivel de reducción bacteriana 

(Ölmez and Kretzschmar, 2009; Gurtler and Mai, 2014). 

 

2.3  Solución Electrolizada de Superoxidación (SES) 

2.3.1 Generalidades 

Tradicionalmente, las técnicas de desinfección de alimentos emplean agentes 

químicos como el hipoclorito de sodio, peróxido de hidrógeno y ácidos orgánicos 

que, si bien ejercen un efecto antimicrobiano, presentan algunas desventajas sobre 

el daño potencial a la salud o modificaciones del alimento (CFSPH, 2007).  En los 

últimos años, ha aumentado la preocupación sobre la seguridad alimentaria 

especialmente los productos frescos y ligeramente cocidos, por lo tanto, es 

importante el desarrollo de un método eficaz para eliminar patógenos de alimentos 

y productos agrícolas (Issa et al, 2010).  

Las Soluciones Electrolizadas de Superoxidación (SES) son conocidas por su 

eficiencia como desinfectantes con alto espectro antimicrobiano además de no ser 

tóxicas. En general, estas soluciones se preparan con una solución diluida de NaCl 

y agua, sometidas a un proceso de electrólisis y generan especies derivadas de 

cloro, hidrógeno y oxígeno (Figura 6).  
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Figura 6. Esquema representativo de la generación de SES con pH neutro 

Modificado de: Inactivación in vitro de E. coli, S. aureus y Salmonella spp. utilizando Agua 
Electrolizada Ligeramente Ácida (Issa et al, 2010). 

 

De acuerdo con Duran et al (2010), Zhao et al (2014) y Xing et al (2015), el cloruro 

de sodio es disociado en Cl- y Na+ y el agua se electroliza en dos formas: en el 

ánodo forma iones H+ y O2, en el cátodo forma iones OH- e H2. Posteriormente, los 

iones Cl- son absorbidos por el ánodo, mientras liberan un electrón para 

transformarse en radicales cloro que se combinan formando Cl2. La membrana que 

se encuentra en el interior de la cámara permite la migración de los iones H+ y Na+ 

hacia el cátodo donde se forma una solución fuertemente alcalina (NaOH), y la 

migración de Cl- y OH- hacia el ánodo en el que se forma una solución ácida (HClO 

y HCl). Al final, el agua ácida y alcalina se concentran en volúmenes para llegar a 

la neutralidad del pH. 

La variante ácida de este tipo de soluciones tiene un pH menor a 3 por lo que su 

uso se ve limitado ya que, a ese pH, el Cl2 disuelto se puede perder por volatilización 

y repercute negativamente en un decremento de la efectividad bactericida de la 

H2O Solución diluida de NaCl 

Ánodo Cátodo e- 

+ - 

e- 

H2O 

 

OH-  + H2 (g) 

Membrana 

 H+     

         OH- 

          Cl- 

Na+     

Agua alcalina Agua ácida 

H2O 
 

H+ + O2 (g) 

2Cl- 
 

           Cl2  
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solución (Len et al, 2000). Las ventajas de las soluciones neutras es que poseen un 

pH entre 6.4 y 7.5, un potencial de óxido-reducción de 800 a 900 mV y gran 

estabilidad a condiciones ambientales diversas (Cabello et al, 2009; Durán et al, 

2010). Además. El uso de éstas minimiza los riesgos a la salud o por liberación de 

Cl2 y, consecuentemente, la corrosión de superficies y efectos fitotóxicos 

secundarios (Guentzel et al, 2008). 

2.3.2 Mecanismo de acción del ácido hipocloroso 

La SES posee características que actúan sinérgicamente para ejercer su efecto 

bactericida. El alto potencial redox induce la modificación de las vías metabólicas e 

influye en la producción de ATP (McPherson, 1993; Colangelo et al, 2015). Por otra 

parte, el ácido hipocloroso es el componente activo mayoritario de la SES (95 %) y 

oxida los grupos sulfhidrilo así como a los aminoácidos de la pared celular con lo 

que se afecta la respiración , la nutrición (por inhibición de la oxidación de la 

glucosa), la síntesis de proteínas y la obtención de energía (Marriott and Gravani, 

2006; Cabello et al, 2009). 

De acuerdo con Wang et al (2007), la respuesta del sistema inmune ante la invasión 

de patógenos es similar a la acción de la SES ya que se lleva a cabo por el 

despliegue de moléculas altamente reactivas como halógenos oxidados o radicales 

oxidantes. En la Figura 7, se observa que el radical O2* es el precursor de las 

especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) y que es generado 

por células del sistema inmune especializadas – neutrófilos, eosinófilos, macrófagos 

y linfocitos La principal enzima responsable de la producción de ROS es una enzima 

mitocondrial unida a la membrana conocida como NADPH oxidasa. Cuando se 

altera el ciclo respiratorio, los neutrófilos producen H2O2 que es convertido a HClO 

por acción de la enzima mieloperoxidasa (MPO): 

 

H2O2 + Cl
− + H+

MPO
→   HClO + H2O 
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Después de que el ácido hipocloroso se empieza a acumular dentro del fagosoma, 

el ambiente que se genera comienza a ser más ácido y deja a la bacteria dentro de 

una vacuola (fagolisosoma) que contiene la enzima mieloperoxidasa y, por acción 

oxidante del HClO, se lleva a la muerte del patógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de la producción de HClO por acción de la MPO. 
Modificado de: Ácido hipocloroso como agente potencial del cuidado de heridas  

(Wang, et al, 2007). 
 

2.3.3 Usos de la SES con pH neutro en alimentos 

La SES ha tenido aplicación en el área de alimentos como desinfectante al reducir 

la carga bacteriana de mesófilos aerobios y de bacterias patógenas como E. coli 

O157 H7, S, aureus, Salmonella y L. monocytogenes.  (Kim et al, 2000; Abadias et 

al, 2008; Issa et al, 2011; Cheng et al, 2012). A continuación, se resumen algunos 

estudios donde se ha probado la eficiencia de la SES con pH neutro en diferentes 

alimentos para eliminar la presencia de L. monocytogenes y por ello, resulta 

evidente que esta solución puede ser empleada en la desinfección del huevo. 
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 MPO 

Gránulo 

azófrilo 

MPO 

Cl-   intracelular 
 

Patógeno 
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H2O2 

O2* 
O2 

H2O 
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Tabla 3. Aplicaciones de la SES con pH neutro contra L. monocytogenes en 

alimentos. 

Alimento Reducción bacteriana (%) Referencia 

Tomate > 99.99 Deza et al, 2003 

Lechuga y espinaca 99.88-99.90 
Guentzel et al, 

2008 

Seta de ostra 99.31 Ding et al, 2011 

Manzana mínimamente 

procesada 
92.06 Graça et al, 2011 

Aguacate 99.98-99.99 
Rodríguez et al, 

2011 

Pollo fresco 99.52 Rahman et al, 2012 

Carne de cerdo fresca 82.21-93.69 Mansur et al, 2015 

Pimiento > 96.83 Luo and Oh, 2016 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 HUEVO EMBRIONADO 

 
Figura 8. Metodología para las determinaciones en huevo embrionado (Control: SSFE, AC: Ácido 

Cítrico al 2 %, SES: Solución Electrolizada de Superoxidación con pH neutro). 
 

3.1.1 Obtención y mantenimiento de la cepa bacteriana  

La cepa de L. monocytogenes liofilizada (ATCC 19115) se obtuvo del American 

Type Culture Collection (ATCC). La cepa se recuperó en un tubo de ensaye con 

agar BHI en pico de flauta. Después de su crecimiento, se resembró en una caja 

Petri con agar BHI y se incubó a 37 °C por 24 h (Bue M Electric Co. 100). También, 

se realizó la tinción de Gram (NOM-143-SSA1-1995) correspondiente y se observó 

al microscopio para identificar la morfología celular. Finalmente, la confirmación se 

llevó a cabo con el equipo Vitek 2 (Apéndice A). 

 

 

Contaminación

Control AC SES

Tratamiento 

Elución

Conteo 
bacteriano

Monitoreo de 
viabilidad
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3.1.2 Verificación de las propiedades fisicoquímicas de la SES 

La Solución Electrolizada de Superoxidación fue proporcionada por Esteripharma 

México S.A. de C.V. y para verificar sus propiedades fisicoquímicas, se vertió un 

volumen de SES en un vaso de precipitados manteniéndose en agitación constante, 

se introdujo un electrodo portátil impermeable (Hanna Instruments HI98121 Combo 

pH & ORP) y se registraron los valores de pH y ORP. Después, se utilizó un 

fotómetro portátil (Hanna Instruments HI96771) cuyo intervalo de sensibilidad es de 

0 a 500 ppm de cloro activo o de ultra alto rango (UHR Cl*) y, empleando un blanco 

con los reactivos A (Hanna )nstruments HI95771AB-0) y B (Hanna Instruments 

95771B-0) en la fotocelda de reacción, se calibró el equipo por 1 min. Finalmente, 

se introdujo un volumen de SES en otra fotocelda y se adicionaron los reactivos A 

y B, se homogeneizó y registró la lectura del equipo. 

3.1.3 Determinación del título bacteriano 

A partir de la caja Petri con agar BHI, se tomó una colonia y suspendió en un matraz 

Erlenmeyer con Caldo Tripticaseína Soya (CTS) y se incubó por 16 h a 37 °C y 150 

rpm (Incubator Shaker LabLine 3525). Después, se realizaron diluciones décuples 

seriadas en tubos con Solución Salina Fisiológica Estéril (SSFE) y se sembraron 

100 µL de las diluciones 1, 3, 5 y 6 en cajas Petri con Agar Tripticaseína Soya (TSA); 

se incubaron a 37 °C por 24 h (Bue M Electric Co. 100). 

Después de la incubación, se determinó la cuenta viable conforme a la NOM-092-

SSA1-1994 para ello, se contaron aquellas cajas Petri que contenían de 25 a 250 

colonias de L. monocytogenes y, en caso de que la caja Petri de la dilución donde 

hubo menor crecimiento contuviera menos de 25 colonias, se contó el número de 

colonias presentes y multiplicó por el factor de dilución para obtener el valor 

estimado de cuenta en placa. Por otro lado, si la caja Petri de la menor dilución 

excedía de 250, se contaron las colonias en aquellas porciones de la caja que fueran 

representativas de la distribución de las mismas; se contó por ejemplo, la octava o 

cuarta parte o una mitad del área de la caja y se multiplicó el valor obtenido por 8, 

4 o 2, respectivamente y, después, se multiplicó por el factor de dilución para 

obtener el valor estimado de cuenta en placa.  
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3.1.4 Determinación del poder desinfectante in vitro 

De acuerdo con el procedimiento descrito en la NMX-BB-040-SCFI-1999, se 

determinó el porcentaje de reducción de la cuenta viable de L. monocytogenes. 

Se midió por triplicado 9.9 mL del producto (SSFE, AC o SES) y se transfirió ese 

volumen a tubos de ensaye con tapón de rosca estériles. A continuación se agitó y 

se inoculó de forma individual cada tubo con 100 µL del inóoculo y se agitó 

exactamente 30 s después de la inoculación. Se trasnfirieron 100 µL a cajas Petri 

con agar TSA y realizaron diluciones hasta obtener placas con 25 a 250 colonias. 

Después de 24 h de incubación a 37 °C, se contó el número de UFC en las placas 

y promediaron los resultados de la cuenta viable inicial y de las células 

sobrevivientes. El porcentaje de reducción se calculó con la siguiente fórmula: 

% de reducción =
Sobrevivientes (UFC mL⁄ ) ∗ 100

Cuenta viable inicial
 

3.1.5 Obtención y preparación de los huevos embrionados 

Se adquirieron 200 huevos embrionados de 4 días de edad, a través de Aves Libres 

de Patógenos Específicos S.A. de C.V. (ALPES) junto con los resultados del control 

de calidad (Apéndice B). Se empleó un ovoscopio para determinar la viabilidad de 

los embriones como se describe a continuación: 

I. Colocar los huevos embrionados en una habitación oscura. Tomar cada uno y 

colocar el ovoscopio en la parte superior de tal forma que se observe la cámara 

de aire iluminada. 

II. Realizar movimientos adecuados para confirmar que las irrigaciones de los vasos 

sanguíneos están presentes y no presentan anormalidades, o bien, que el 

embrión se encuentra en desarrollo normal y se observa en movimiento. En caso 

de no observar irrigaciones o desarrollo embrionario, considerarlo como no 

viable. 
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Figura 9. Ejemplo del ovoscopiado de los huevos. a) Embrión en desarrollo, b) Embrión muerto. 

Los huevos ovoscopiados fueron separados y rotulados de acuerdo al siguiente 

esquema y se realizó por triplicado (A, B y C): 

 
Figura 10. Distribución de los huevos embrionados de acuerdo a los diferentes tratamientos (Control: 
SSFE, AC: Ácido Cítrico al 2 %, SES: Solución Electrolizada de Superoxidación con pH neutro).  

 

3.1.6 Simulación de la contaminación de los huevos embrionados 

De acuerdo con lo descrito por Bialka et al (2004) y Fasenko et al (2009), se 

prepararon tres camas de contaminación, dentro de una campana de flujo laminar 

(NUAIRE NU-440-400), utilizando Agua Peptonada al 0.1 % (AP) y se ajustó la 

198 huevos 

Réplica A 
(n=66)

Control           
(n=22)
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Análisis 
microbiológico 
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Incubación y 
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Análisis 
microbiológico  
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SES               
(n=22)

Incubación y 
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Análisis 
microbiológico  
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concentración a 106 UFC/mL de L. monocytogenes en cada una. A continuación, se 

homogeneizó el volumen de AP y el inóculo, y se agregó a cada una 66 g de cama 

avícola de granja estéril, se homogeneizaron y se sumergieron para contaminar los 

22 huevos embrionados de cada grupo a cada una de las camas de contaminación. 

Se realizó la simulación de la contaminación horizontal de la forma más homogénea 

durante 10 min y después se pasaron los huevos a charolas plásticas para su 

secado por 26 min.  

3.1.7 Aplicación de tratamientos 

A cada grupo de 22 huevos, se le aplicó por aspersión (60 veces = 30 mL) la solución 

correspondiente: Grupo 1 = Control (SSFE), Grupo 2 = AC al 2 % y Grupo 3 = SES 

con pH neutro. Se dejó actuar por 1 min, se transfirieron 11 huevos de cada grupo 

a bolsas plásticas individuales con 10 mL de AP y se homogeneizó el contenido de 

éstas por 1 min; después, los huevos embrionados se mantuvieron en una 

incubadora (Farm Master 300742) a 37 °C con humedad relativa de 60 % aprox. 

Posteriormente, se homogeneizó el contenido de las bolsas y se tomaron 1000 µL 

para transferirlos a un tubo de ensaye con 9 mL de SSFE. Se realizaron cinco 

diluciones décuples seriadas y de las diluciones 1, 3 y 5, se tomaron 100 µL de cada 

una para sembrar en cajas Petri con TSA y se incubaron a 37 °C por 24 h (Bue M 

Electric Co. 100).   

3.1.8 Conteo bacteriano y determinación del porcentaje de reducción 

Se contaron las colonias para cada dilución, para cada huevo por tratamiento y para 

las tres réplicas, determinando así el número de bacterias supervivientes después 

del tratamiento con la siguiente fórmula: 

UFC

huevo
=
UFC en placa

100 μL
∗
1000 μL

1 mL
∗ Factor de dilución ∗

10 mL elución

1 huevo
 

Para determinar el porcentaje de reducción logrado se usó el siguiente algoritmo: 

% 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐶𝑎𝑟𝑔𝑎 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑛𝑎 𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿 − 𝐶𝑎𝑟𝑔𝑎 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑛𝑎 𝐴𝐶 𝑜 𝑆𝐸𝑆

𝐶𝑎𝑟𝑔𝑎 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑛𝑎 𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿
∗ 100 
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3.1.9 Monitoreo de viabilidad 

Se realizó un ovoscopiado de los huevos, a los días 8, 11, 15, 18 y 21 días de edad 

de los embriones y se contabilizó el número de embriones vivos hasta el nacimiento. 

3.1.10 Análisis estadístico 

Para determinar diferencias entre los tratamientos se realizaron Análisis de Varianza 

(ANOVA) de un factor y una prueba a posteriori de Diferencia de Medias 

Significativa (DMS). También se empleó la prueba de logrank para encontrar 

diferencia entre las curvas de supervivencia de los embriones. El programa utilizado 

fue IBM SPSS Statistics 22 con un nivel de significancia de α = 0.05 (95 % de 

confianza). 
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3.2 HUEVO PARA PLATO 

 

 
Figura 11. Metodología para las determinaciones en huevo para plato (Control: SSFE, AC: Ácido 

Cítrico al 2 %, SES: Solución Electrolizada de Superoxidación con pH neutro). 

 

3.2.1 Obtención y preparación de los huevos para plato 

Se recibieron 42 huevos frescos del Centro de Enseñanza, Investigación y 

Extensión en Producción Avícola (CEIEPAv), dependiente de la FMVZ, y se realizó 

la simulación de la contaminación horizontal por duplicado (A y B), sin utilizar cama 

avícola de granja. 

Los huevos fueron separados y rotulados de acuerdo al siguiente esquema: 
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Figura 12. Distribución de los huevos para plato de acuerdo a los diferentes tratamientos (Control: 
SSFE, AC: Ácido Cítrico al 2 %, SES: Solución Electrolizada de Superoxidación con pH neutro).  

 

3.2.2 Aplicación de tratamientos 

A cada grupo de 7 huevos, se aplicó por aspersión (60 veces = 30 mL), la solución 

correspondiente: Grupo 1 = Control (SSFE), Grupo 2 = AC al 2 % y Grupo 3 = SES 

con pH neutro, y se dejaron actuar por 1 min. 

3.2.3 Evaluación de la cutícula por tinción y colorimetría 

Los huevos fueron evaluados en el laboratorio de Toxicología del Departamento de 

Nutrición Animal y Bioquímica, dependiente de la FMVZ. Con un colorímetro (Konika 

Minolta CM-600d) se obtuvieron los parámetros L, a y b iniciales y, para ello, se 

siguió este procedimiento: 

I. Calibrar el colorímetro con el uso de un patrón blanco y, después, colocar el 

huevo en posición transversal al instrumento asegurándose que se cubre la 

totalidad del espacio hueco del mismo (Figura 13). 
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II. Realizar un disparo teniendo cuidado de no quitar el huevo hasta que la lectura 

aparezca en la pantalla del instrumento. Después, registrar los valores de L, a y 

b y repetir en las zonas aleatorias necesarias establecidas para la medición. 

Posteriormente, se realizó la tinción de los huevos con Azul de Tripán al 0.1 % (AT) 

por inmersión durante 1 min; a continuación, se enjuagaron por 3 s con agua 

destilada y se dejaron secar por 20 min en campana de flujo laminar. Después, se 

obtuvo la diferencia de color al medir los parámetros L, a y b finales y, al terminar, 

los huevos se almacenaron por 40 días a temperatura ambiente. Se utilizó el 

parámetro E y éste se calculó de la siguiente forma: 

∆𝐸 = √(𝐿𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝐿𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)
2
+ (𝑎𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑎𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)

2
+ (𝑏𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑏𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)

2 

3.2.4 Determinación de frescura por medición de unidades Haugh 

Al final del tiempo de almacenamiento, los huevos fueron pesados en una balanza 

analítica (Ohaus V02130) quebrados individualmente sobre una superficie plana, 

cuidando de no romper la yema. Se colocó el micrometro de Haugh (Baxlo), en 

zonas aleatorias del albumen denso (normalmente a 1 cm de la yema), cuidando de 

no hacerlo en las fracciones de las chalazas, y se bajó cuidadosamente el émbolo 

de medida hasta que el palpador entrara en contacto con la clara (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

  
        Figura 13 Medición de color.                          Figura 14. Medición de altura de albumen denso 
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El cálculo para obtener las Unidades Haugh de cada huevo, se realizó a partir de 

su peso inicial (p) en gramos, y la altura de albumen denso (h): 

100 ∗ log (h − 1.7 ∗ p0.37 + 7.57) 

Para determinar el color de la yema se midieron con los parámetros L, a y b con el 

colorímetro Konica Minolta CM-600d. Posteriormente, los cascarones fueron 

secados en una estufa (Lindberg/Blue M Go 1390A-1) a 50 °C por 24 h. 

3.2.5 Cuantificación de minerales 

Los cascarones fueron triturados y se incineraron en una mufla (Lindberg TZAST) 

hasta obtener las cenizas. Se realizaron las digestiones ácidas correspondientes 

para obtener las soluciones madre como a continuación se describe: 

I. Pesar los cascarones para cada tratamiento utilizando una balanza analítica y 

registrar peso. 

II. Colocar nueve crisoles en la estufa a 50 °C por 3 h hasta obtener peso constante. 

Guardar en un desecador para evitar que la humedad del ambiente altere su peso. 

III. Trasvasar los 7 cascarones de cada tratamiento y réplica a un vaso de licuadora 

y moler por aproximadamente 20 s hasta que el tamaño de partícula sea 

homogéneo. 

IV. Pesar en los crisoles, por triplicado, aproximadamente 2.5 g del cascarón molido. 

Esto se realizará para los tres tratamientos y para cada réplica. 

V. Calcinar todas las muestras hasta que no desprendan humo. 

VI. Colocar todos los crisoles en una mufla a 500 °C por 3 h y, transcurrido el tiempo,  

guardar en un desecador para que lleguen a temperatura ambiente y puedan ser 

pesados. 

VII. Pesar cada crisol utilizando una balanza analítica y registrar los valores. 

Calcular el  porcentaje de cenizas para cada tratamiento y réplica. 

VIII. Trasvasar las cenizas a vasos de precipitados de 100 mL y adicionar a cada 

uno entre 15 mL de HCl 25 %. Disolver hasta la ausencia de partículas en el fondo 

del vaso. 
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IX. Filtrar cada solución a un matraz volumétrico de 50.0 mL utilizando un embudo 

y papel filtro Whatman #1. Enjuagar los restos de la solución en cada vaso así como 

el papel filtro mismo con una piceta con agua desionizada.  

X. Agregar agua desionizada c.s.p. completar el volumen hasta la marca de aforo 

del matraz. Homogeneizar por inversión y verter el contenido a frascos de plástico 

previamente identificados. Almacenar las soluciones madre en refrigeración hasta 

su uso. 

Después, se determinó el contenido de magnesio y calcio con un espectrofotómetro 

de absorción atómica (Perkin Elmer 3110) y el contenido de fósforo fue cuantificado 

con un espectrofotómetro UV-Visible (Perkin Elmer Lambda 2S). Las técnicas 

completas se llevaron a cabo de acuerdo a lo siguiente: 

- Preparación de la curva patrón de Ca 

I. Transferir a matraces volumétricos, alícuotas de 25.0 mL de la solución estándar 

de calcio (10 mg de Ca/L) que correspondan a 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 y 12.5 mL de la 

solución.  

II. Agregar agua desionizada c.s.p. completar el volumen hasta la marca de aforo 

del matraz. Homogeneizar por inversión y determinar la absorbancia a 422.7 nm. 

III. Obtener la ecuación de regresión lineal que describa el comportamiento de la 

curva patrón. 

- Preparación de la muestra 

I. Transferir a un matraz volumétrico de 100.0 mL una alícuota de 2.5 mL de la 

solución  madre y agregar agua desionizada c.s.p. completar el volumen hasta la 

marca de aforo del matraz. Homogeneizar por inversión. 

II. Transferir a un matraz volumétrico de 25.0 mL una alícuota de 0.25 mL de la 

dilución anterior y agregar agua desionizada c.s.p. completar el volumen hasta la 

marca de aforo del matraz. Homogeneizar por inversión. Esta dilución corresponde 

a 1:4000. 

III. Determinar por duplicado la absorbancia a 422.7 nm y por interpolación en la 

curva  patrón, obtener la concentración de calcio. Considerar el factor de dilución y 
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el peso de la muestra antes de obtener las cenizas, para calcular las ppm de Ca en 

el casacarón de huevo. 

 

 

- Preparación de la curva patrón de Mg 

I. Transferir a matraces volumétricos de 25.0 mL alícuotas de la solución estándar 

de calcio (10 mg de Mg/L) que correspondan a 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 y 1.25 mL de 

la solución.  

II. Agregar agua desionizada c.s.p. completar el volumen hasta la marca de aforo 

del matraz. Homogeneizar por inversión y determinar la absorbancia a 285.2 nm. 

III. Obtener la ecuación de regresión lineal que describa el comportamiento de la 

curva patrón. 

- Preparación de la muestra  

I. Transferir a un matraz volumétrico de 100.0 mL una alícuota de 2.5 mL de la 

solución madre y agregar agua desionizada c.s.p. completar el volumen hasta la 

marca de aforo del matraz. Homogeneizar por inversión. 

II. Transferir a un matraz volumétrico de 25.0 mL una alícuota de 1.0 mL de la 

dilución anterior y agregar agua desionizada c.s.p. completar el volumen hasta la 

marca de aforo del matraz. Homogeneizar por inversión. Esta dilución corresponde 

a 1:1000. 

III. Determinar por duplicado la absorbancia a 285.2 nm y, por interpolación en la 

curva patrón, obtener la concentración de magnesio. Considerar el factor de dilución 

y el peso de la muestra antes de obtener las cenizas, para calcular las ppm de Mg 

en el cascarón de huevo. 

 

- Preparación de la curva patrón de P 

I. Transferir a matraces volumétricos de 50.0 mL alícuotas de la solución estándar 

de fósforo (0.01 mg de P/mL) que correspondan a 0.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 y 12.5 mL 

de la solución. 
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II. Añadir 10.0 mL de solución de molibdovanadato y agregar agua desionizada 

c.s.p. completar el volumen hasta la marca de aforo del matraz. Homogeneizar por 

inversión. 

III. Dejar reposar 10 min y determinar la absorbancia a 400 nm. 

IV. Obtener la ecuación de regresión lineal que describa el comportamiento de la 

curva patrón. 

- Preparación de la muestra 

I. Transferir a un matraz volumétrico de 50.0 mL una alícuota de 0.5 mL de la 

solución madre y añadir 10.0 mL de molibdovanadato y agregar agua desionizada 

c.s.p. completar el volumen hasta la marca de aforo del matraz. Homogeneizar por 

inversión. 

II. Dejar reposar 10 min y determinar la absorbancia a 400 nm. 

III. Por interpolación en la curva patrón, obtener la concentración de fósforo. 

Considerar los factores de dilución y el peso de la muestra antes de obtener las 

cenizas, para calcular el procentaje de fósforo en el cascarón de huevo. 

  

3.2.6 Análisis estadístico 

Para determinar diferencias entre los tratamientos se realizaron Análisis de Varianza 

(ANOVA) de un factor y una prueba a posteriori de Diferencia de Medias 

Significativa (DMS). El programa utilizado fue IBM SPSS Statistics 22 con un nivel 

de significancia de α = 0.05 (95 % de confianza). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1 Identificación de Listeria monocytogenes 

La identificación de la bacteria (ATCC 19115) que se utilizó para contaminar los 

huevos se realizó por tinción de Gram y en la Figura 15 se observa, que es un bacilo 

corto Gram positivo. La confirmación de la misma, por medio del Vitek 2, demostró 

con un nivel de confianza del 95 % que se trataba de Listeria monocytogenes.  

 

 

 

 

 

4.2 Propiedades fisicoquímicas de la SES 

El análisis fisicoquímico de la solución demostró que el pH y Potencial de Óxido-

Reducción (ORP, por sus siglas en inglés) fueron 6.86 y 872 mV, respectivamente 

(Figura 16). Estos valores se encuentran dentro de los intervalos típicos para este 

tipo de soluciones electrolizadas: 6.4-7.5 para el pH y 800-900 mV para el ORP 

(Durán, 2010). Además, como indican Len et al (2000), Abadias et al (2008), Cabello 

et al (2009) y Cheng et al (2012), estas características son los que le otorgan a la 

solución una mayor estabilidad y efectividad desinfectante ante diversas 

condiciones ambientales como la temperatura. 

Respecto a la concentración de cloro libre, resultó ser de 46 ppm lo que indica que 

es una concentración aceptable para evaluar el efecto antimicrobiano de una 

Solución Electrolizada de Superoxidación (Kim et al, 2000; Deza et al, 2003; Issa et 

al, 2010). 

Figura 15. Morfología microscópica de la cepa de Listeria monocytogenes. 
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a)                                 b) 

             

 

Figura 16. Verificación de las propiedades de la SES: a) Medición de pH y ORP, b) Medición de 
cloro libre o cloro de ultra alto rango (UHR, por sus siglas en inglés) por espectrofotometría. 
 
 
4.3 Actividad antimicrobiana in vitro  

Como establece la NMX-BB-040-SCFI-1999, un producto bactericida debe lograr 

99.999 % de reducción bacteriana en 30 s de contacto. En la siguiente tabla se 

resumen los resultados de la cuenta inicial, así como los porcentajes de reducción 

logrados por cada desinfectante. 

Tabla 4. Resultados de le evaluación in vitro en la reducción de L. 

monocytogenes. 

Tratamiento Cuenta viable log(UFC/mL) Reducción bacteriana (%) 

Control (SSFE) 9.10 ± 0.07 No aplica 

AC 8.04 ± 0.17 91.03 

SES < 3.00 ± 0.00 > 99.99 

 

Este experimento se realizó para determinar el efecto antimicrobiano in vitro. Estos 

resultados no se pueden comparar con otros estudios donde se evalúa la reducción 

in vitro de L. monocytogenes con el uso de SES con pH neutro. Por ejemplo, Deza 
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et al (2003) y Guentzel et al (2008) publicaron que se puede lograr una disminución 

de más del 99.99 % de la carga inicial tras aplicar el tratamiento por 5 y 10 min, 

respectivamente. Sin embargo, haber logrado el mismo porcentaje de reducción en 

30 s, utilizando este desinfectante, permite conocer el tiempo mínimo de acción 

requerido para tener una desinfección satisfactoria de este patógeno. 

4.4 Actividad antimicrobiana en huevo embrionado 

Para determinar el poder desinfectante de la SES con pH neutro y el AC en el huevo, 

se usó una concentración inicial de 106 UFC/mL, como lo refieren Bialka et al (2004) 

en su evaluación. Este análisis se puede extrapolar para el caso de la contaminación 

de huevo fresco. Se obtuvo un título bacteriano que demostró que existe diferencia 

significativa entre los huevos que fueron desinfectados con alguna de las dos 

soluciones (SES o AC) comparándolos contra el grupo control, además de que el 

tipo de desinfectante empleado también repercute en el nivel de reducción logrado. 

   
Figura 17. Efecto de los tratamientos sobre la cuenta bacteriana en huevo embrionado.  

* Diferencia significativa con (p < 0.05). 
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Como se observa en la Figura 17, la cuenta bacteriana del tratamiento control fue 

de 5.24 log(UFC/huevo), con AC se llegó a una cuenta de 2.77 log(UFC/huevo) y 

0.80 log(UFC/huevo) con el uso de la SES con pH neutro. 

Los datos obtenidos indicaron que la SES con pH neutro logró disminuir más la 

carga de L. monocytogenes logrando una reducción de 4.44 log(UFC/huevo) 

respecto a la que se obtuvo por el uso de AC como desinfectante que fue de 2.47 

log(UFC/huevo) y esto se debe a la acción conjunta del poder oxidante del HClO y 

el alto ORP de la SES. Pero, al graficar el promedio de las tres réplicas del uso de 

AC, se obtiene 97.80 % de reducción que, estadísticamente, no es diferente al 99.65 

% que se obtiene al utilizar SES como desinfectante. 

En la Figura 18, se aprecia que en la Réplica C fue en la que se logró un menor 

porcentaje de reducción (94.30 %) comparado con los obtenidos en las Réplicas A 

(98.90 %) y B (98.65 %). Esto quiere decir que, en la última réplica, intervino un 

factor externo al experimento que repercutió negativamente en el análisis 

estadístico. 

 
Figura 18. Porcentaje de reducción microbiana del AC y de la SES en huevo embrionado. 
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Anteriormente, el efecto bactericida del AC contra L. monocytogenes sólo ha sido 

probado en una solución compuesta de la mezcla de ácidos cítrico, acético y 

propiónico en concentraciones iguales al 0.8 % en piel de pollo (Menconi et al, 

2013), y en jugo de mango con suspensiones de nanopartículas de ZnO que 

contenían 0.3 % de ácido cítrico en la superficie (Barzegari et al, 2014). Al no existir 

estudios donde se demuestre su efecto inhibitorio en huevo, los resultados 

obtenidos no pueden ser comparados con los de las investigaciones citadas. Solo 

como referencia, en estos estudios se logró reducir la contaminación bacteriana en 

1.85-2.87 log(UFC/piel de pollo) y 3.69-3.94 log(UFC/mL), respectivamente. 

Las Soluciones Electrolizadas de Superoxidación han sido evaluadas en huevo para 

la eliminación de otros patógenos distintos a L. monocytogenes. Ni et al (2014) 

demostró que una solución con pH 5.74, 902 de ORP y 60 mg/L cloro libre, logró 

reducir 2.2 log(UFC/g) para Salmonella Enteritidis y Staphylococcus aureus, y 1.5 

log (UFC/g) para E. coli O157:H7. No obstante, la comparación entre los resultados 

obtenidos y los de este estudio no puede ser total ya que las propiedades 

fisicoquímicas de las SES empleadas son ligeramente distintas.  

También, Deza et al. (2003), Guentzel et al. (2008) y Rahman et al. (2012) 

reportaron que los tomates, lechuga y espinaca, y la carne de pollo, pueden ser 

descontaminados de L. monocytogenes con el uso de SES con pH neutro, 

reduciendo la carga bacteriana 4.7 log (UFC/cm2), 2.5-4.5 log (UFC/mL) y 2.3 log 

(UFC/g pollo), respectivamente. Lo anterior sugiere que esta tecnología puede ser 

empleada en la desinfección de huevo ante diferentes tipos de contaminación y con 

alta efectividad para distintos microorganismos lo que ayudaría a conservar la 

inocuidad del alimento. Además, tiene la ventaja de que no genera contaminantes 

o sustancias químicas reactivas, tal como lo indican Liao, et al (2007): 

𝐻𝐶𝑙𝑂 + 𝐵𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 − 𝐺𝑆𝐻 →  𝐵𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 − 𝐺𝑆𝑆𝐻 + 𝐻2𝑂 + 𝐻
+ + 𝐶𝑙− 

Entonces, se resalta el interés de esta investigación para colocarse como el primer 

reporte en el que se demuestre el efecto antimicrobiano de este nuevo desinfectante 

con pH neutro, contra este microorganismo patógeno. 
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4.5 Efecto sobre la supervivencia embrionaria 

En la Figura 19, se representan las curvas de supervivencia de los embriones 

después del tratamiento, y se ve que la mayor mortalidad la tiene el grupo de huevos 

control (90.9 %), después los tratados con AC (87.9 %), y los que menor mortalidad 

tuvieron fueron los que se desinfectaron con SES con pH neutro (78.8 %).  

 
Figura 19. Curvas de supervivencia en huevo embrionado infectado con L. monocytogenes  

 

Los altos porcentajes de mortalidad no corresponden con lo que Fasenko et al 

(2009) reporta. En ese estudio, se demostró que la supervivencia embrionaria no se 

ve afectada por el uso o no de algún desinfectante. Se encontró que la mortalidad 

fue de 11.3-11.9 % y que la SES con pH ácido no influye negativamente en este 

parámetro de producción avícola. No obstante, para analizar las curvas de 

supervivencia, se realizó un análisis en función de las pérdidas observadas y 

esperadas, utilizando la prueba de logrank. Se encontró que el grupo Control es 1.8 

veces más susceptible al riesgo de mortalidad que el grupo SES, también, el grupo 

AC fue 1.4 veces más propenso de muerte que el grupo SES. Este análisis es muy 
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importante ya que aporta información útil para saber el impacto en el costo/beneficio 

del uso de la SES con pH neutro como desinfectante en incubadoras industriales. 

Es importante mencionar que el tratamiento aplicado no fue el único factor que 

intervino en la muerte de los embriones; la temperatura de incubación (37 °C) 

presentó variaciones a lo largo del experimento. Específicamente entre el día 11 y 

15 de edad de los embriones, se presentó una situación de falla eléctrica que 

repercutió en una disminución de la temperatura. Ante estas situaciones de 

emergencia, se puede notar que los huevos embrionados que son tratados con SES 

con pH neutro pueden sobrevivir más que los que no hayan recibido tratamiento de 

desinfección.  

4.6 Efectos sobre la cutícula  

En la Figura 20 se aprecian las coloraciones que tuvieron los huevos después de 

realizado la contaminación, el tratamiento y la tinción con azul de tripán 0.1 %. 

 
Figura 20. Efecto de los tratamientos en la tinción con azul de tripán de huevo para plato.  

 
 

A simple vista no se podía determinar si existía o no diferencia entre los tratamientos 

por lo que se calculó un parámetro denominado ΔE (diferencia de color) y, según el 

fabricante del colorímetro (Konica Minolta, 2014), se pueden enocontrar diferencias 

ínfimas entre dos muestras con color similar. Se tomó en cuenta que el estándar o 

el punto de referencia era la coloración inicial del huevo y que el punto de 

comparación para cada tratamiento era la coloración dada después de la tinción. La 

Figura 21 muestra que existe diferencia significativa entre los tratamientos lo que 
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indica que la interacción del colorante con la cutícula en cada caso difiere uno de 

otro. 

 
Figura 21. Efecto de los tratamientos en la diferencia de color para evaluar la presencia de la 

cutícula en huevo para plato. * Diferencia significativa con p < 0.05. 
 
 

Si en el grupo Control los huevos permanecen con la cutícula intacta, la diferencia 

de color de 53.5 es la que se esperaría en aquellos huevos que no sufrieran daño 

en esta membrana proteica. Como se observa, para el caso del grupo AC, la ΔE es 

mayor (61.4) y esto se explica porque el ácido cítrico reaccionó con las proteínas de 

la cutícula y permitió la penetración del colorante interactuando más fuertemente 

con las moléculas inorgánicas del cascarón y por ello se aprecia una toonalidad más 

intensa.  
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no afecta a la cutícula porque es estadísticamente diferente al grupo AC. Bialka et 

al (2004) hizo notar que la destrucción de la cutícula es debida a la aplicacón de 

SES ácida y alcalina. además, Leleu et al (2011) menciona que si el lavado del 

huevo se hace correctamente, la integridad de la cutícula no se ve afectada, lo que 

permite inferir que el uso correcto de la SES con pH neutro no tendría impacto 

negativo alguno sobre la cutícula. 

En la industria es necesario conocer que el grado de alteración sobre la cutícula 

varía con el tipo de máquina lavadora y clase de solución desinfectante. Según Alba 

y cols. (2008) la desinfección a base de HClO al 1 % reduce la alteracion de los 

huevos lavados y esto proporciona información más real sobre el efecto de estta 

etapa en su manipulación. 

A continuación, se muestran los resultados complementarios en los que ve el efecto 

directo sobre el huevo (Figura 22). Con la SES con pH neutro no se observó efecto 

de efervescencia por lo que no tuvo efecto alguno sobre la integridad del huevo 

después de 1.5 h de estar en contacto con él. Por el contrario, con AC, se observa 

efervescencia desde los 30 s que se hace más notoria a 1.5 h de contacto. 

 
Figura 22. Efecto de los tratamientos por inmersión de huevos para plato. 
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Para que el ácido cítrico pueda reaccionar con el cascarón del huevo y, 

consecuentemente, generar CO2, es necesario que primero reaccione con las 

proteínas de la cutícula desintegrando esta membrana protectora. Con esto se 

encuentra una desventaja importante sucedida de la aplicación de este 

desinfectante en la superficie del huevo, no así en el caso de usar la SES  

Los resultados se podrían complementar con la implementación de microscopia 

electrónica para hacer evidente el aumento en la porosidad del cascarón de huevo 

si se emplea AC y ver si, efectivamente, la SES con pH neutro no afecta la integridad 

de la cutícula. De acuerdo con Rodríguez et al (2013), cuando la cutícula se 

encuentra en buen estado esta membrana tiene un espesor mayor que cuando está 

dañada. También, se hace hincapié en que la descalcificación del cascarón es 

producida por el efecto de la calidad del huevo, incluyendo así el factor tiempo. Se 

podría usar espectroscopía infrarrojo para contrastar las bandas características de 

las proteínas y polisacáridos presentes en la cutícula y diferenciar un huevo sin 

cutícula por la visualización exclusiva de bandas pertenecientes a grupos 

funcionales de carbonato. Esto haría evidente que con el uso de AC, las bandas 

que determinan la presencia de la cutícula, no estarian presentes y permitiría saber 

si se observan para el caso de la desinfección de huevo con la SES con pH neutro. 

Adicionalmente, el estudio de la degradación de la cutícula, en términos de 

estructura, se ve afectado por la glicosilación de las proteínas y las propiedades de 

esta membrana. Cuando la glicosilación es baja, la resistencia de la cutícula 

disminuye para la penetración de las bacterias lo que magnifica el riesgo de 

contaminación (Wellman et al, 2010). Es por esta razón que cuando la cutícula se 

encuentra en un estado de deterioro, este se compensa con el uso específico de 

estrategias de recubrimientos del huevo con aceite mineral o pelícualas de quitosán, 

de esta forma de provee de una protección adicional ante la contaminación 

microbiológica (NOM-143-SSA1-1995, Hutchison et al, 2003; Caner and Cansiz, 

2008). 
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4.7 Efecto sobre el cascarón 

Como se mencionó con anterioridad, el efecto de la SES con pH neutro sobre la 

cutícula no se ha determinado con claridad. Por esta razón, la determinación de los 

minerales en el cascarón de huevo es una herramienta más para conocer si es que 

ocurre algún efecto de desmineralización como con el uso de AC. 

En las Figuras 23-25 se encuentran los valores obtenidos de la cuantificaciión de 

calcio, magnesio y fósforo en cascarón de huevo, respectivamente. Como valores 

de referencia del contenido de estos minerales en huevo de gallina, se encontró que 

Schaafsma et al (2000) reporta un intervalo de concentración de 385 a 400 mg de 

Ca/g de cascarón, 3500 a 4000 ppm de Mg y 1000 a 2000 ppm de P. Se sabe que 

las diferencias en el contenido de minerales se debe principalmente a la 

alimentación, la variabilidad genética de las gallinas y la edad de las mismas (Jones 

et al, 2002; Travel et al, 2011). 

 
Figura 23. Efecto de los tratamientos sobre el contenido de Ca en cascarón de huevo.  

* Diferencia significativa con p<0.05. 
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del huevo. Para la concentración de magnesio no se encontró diferencia significativa 

entre el uso o no de alguna solucion desinfectante.  

 
Figura 24. Efecto de los tratamientos sobre el contenido de Mg en cascarón de huevo.  

* Diferencia significativa con p<0.05. 
 

 
Figura 25. Efecto de los tratamientos sobre el contenido de P en cascarón de huevo.  

* Diferencia significativa con p<0.05. 
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Cusack et al (2003) refiere en su estudio que la cantidad de magnesio y fósforo 

presentes en el cascarón se ven signifcativamente disminuídos cuando la integridad 

de la cutícula está afectada negativamente. Aunado a ello, se reitera la importancia 

de implementar el uso de espectroscopia infrarrojo para complementar el análsis de 

la concentración de fosfatos que va en función del tamaño de la membrana proteíca; 

cuando aparecen las bandas que indican la presencia de fósforo, la cutícula es 

mucho más delgada. Al observar que existe diferencia significativa en la 

concenttración de este mineral cuando se comparan los huevos del grupo Control y 

AC, se hace evidente la disminución de la cutícula y la desmineralización del 

cascarón cuando se emplea ácido cítrico en la desinfección. No ocurre este efecto 

cuando se trata de los huevos desinfectados con SES con pH neutro por lo que la 

interacción de esta solución con la cutícula y con el cascarón es diferente que con 

el AC, y no presenta este inconveniente por lo que no daña la calidad externa del 

alimento. 

De manera integrativa, la deisnfección de los huevos debería sólo emplear el 

atomizado de la solución desinfectante ya que, en la siguiente operación (lavado), 

puede hacerse uso de cepillos, que si bien facilitan la sanitización presentan un gran 

inconveniente. El cepillado de los huevos trae consigo la exposición del cascarón 

por remoción de la cutícula lo que no es favorable al aumentar el riesgo de 

ocntaminación a través de los poros (Hutchison et al, 2006). Otros factores a tomar 

en cuenta en esta operación son el pH y la temperatura de la solución desinfectante. 

Como mencionan Leclair et al (1994) y Messens et al (2011), la eficacia del 

desinfectante se ve influenciada cuando estos parámettros no son los óptimos para 

lograr la descontaminación. Para el caso de L. monocytogenes se ha encontrado 

que la temperatura debe incrementarse de 42 hasta 47.4 °C y que el pH debe ser 

cercano a 10.8. El uso de la SES con pH neutro no presenta estos inconvenientes 

por lo que, nuevamente, se reitera la aplicación potencial de este nuevo 

desinfectante en el huevo. 
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4.8 Efecto sobre la calidad interna del huevo para plato 

Los huevos con buena calidad interna, y cuya frescura se mantiene, ayudan a 

obtener ovocproductos de calidad. El primer punto depende de factores como la 

edad de la gallina y el segundo depende de las condiciones de conservación, pues 

la temperatura es uno de los factores que mayor influye en la calidad; pueden 

apreciarse cambios en las características y propiedades funcionales de los 

componentes del huevo (Cepero, 2002; Guedes et al, 2016). 

En este estudio, los huevos para plato se almacenaron a temperatura ambiente (25 

°C) durante 40 días por lo que los efectos antes mencionados se percibieron 

visualmente. Se ha demostrado que la calidad del huevo va en función directa con 

la altura del albumen denso, que es la parte que rodea a la yema. Sin embargo, en 

la industria del huevo, el parámetro internacionalemente aceptado para esta 

determinación es la unidad Haugh que también considera el peso del huevo 

(Silversides, 1993; Fuentes, 2002).  

 
Figura 26. Efecto de los tratamientos sobre las unidades Haugh en huevo para plato.  

* Diferencia significativa con p<0.05. 
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La Figura 26, muestra la gráfica comparativa de los valores de unidades Haugh 

dependiendo del tratamiento que recibieron los huevos. Para el grupo Control se 

ubtuvo un valor de 19.9 y que es estadísticamente diferente al que tiene el grupo 

SES (31.9). Para el caso del tratamiento con la solución de referencia (AC), se 

encontró que tuvo 24.0 unidades Haugh. 

Los huevos no tratados presentaron valores de altura de albúmen denso menores 

que las de aquellos desinfectados con la SES con pH neutro y, tal como aclaran 

Juarez et al (2010),  Terčič et al (2012) y Santos et al (2016), a medida que la altura 

del albúmen denso se mantiene en los valores típicos (6-7 cm) las unidades Haugh 

también lo harán (45-95). 

Adicionalmente, la NMX-FF-079-SCFI-2004 establece una escala que contemplan 

las unidades Haugh para determinar un grado de calidad del huevo para plato. En 

ella indica que el huevo puede ser clasificado como México extra si tiene más de 70 

unidades Haugh, México 1 si tiene de 61 a 70, y México 2 si tiene de 31 a 60. Para 

este caso, sólo los huevos que fueron tratados con SES con pH neutro podrían 

considerarse aptos para consumo.  

Dentro de los factores que afectan la altura del albumen se encuentran la edad de 

la gallina, la variabilidad genética, el sistema de producción, la alimentación y las 

infecciones asociadas (Fuentes, 2002). Con los resultados obtenidos se propone 

que otro factor que interviene en la altura del albumen tiene que ver con el uso o no 

de alguna solución desinfectante. Emplear la SES con pH neutro favorece a 

conservar por más tiempo, e incluso a temperaturas mayores a las de refrigeración, 

la calidad interna del huevo (medida en términos de unidades Haugh). 

Por otra parte, la evaluación de la calidad interna también se realizó por medición 

del color de la yema. En las Figuras 27-29, se encuentran los valores de los 

parámetros colorimétricos de la yema: L (luminosidad), a (verde-rojo) y b (azul-

amarillo), respectivamente. Para la luminosidad, se establece diferencia significativa 

entre los huevos del grupo Control (60.48) y los desinfectados con SES con pH netro 

(57.93), de igual forma para el tipo de desinfectante empleado: AC (59.66) y SES.   
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Figura 27. Efecto de los tratamientos sobre la luminosidad de la yema en huevo para plato. * 

Diferencia significativa con p<0.05. 
 

Estas diferencias supondrían que el almacenamiento que se les dio a los huevos 
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para el grupo AC es de 14.82 y que correspode con un tono más rojo, en 

contraparte, para los huevos no tratados y tratados con SES con pH neutro, los 
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Figura 28. Efecto de los tratamientos sobre el parámetro a de la yema en huevo para plato.  

* Diferencia significativa con p<0.05. 
 

 

 
Figura 29. Efecto de los tratamientos sobre el parámetro b de la yema en huevo para plato.  

* Diferencia significativa con p<0.05. 
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que podrían causar otras bacterias de deterioro en el almacenamiento del huevo. 

Es por ello que el hecho de que algunos huevos después de 40 días de 

almacenados resultaran estar podridos, no se puede atribuir a la contaminación con 

L. monocytogenes ya que no es una bacteria que pueda causar deterioro como lo 

es Salmonella o Pseudomonas, y reflejarse como cambio de coloración en la yema 

o coaglación proteica (Baron and Jan, 2011; Rossi and De Reu, 2011). 

En la NMX-FF-079-SCFI-2004 se indica que el color de la yema de huevo debe 

encontrarse entre valores de 9 y 13 del abanico colorimétrico de Roche. También, 

Morsy et al (2015) y  Santos et al (2016) indican que este parámetro lo pueden medir 

con  el índice de yema y que este disminuye si la temperatura es mayor a la de 

refrigeración. Tomando esto como referencia y haciendo una correlación con el 

parámetro b, se nota que los valores son menores a los que Terčič et al (2012) 

reporta como normales. Esto supone que la influencia de la temperatura permite 

conservar la pigmentación característica de la yema. 

La temperatura es un factor importante a considerar cuando se emplea una 

tecnología de desinfección del huevo. Alkaya et al (2016) encontró que empleando 

radiación infrarroja para descontaminar la superficie de huevos, la temperatura 

influye directamente en la calidad, especificamente en la desnaturalización proteíca 

de la albúmina. Por ello, el experimento que se realizó por contacto directo de las 

soluciones con el interior del huevo, también muestra el efecto que tienen sobre las 

características internas del mismo. 

En la Figura 30, se observa que cuando se aplicó la SES con pH neutro, no se 

observa alguna distinción visual respecto al huevo que fue tratado con SSFE 

(Control). Este efecto sólo se evaluó por un tiempo corto de aplicación (5 min) y en 

este periodo de tiempo se observó que el AC repercutió negativamente en la clara 

del huevo, desnaturalizando las proteínas presentes en el albúmen. Estos 

resultados, posicionan a la SES con pH neutro como una alternativa que no cambia 

las propiedades internas ni funcionales del huevo. 
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Figura 30. Efecto de los tratamientos por aspersión sobre la yema y albumen del huevo. 
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CONCLUSIONES 

 
 La Solución Electrolizada de Superoxidación con pH neutro logró una reducción 

in vitro mayor a 6 ciclos logarítmicos de la población de L. monocytogenes y, al 

aplicarlo en la superficie del huevo embrionado, resultó ser una alternativa 

altamente eficaz como desinfectante ya que logró reducir 4.44 ciclos logarítmicos 

de L. monocytogenes. Esta reducción es significativamente diferente (p<0.05) a 

la que se obtuvo al utilizar la solución de referencia (Ácido Cítrico al 2 %) con la 

que sólo se logró reducir 2.47 ciclos logarítmicos. 

 Se encontró diferencia significativa (p<0.05) en el uso o no de SES con pH neutro 

sobre el riesgo de mortalidad de los embriones. Se prefiere el uso de esta 

tecnología de desinfección porque al emplearla, la superviviencia resulta ser 1.8 

veces más que la observada en el grupo control. 

 El uso de la SES con pH neutro favorece la conservación de la calidad del huevo 

para plato. Existe diferencia significativa (p<0.05) en el valor de unidades Haugh 

entre el grupo de huevos desinfectados con SES con pH neutro y los del grupo 

control. 

 La SES con pH neutro resulta ser una alternativa eficaz y ecológica a considerar 

como potente antimicrobiano en la desinfección del huevo, evitando la 

contaminación con L. monocytogenes y favoreciendo la conservación de la 

calidad interna del alimento. Con esto se puede extrapolar su uso en el caso de 

ovoproductos y plantas procesadoras de huevos, además de que podría 

disminuir la incidencia de la ETA’s. 
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PROYECCIÓN EXPERIMENTAL 

 

 

 Determinar el efecto que tiene la SES con pH neutro en la cutícula, por 

metodologías como la microscopia electrónica y/o la espectrofotometría 

infrarrojo. 

 Determinar los efectos tóxicos (formación de cloraminas) y repercusiones o 

cambios sensoriales en el producto final debido a la aplicación de la SES con pH 

neutro.  
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APÉNDICES 

Preparación de solciones de trabajo y medios de cultivo. 

a) Caldo Tripticasa Soya (CTS) 

Se pesaron 3 g del medio en polvo que contienen 56.7 % de digerido pancreático 

de caseína, 10 % de digerido enzimático de soya, 16.7 % de cloruro de sodio, 8.3 

% de fosfato ácido dipotásico y 8.3 % de glucosa. Se homogenizó con 100 mL de 

agua destilada. 

b) Agar Tripticasa Soya (TSA) 

Se pesaron 30 g del medio en polvo que contienen 56.7 % de digerido pancreático 

de caseína, 10 % de digerido enzimático de soya, 16.7 % de cloruro de sodio, 8.3 

% de fosfato ácido dipotásico y 8.3 % de glucosa. Se adicionaron 1000 mL de agua 

destilada y, después de homogeneizó este volumen con 15 g de agar bacteriológico. 

c) Agua Peptonada (AP) al 0.1 % 

Se pesó 1 g peptona de carne y 8.5 g de cloruro de sodio. Se homogeneizaron con 

1000 mL de agua destilada. 

d) Solución Salina Fisiológica Estéril (SSFE) 

Se pesaron 8.5 g de cloruro de sodio y se homogeneizaron con 1000 mL de agua 

destilada. 

e) Ácido Cítrico (AC) al 2 %) 

Se pesaron 20 g de ácido cítrico y se homogeneizaron con 1000 mL de agua 

destilada. 

f) Azul de Tripán al 0.1 % 

Se pesó 1 g de azul de tripán en polvo y se homogeneizó con 1000 mL de agua 

destilada. 
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APÉNDICE A: Certificados de análisis de identificación de la bacteria. 
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ATec· Numoor: 

Lot Numoor: 

Organism: 

Product Format: 

Expiration Date: 

Storage Conditions: 

Test f Method 

CERTIFICATE OF ANALYSIS 

19115™ 

62451280 

Lis tena monocytogenes serotype 4b 

Bacterial colls suspended in an appropriate cryoprotectant 

Not applicable 

2"C 10 S"e tor freeze-drled cultures; - 80' C or colder tor frozen cultures 

Note: Do nol slora frozon vials in freezers with a dafrost cycle, as this will expose the 
via ls to increased tempera tu res. 

Specification Result 

Gram stain aOO cell morphology Gram stain ancl cell morphology are consisten! Gram-positive, motile rOOs arranged singly, in 

(Visual OOset'Val ion method) 
with lhe organism being tested. pairs and in short dlains. 

Colony description CoIony desaiption is consistenl with the organism SmalJ , entire, smooth, convex, glistening aOO 

(Visual OOset'Valion method) 
being tested. translucent 

Purity Sample material is inoculated anto non-setective No evidence of aberrant growth 

(Visual OOslllVation method) 
media. CuRures are examined macroscopically 
and miaosoopically afler inrubation. Cultures 
show no evidence 01 aberrant growth. 

Viability Sample material is viable . Confluent growth on d~ution plate, >10' cluMal 

(Trter or visual observation melhod) 

Phenotypic l esling Sample material is evaluated with a defined Catalase: positive 
battery 01 phenotypic tests indudiog evalualion by 
bioMérieUK APfJ. Results are mnsistent with !he Oxidase: negative 

organism being tested. B hemolysis en #260: positive 

98.6% identiflCation lo Lisleria monocytogenes 
using bioMérieuK API'". 

Genotypic t esling Sample material is evalualed by 16S ribosomal ldentific¡¡tion is mnsistent with the organism 
gene sequenciog. Results are mnsislent with lOO beiog tested 
organism beiog tested. 
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APÉNDICE B: Resultados de Control de calidad de los huevos embrionados. 

 

OFICINA 
7 NORTE416 
TEHUACAN, PUE. 
MEXICO 
TEL: (238) 3803840 
FAX: (238) 3803842 

~,. 

HUEVOS ALPES 11 

RESULTADOS DE CONTROL DE CALIDAD 

LABORA TORIO 
INVESTlGACION APLICAOA 
SA DE C.V. 
7 NORTE 602 
TEHUACAN. PUE. 
MEXICO 
TEl: (238) 383-52-04 

PARVADA __ ~A=LB""O",C"-H"",,,-2,,6,-__ MUESTREO MAS RECIENTE ~ FECHA DE NACIMIENTO 04-jul-14 

AGENTE CEPA 

SINDROME DE BAJA POS11JRA Mcfcrran 

LEUCOSIS UNFOIDE ABCDE 

MYCQPLASMA SINOVIAE Comercial 

MYCQPLASMA GALUSEPTICUM Comercial 

SALMONEUA PUL-GALL Comercial 

BRONQUmS INFECCIOSA MASS 

ENFERMEDAD DE NEWCASTLE SOTA 

INFLUENZA AVIAR 

. In'Hti~clOn Aplica ... S A de C.V. 
lal)O'at<>rioAuxilia, de Colt$tataci<ln. Uta"",a Zoollnilll"a 0265G 

antlla Secr.II,¡. da Aor"'''Ma y Re<:uISOI Hidr"""cOl 

(exp.&41Ql 
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HI 

'USA 

PeR 

ARP 

ARP 

'USA (MG) 

HI{MG) 

AISLAMIENTO VIRAL 
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{- 26-;un-15 

{- 18-jun-15 

[- 18-jun-15 

[- 22-jun-15 

{- 22-;un-15 

MG.7443 ll-jun-15 

MG.I60 25-iun-1S 

[o} 09-;un-15 
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Resultados completos para determinar actividad antimicrobiana in vitro.  

Tabla 1. Conteo bacteriano del Grupo Control 

Réplica D1 D3 D5 D7 Cuenta (UFC/mL) log(UFC/huevo) 
A Incontables Incontables 11 0 1.10x109 9.04 
B Incontables Incontables 12 0 1.20x109 9.08 
C Incontables Incontables 15 0 1.50x109 9.18 

 
Promedio 9.10 

DE 0.07 
 

Tabla 2. Conteo bacteriano del Grupo AC 

Réplica D0 D1 D3 D5 Cuenta (UFC/mL) log(UFC/huevo) 
A Incontables Incontables 70 0 7.00x107 7.85 
B Incontables Incontables 148 0 1.48x108 8.17 
C Incontables Incontables 123 0 1.23x108 8.09 

 
Promedio 8.04 

DE 0.17 
 

Tabla 3. Conteo bacteriano del Grupo SES 

Réplica D0 D1 D3 D5 Cuenta (UFC/mL) log(UFC/huevo) 
A 0 0 0 0 < 1000 < 3.00 
B 0 0 0 0 < 1000 < 3.00 
C 0 0 0 0 < 1000 < 3.00 

 
Promedio 3.00 

DE 0.00 
 

Tabla 4. ANOVA de un factor entre tratamientos 

Fuente de 

variación 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Media 

cuadrática 
F 

Probabilidad 

(p) 

Tratamiento 63.680 2 31.840 2850.18 1.16E-09 

Error 0.067 6 0.011   

Total 63.747 8    
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Tabla 5. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) 

(I) 

Tratamiento 

(J) 

Tratamiento 

Diferencia 

de medias 

(I-J) 

Error 

estándar 

Probabilidad 

(p) 

95% de intervalo de 

confianza (IC) 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

Control 
AC 1.0638 0.0863 1.70E-05 0.8526 1.2750 

SES 6.0989 0.0863 5.40E-10 5.8877 6.3101 

AC SES 5.0351 0.0863 1.70E-09 4.8239 5.2463 
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Resultados completos para determinar actividad antimicrobiana in vivo. 

Tabla 6. Conteo bacteriano del Grupo Control 

Réplica Huevo D1 D3 D5 UFC/huevo Log(UFC/huevo) 

A 

1 155 1 0 1.00E+05 5.00 
2 158 1 0 1.00E+05 5.00 
3 176 1 0 1.00E+05 5.00 
4 102 0 0 1.02E+05 5.01 
5 199 3 0 3.00E+05 5.48 
6 167 2 0 2.00E+05 5.30 
7 231 2 0 2.00E+05 5.30 
8 126 3 0 3.00E+05 5.48 
9 100 1 0 1.00E+05 5.00 

10 324 3 0 3.00E+05 5.48 
11 42 1 0 1.00E+05 5.00 

Promedio 5.19 
DE 0.22 

B 

1 87 0 0 8.70E+04 4.94 
2 124 1 0 1.00E+05 5.00 
3 175 2 0 2.00E+05 5.30 
4 156 2 0 2.00E+05 5.30 
5 180 3 0 3.00E+05 5.48 
6 233 8 0 8.00E+05 5.90 
7 229 2 0 2.00E+05 5.30 
8 93 1 0 1.00E+05 5.00 
9 110 0 0 1.10E+05 5.04 

10 166 2 0 2.00E+05 5.30 
11 245 3 0 3.00E+05 5.48 

Promedio 5.28 
DE 0.28 

C 

1 132 0 0 1.32E+05 5.12 
2 228 4 0 4.00E+05 5.60 
3 177 3 0 3.00E+05 5.48 
4 203 3 0 3.00E+05 5.48 
5 94 1 0 1.00E+05 5.00 
6 169 2 0 2.00E+05 5.30 
7 243 4 0 4.00E+05 5.60 
8 108 1 0 1.00E+05 5.00 
9 152 2 0 2.00E+05 5.30 

10 188 1 0 1.00E+05 5.00 
11 75 1 0 1.00E+05 5.00 

Promedio 5.26 
DE 0.25 

 



   

73 
 

Tabla 7. Conteo bacteriano del Grupo AC 

Réplica Huevo D1 D3 D5 UFC/huevo Log(UFC/huevo) 

A 

1 3 0 0 3.00E+03 3.48 
2 1 0 0 1.00E+03 3.00 
3 0 0 0 0.00E+00 0.00 
4 0 0 0 0.00E+00 0.00 
5 0 0 0 0.00E+00 0.00 
6 0 0 0 0.00E+00 0.00 
7 2 0 0 2.00E+03 3.30 
8 2 0 0 2.00E+03 3.30 
9 3 0 0 3.00E+03 3.48 

10 5 0 0 5.00E+03 3.70 
11 5 0 0 5.00E+03 3.70 

Promedio 2.18 
DE 1.74 

B 

1 4 0 0 4.00E+03 3.60 
2 0 0 0 0.00E+00 0.00 
3 1 0 0 1.00E+03 3.00 
4 6 0 0 6.00E+03 3.78 
5 1 0 0 1.00E+03 3.00 
6 8 0 0 8.00E+03 3.90 
7 0 0 0 0.00E+00 0.00 
8 3 0 0 3.00E+03 3.48 
9 2 0 0 2.00E+03 3.30 

10 10 0 0 1.00E+04 4.00 
11 0 0 0 0.00E+00 0.00 

Promedio 2.55 
DE 1.67 

C 

1 1 0 0 1.00E+03 3.00 
2 7 0 0 7.00E+03 3.85 
3 31 0 0 3.10E+04 4.49 
4 12 0 0 1.20E+04 4.08 
5 10 0 0 1.00E+04 4.00 
6 1 0 0 1.00E+03 3.00 
7 13 0 0 1.30E+04 4.11 
8 10 0 0 1.00E+04 4.00 
9 38 0 0 3.80E+04 4.58 

10 25 0 0 2.50E+04 4.40 
11 0 0 0 0.00E+00 0.00 

Promedio 3.59 
DE 1.30 
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Tabla 8. Conteo bacteriano del Grupo SES 

Réplica Huevo D1 D3 D5 UFC/huevo Log(UFC/huevo) 

A 

1 1 0 0 1.00E+03 3.00 
2 1 0 0 1.00E+03 3.00 
3 0 0 0 0.00E+00 0.00 
4 0 0 0 0.00E+00 0.00 
5 0 0 0 0.00E+00 0.00 
6 0 0 0 0.00E+00 0.00 
7 3 0 0 3.00E+03 3.48 
8 0 0 0 0.00E+00 0.00 
9 0 0 0 0.00E+00 0.00 

10 0 0 0 0.00E+00 0.00 
11 0 0 0 0.00E+00 0.00 

Promedio 0.86 
DE 1.48 

B 

1 0 0 0 0.00E+00 0.00 
2 1 0 0 1.00E+03 3.00 
3 0 0 0 0.00E+00 0.00 
4 0 0 0 0.00E+00 0.00 
5 1 0 0 1.00E+03 3.00 
6 0 0 0 0.00E+00 0.00 
7 7 0 0 7.00E+03 3.85 
8 0 0 0 0.00E+00 0.00 
9 0 0 0 0.00E+00 0.00 

10 0 0 0 0.00E+00 0.00 
11 0 0 0 0.00E+00 0.00 

Promedio 0.90 
DE 1.55 

C 

1 0 0 0 0.00E+00 0.00 
2 0 0 0 0.00E+00 0.00 
3 3 0 0 3.00E+03 3.48 
4 0 0 0 0.00E+00 0.00 
5 0 0 0 0.00E+00 0.00 
6 0 0 0 0.00E+00 0.00 
7 0 0 0 0.00E+00 0.00 
8 0 0 0 0.00E+00 0.00 
9 0 0 0 0.00E+00 0.00 

10 0 0 0 0.00E+00 0.00 
11 3 0 0 3.00E+03 3.48 

Promedio 0.63 
DE 1.41 
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Tabla 9. ANOVA de un factor entre tratamientos 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 327.350 2 163.675 101.43 2.12E-24 

Error 154.905 96 1.614   
Total 482.254 98    

 

Tabla 10. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) 

(I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control 
AC 2.4680 0.3127 4.81E-12 1.8472 3.0887 

SES 4.4451 0.3127 2.37E-25 3.8244 5.0659 
AC SES 1.9772 0.3127 8.10E-09 1.3564 2.5979 
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Resultados para determinar el efecto sobre supervivencia embrionaria. 
 

Tabla 11. Monitoreo de la supervivencia de embriones hasta los 21 días de vida 

  Réplica A Réplica B Réplica C Total 
Edad (d) Control AC SES Control AC SES Control AC SES Control AC SES 

4 22 22 22 22 22 22 22 22 22 66 66 66 
8 20 22 17 22 22 22 18 20 19 60 64 58 

11 20 22 17 22 22 22 18 19 19 60 63 58 
15 13 14 3 14 15 15 13 19 19 40 48 37 
18 12 14 3 14 13 11 13 19 19 39 46 33 
21 1 1 0 2 3 5 3 4 9 6 8 14 

 

Tabla 12. Prueba logrank comparando curvas de supervivencia 

 Riesgo Pérdidas observadas Pérdidas esperadas 
Edad (d)  Control AC SES Total Control AC SES Total Control AC SES Total 

4 66 66 66 198 0 0 0 0 0 0 0 0 
8 60 64 58 182 6 2 8 16 5.27 5.63 5.10 16 
11 60 63 58 181 0 1 0 1 0.33 0.35 0.32 1 
15 40 48 37 125 20 15 21 56 17.92 21.50 16.58 56 
18 39 46 33 118 1 2 4 7 2.31 2.73 1.96 7 
21 6 8 14 28 33 38 19 90 19.29 25.71 45.00 90 

Total     60 58 52 170 45.13 55.92 68.95 170 
 

Tabla 13. Análisis de riesgo de muerte entre tratamientos 

Comparación X2 Conclusión Riesgo de muerte  Probailidad 
Control-AC 4.9803 Rechazar H0 1.3:1 0.0256 

Control-SES 9.0711 Rechazar H0 1.8:1 0.0026 
AC-SES 4.2454 Rechazar H0 1.4:1 0.0394 
X2 tablas 3.8415  
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Resultados completos para determinar los efectos en cutícula. 

Tabla 14. Color de cutícula antes y después de la tinción (Grupo Control) 

 RÉPLICA A RÉPLICA B 
 Inicial Final Inicial Final 

Huevo L a b L a b L a b L a b 

1 

93.75 -1.03 4.63 50.78 -3.23 -31.93 93.50 -0.71 3.29 55.65 -3.57 -30.05 
93.64 -0.71 2.82 52.60 -2.94 -32.20 92.50 -0.69 3.93 52.22 -2.94 -32.27 
94.13 -1.09 4.18 52.13 -3.22 -31.93 91.67 -0.62 3.31 54.76 -3.44 -31.00 
93.94 -0.91 3.73 53.17 -3.36 -32.26 92.96 -0.65 3.28 53.55 -2.93 -31.50 
93.50 -1.02 3.88 52.59 -3.19 -31.78 92.41 -0.71 4.11 55.61 -3.54 -30.34 

2 

93.99 -0.72 3.67 49.43 -2.64 -33.29 92.97 -0.59 1.74 57.22 -1.79 -29.99 
93.82 -0.67 3.54 49.22 -1.43 -32.35 91.53 -0.70 2.09 56.07 -1.84 -30.94 
93.55 -0.70 3.52 50.40 -2.05 -32.41 91.95 -0.65 1.51 53.52 -1.44 -31.84 
94.27 -0.63 3.18 50.38 -1.48 -32.56 91.69 -0.66 2.12 55.42 -2.22 -29.71 
93.82 -0.61 3.57 48.58 -1.52 -33.32 90.46 -0.59 1.62 52.92 -1.62 -32.23 

3 

95.31 -0.55 2.59 48.53 -1.70 -35.04 94.47 -0.76 2.09 54.69 -3.15 -31.79 
94.64 -0.76 2.36 38.55 2.95 -34.37 94.36 -0.63 2.28 54.71 -3.13 -31.59 
94.67 -0.75 2.88 51.12 -1.48 -34.02 93.92 -0.79 3.06 51.88 -2.38 -32.85 
95.13 -0.58 1.92 50.93 -1.48 -33.48 93.92 -0.71 2.01 50.56 -1.56 -32.67 
95.13 -0.56 2.07 52.50 -1.67 -33.83 94.18 -0.61 2.24 53.04 -2.62 -32.03 

4 

92.33 -0.65 3.54 53.73 -3.49 -31.97 92.94 -0.62 3.23 57.47 -2.93 -28.75 
92.86 -0.59 2.98 48.92 -1.53 -34.65 90.77 -0.58 3.35 58.87 -2.28 -27.51 
94.68 -0.64 3.14 51.25 -2.72 -33.71 92.44 -0.56 3.64 55.72 -2.19 -29.73 
94.24 -0.56 3.09 54.39 -3.12 -33.31 92.75 -0.64 2.77 55.36 -2.12 -29.94 
93.93 -0.59 2.99 53.80 -2.92 -32.47 92.35 -0.65 2.97 56.38 -2.88 -29.31 

5 

92.57 -0.78 2.86 49.96 -3.25 -33.65 93.74 -0.57 3.47 58.56 -2.79 -28.47 
92.53 -0.71 2.36 45.20 -2.98 -34.72 92.66 -0.67 3.88 58.31 -2.38 -28.56 
92.70 -0.76 2.58 50.75 -3.23 -33.27 93.91 -0.48 3.31 56.90 -2.10 -29.82 
92.59 -0.77 2.55 51.91 -3.04 -32.73 93.92 -0.57 3.70 56.71 -2.06 -28.61 
92.39 -0.79 2.59 49.63 -2.77 -33.79 93.39 -0.63 3.04 56.15 -1.09 -30.22 

6 

92.49 -0.69 2.36 52.38 -3.11 -32.07 94.55 -0.41 3.89 60.61 -3.19 -27.99 
90.55 -0.66 3.45 50.53 -1.29 -33.61 93.33 -0.62 3.80 57.42 -2.17 -29.04 
92.68 -0.68 2.23 51.98 -1.97 -32.82 94.89 -0.53 3.06 55.78 -2.05 -30.80 
92.82 -0.70 2.04 50.80 -1.99 -33.45 94.96 -0.51 3.05 53.44 -1.44 -31.96 
93.12 -0.54 2.34 54.19 -2.98 -31.95 94.52 -0.40 3.03 55.48 -1.71 -31.06 

7 

92.97 -0.58 1.70 50.64 -2.84 -33.82 94.03 -0.96 3.80 52.97 -1.94 -32.40 
93.53 -0.56 1.05 49.10 -1.24 -34.83 90.40 -0.81 3.52 52.19 -2.73 -32.56 
94.08 -0.64 1.92 49.49 -1.91 -35.04 94.00 -0.82 3.68 52.35 -1.50 -33.41 
93.64 -0.57 1.91 52.30 -2.92 -34.09 93.70 -0.63 2.51 50.08 -1.54 -33.57 
93.67 -0.56 1.89 54.59 -2.96 -32.55 93.62 -0.85 3.37 50.41 -1.59 -33.57 

Promedio 93.53 -0.69 2.80 50.76 -2.31 -33.23 93.12 -0.65 3.02 54.94 -2.31 -30.80 
DE 0.88 0.13 0.74 1.61 0.86 0.77 1.00 0.10 0.67 2.12 0.52 1.50 
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Tabla 15. Color de cutícula antes y después de la tinción (Grupo AC) 

 RÉPLICA A RÉPLICA B 
 Inicial Final Inicial Final 

Huevo L a b L a b L a b L a b 

1 

92.64 -0.59 4.58 44.62 -1.34 -36.27 93.32 -0.90 4.97 45.59 -2.87 -35.28 
90.86 -0.90 4.70 45.99 -2.54 -34.06 93.25 -0.98 3.54 45.36 -2.64 -35.43 
92.37 -0.80 5.09 45.31 -1.99 -35.16 92.79 -1.21 4.43 48.28 -2.21 -34.58 
92.68 -0.64 4.41 46.24 -0.56 -35.13 93.90 -0.78 3.67 47.47 -1.94 -34.49 
92.31 -0.75 5.07 44.87 -1.36 -34.93 93.71 -0.62 4.40 46.83 -1.14 -34.25 

2 

93.33 -1.17 4.09 43.56 -2.02 -35.29 93.60 -0.60 3.82 44.77 -2.21 -35.56 
92.84 -1.20 3.28 44.41 -1.41 -35.55 91.92 -0.69 2.81 44.98 -2.27 -35.65 
93.63 -1.32 4.39 45.89 -2.81 -35.16 92.71 -0.80 4.26 45.75 -1.84 -36.30 
93.54 -1.06 4.07 44.73 -2.27 -35.33 93.45 -0.49 3.03 45.56 -0.06 -34.76 
93.51 -1.23 4.02 44.03 -1.89 -35.59 93.33 -0.57 3.19 46.42 -0.74 -35.18 

3 

93.24 -0.40 4.07 46.58 -1.82 -35.42 92.80 -0.54 2.84 42.23 -1.21 -36.12 
92.30 -0.46 4.56 49.39 -1.48 -34.36 89.77 -1.11 1.78 43.59 -0.73 -35.10 
92.99 -0.38 4.23 49.61 -0.19 -33.17 92.40 -0.55 2.62 42.23 -0.33 -36.20 
92.95 -0.36 4.19 50.90 -1.07 -32.21 91.96 -0.62 2.36 47.69 -1.49 -34.57 
92.91 -0.40 4.37 48.62 -1.61 -34.87 92.50 -0.57 2.51 43.60 -1.06 -34.99 

4 

92.93 -0.65 3.49 45.64 -0.43 -35.35 91.72 -0.52 1.42 43.16 -0.87 -35.54 
91.92 -0.80 3.58 39.76 0.47 -39.13 87.07 -1.24 1.19 41.56 1.00 -35.48 
93.26 -0.61 3.86 46.79 0.44 -33.92 87.00 -0.93 0.73 44.38 0.35 -34.95 
93.08 -0.65 3.74 44.16 -0.33 -36.57 90.56 -0.57 1.58 43.12 0.11 -35.40 
93.42 -0.70 3.97 43.80 -0.23 -36.38 90.40 -0.73 1.20 44.29 1.66 -37.82 

5 

94.50 -0.38 3.16 44.46 -1.31 -36.66 94.03 -0.63 2.14 49.20 -1.71 -36.36 
93.60 -0.84 2.40 44.65 -0.66 -36.79 93.53 -0.69 1.63 49.82 -1.23 -35.65 
94.54 -0.54 2.98 46.09 -1.53 -34.67 92.86 -0.64 1.69 46.96 -0.98 -35.60 
94.02 -0.60 2.94 45.19 -1.29 -35.83 93.47 -0.62 1.56 48.26 -1.27 -35.00 
93.82 -0.52 2.85 45.63 -0.79 -35.59 93.42 -0.69 2.07 49.75 -1.28 -34.60 

6 

93.81 -0.68 4.46 44.23 -1.34 -34.91 93.80 -0.95 4.20 45.52 -2.66 -34.87 
94.04 -0.63 4.42 45.25 0.24 -35.00 91.43 -1.48 3.92 43.65 -1.90 -35.66 
94.40 -0.70 4.62 45.07 -0.81 -34.77 93.79 -0.79 3.95 43.98 -2.39 -35.08 
93.77 -0.62 4.69 44.49 -0.86 -35.96 93.14 -1.50 4.22 43.93 -1.68 -35.58 
93.66 -0.75 4.28 44.78 -1.02 -35.92 93.23 -1.07 4.27 43.11 -1.81 -35.59 

7 

92.86 -0.49 1.99 43.64 -0.61 -36.01 93.54 -0.77 3.13 44.38 -1.21 -35.89 
92.31 -0.68 1.34 44.97 3.03 -38.73 89.59 -1.11 2.59 43.55 -0.47 -35.75 
93.14 -0.52 1.36 45.32 0.05 -36.24 93.21 -0.89 3.37 43.83 -0.44 -36.04 
92.63 -0.51 1.70 44.76 1.07 -36.94 93.40 -0.81 2.74 42.90 0.36 -36.01 
93.05 -0.61 1.60 45.08 0.09 -36.93 93.52 -0.85 3.02 43.70 0.46 -35.92 

Promedio 93.17 -0.69 3.67 45.39 -0.86 -35.56 92.40 -0.81 2.88 45.13 -1.11 -35.46 
DE 0.68 0.25 1.10 1.66 0.95 0.94 1.45 0.19 1.13 2.01 0.95 0.37 
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Tabla 16. Color de cutícula antes y después de la tinción (Grupo SES) 

 RÉPLICA A RÉPLICA B 
 Inicial Final Inicial Final 

Huevo L a b L a b L a b L a b 

1 

93.93 -0.84 3.06 54.50 -4.26 -31.59 95.02 -0.70 2.41 62.80 -2.07 -26.08 
92.32 -0.80 4.02 45.01 -4.26 -37.65 92.99 -0.77 3.02 64.11 -2.59 -26.46 
94.55 -0.87 3.62 50.02 -3.63 -34.79 95.10 -0.65 2.20 59.87 -2.85 -28.90 
94.55 -0.84 3.45 52.73 -4.15 -33.07 93.95 -0.75 2.41 60.78 -2.33 -27.75 
94.63 -0.88 3.51 56.92 -3.64 -30.18 94.31 -0.73 2.09 57.95 -2.24 -31.06 

2 

92.54 -0.82 4.02 56.40 -3.43 -28.51 93.58 -0.64 3.82 64.64 -2.45 -23.66 
91.06 -0.89 3.88 48.53 -1.55 -32.96 93.65 -0.58 3.14 63.17 -2.94 -25.60 
93.85 -0.71 3.99 50.50 -3.03 -32.75 94.25 -0.67 3.20 56.69 -2.99 -29.98 
93.77 -0.89 4.37 51.78 -2.95 -32.03 94.64 -0.74 3.26 53.82 -3.87 -30.93 
93.76 -0.84 4.36 54.33 -3.24 -30.71 94.50 -0.71 3.05 60.11 -3.88 -26.49 

3 

94.11 -0.87 4.40 60.80 -3.82 -26.17 95.14 -1.01 3.44 61.00 -3.24 -27.95 
92.87 -0.73 5.01 47.76 -3.30 -32.69 94.17 -0.75 3.59 61.80 -3.28 -27.94 
94.13 -0.75 4.72 53.23 -3.73 -31.61 94.54 -0.75 2.33 61.88 -3.49 -27.83 
93.84 -0.79 4.50 53.12 -3.88 -31.14 94.96 -0.78 2.36 56.05 -3.52 -31.37 
93.96 -0.75 4.32 54.43 -4.52 -29.91 95.07 -0.66 2.38 56.95 -3.77 -30.59 

4 

93.72 -0.60 4.00 57.13 -4.18 -28.71 94.36 -1.11 4.05 71.26 -2.79 -18.89 
93.28 -0.45 4.53 52.72 -1.49 -32.73 94.70 -0.91 4.86 72.38 -2.72 -18.38 
93.45 -0.45 3.26 57.85 -3.56 -29.51 94.64 -1.14 4.42 71.97 -1.18 -19.04 
94.07 -0.66 4.04 53.72 -2.41 -31.66 94.68 -1.00 4.32 62.30 -2.32 -26.43 
93.22 -0.55 3.81 52.20 -2.60 -32.39 94.68 -1.15 4.14 61.69 -2.41 -27.08 

5 

90.93 -0.90 5.01 55.63 -4.33 -27.57 93.69 -0.70 2.61 69.12 -1.42 -20.66 
92.50 -0.48 6.34 48.13 -3.37 -32.84 92.50 -0.66 2.65 67.31 -1.37 -21.88 
91.71 -0.95 6.67 56.29 -4.84 -28.96 94.14 -0.68 2.74 68.39 -1.60 -22.04 
92.42 -0.94 6.07 53.05 -5.00 -30.16 94.66 -0.69 2.83 61.77 -1.85 -27.40 
92.77 -0.99 6.47 58.72 -4.45 -26.02 94.40 -0.60 2.98 59.62 -2.31 -28.72 

6 

93.33 -0.99 3.91 57.51 -3.90 -28.80 93.65 -0.60 3.46 55.84 -3.47 -30.79 
91.48 -0.83 3.74 55.85 -2.47 -29.47 91.47 -0.81 4.01 63.81 -2.46 -26.34 
93.85 -0.79 3.57 57.61 -3.58 -29.88 94.55 -0.48 3.02 51.12 -3.13 -34.07 
93.38 -0.77 4.87 56.93 -3.20 -29.33 94.49 -0.48 2.82 66.14 -1.74 -24.79 
93.89 -0.84 3.72 53.98 -3.36 -31.56 94.02 -0.50 2.83 64.81 -2.43 -25.48 

7 

94.19 -1.06 4.07 55.83 -3.48 -30.71 94.88 -0.65 1.99 63.91 -2.06 -26.40 
94.63 -0.77 4.14 47.57 -2.94 -35.17 93.02 -0.85 3.03 59.42 -2.29 -29.23 
94.58 -0.77 3.71 55.04 -3.87 -31.96 94.03 -0.69 1.67 54.99 -2.65 -32.40 
94.07 -0.71 4.26 55.15 -3.97 -31.48 93.95 -0.60 1.49 57.10 -2.63 -30.93 
94.16 -0.67 4.02 55.40 -3.59 -31.60 94.68 -0.55 1.50 63.2 -2.24 -26.89 

Promedio 93.41 -0.78 4.32 53.90 -3.54 -31.03 94.20 -0.74 2.97 61.94 -2.59 -26.86 
DE 0.75 0.11 0.85 1.52 0.59 1.48 0.40 0.16 0.77 3.31 0.59 2.76 
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Tabla 17. Diferencia de color (E) entre tratamientos 

 Tratamientos 
Huevo Control AC SES 

A1 54.92 61.46 56.17 
A2 57.26 62.73 54.04 
A3 59.23 58.22 53.10 
A4 54.98 63.17 52.27 
A5 56.31 62.40 51.71 
A6 53.61 63.26 50.01 
A7 55.45 61.62 50.01 
B1 51.65 60.85 45.07 
B2 49.19 61.41 46.15 
B3 53.77 61.12 47.64 
B4 47.98 59.12 37.50 
B5 48.74 58.16 39.30 
B6 50.63 62.95 45.89 
B7 55.29 62.54 46.39 

Promedio 53.50 61.36 48.23 
DE 3.39 1.74 5.36 

 

Tabla 18. ANOVA de un factor entre tratamientos 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 1221.626 2 610.813 42.35 1.68E-10 

Error 562.493 39 14.423   
Total 1784.119 41    

 

Tabla 19. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) 

(I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control AC 7.8571 1.4354 3.00E-06 4.9537 10.7605 
SES 5.2686 1.4354 7.23E-04 2.3652 8.1720 

AC SES 13.1257 1.4354 3.03E-11 10.2223 16.0291 
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Resultados completos para determinar los efectos sobre el casarón. 

Tabla 20. Cantidad de minerales en cascarón de huevos del Grupo Control 
 RÉPLICA A RÉPLICA B 

Muestra Ca (mg/g) Mg (ppm) P (ppm) Ca (mg/g) Mg (ppm) P (ppm) 
1 271.4 4978.5 618.9 199.2 4798.9 616.9 
1’ 271.4 5033.2 594.0 199.2 4853.4 592.1 
2 191.5 4931.4 551.6 225.3 6853.0 466.9 
2’ 189.4 4984.4 527.5 225.3 6798.6 442.2 
3 248.0 4837.6 646.9 231.9 10555.5 576.6 
3’ 245.7 4782.6 646.9 229.6 9812.1 601.7 

Promedio 236.2 4924.6 597.6 218.4 7278.6 549.4 
DE 37.1 96.0 49.7 15.1 2433.1 75.1 

 

Tabla 21. Cantidad de minerales en cascarón de huevos del Grupo AC 
 RÉPLICA A RÉPLICA B 

Muestra Ca (mg/g) Mg (ppm) P (ppm) Ca (mg/g) Mg (ppm) P (ppm) 
1 234.8 4938.3 498.8 183.8 7754.5 419.1 
1’ 234.8 4780.6 498.8 181.6 7754.5 443.9 
2 235.0 3492.2 394.1 161.3 5147.6 359.1 
2’ 232.8 3109.9 369.3 159.2 5253.8 359.1 
3 171.8 4291.1 472.3 187.0 7702.0 687.4 
3’ 169.5 4401.2 472.3 187.0 7810.5 712.0 

Promedio 213.1 4168.9 450.9 176.7 6903.8 496.8 
DE 32.9 723.1 55.5 12.9 1320.1 160.9 

 

Tabla 22. Cantidad de minerales en cascarón de huevos del Grupo SES 
 RÉPLICA A RÉPLICA B 

Muestra Ca (mg/g) Mg (ppm) P (ppm) Ca (mg/g) Mg (ppm) P (ppm) 
1 273.4 7864.8 514.9 154.3 6385.4 875.1 
1’ 277.8 7702.0 514.9 152.2 6546.4 850.8 
2 157.2 1362.9 536.1 159.4 8176.0 867.4 
2’ 157.2 1555.0 536.1 157.3 8279.5 890.9 
3 223.8 8987.4 410.5 182.7 7258.1 671.6 
3’ 221.6 8933.9 386.2 180.6 7258.1 719.8 

Promedio 218.5 6067.7 483.1 164.4 7317.3 812.6 
DE 53.1 3609.4 66.8 13.6 791.6 92.7 
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Tabla 23. ANOVA de un factor entre tratamientos (Ca) 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 9402.44 2 4701.22 3.61 0.038 

Error 43006.15 33 1303.22   
Total 52408.59 35    

 

Tabla 24. ANOVA de un factor entre tratamientos (Mg) 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 8020830.444 2 4010415.22 0.865 0.430 

Error 152992815.32 33 4636145.92   
Total 161013645.76 36    

 

Tabla 25. ANOVA de un factor entre tratamientos (P) 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 182956.112 2 91478.056 5.12 0.012 

Error 589549.956 33 17865.150   
Total 772506.068 35    

 

Tabla 26. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) - Ca 

(I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control 
AC 32.4417 14.7378 0.035 2.457 62.426 

SES 35.8667 14.7378 0.021 5.882 65.851 
AC SES 3.4250 14.7378 0.818 -26.559 33.409 

 

Tabla 27. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) - Mg 

(I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control 
AC 565.25 879.028 0.525 -1223.147 2353.647 

SES 590.86 879.028 0.506 -1197.538 2379.255 
AC SES 1156.11 879.028 0.198 -632.288 2944.505 
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Tabla 28. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) - P 

 (I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control 
AC 99.6667 54.5667 0.077 -11.350 210.683 

SES 74.3417 54.5667 0.182 -36.675 185.358 
AC SES 174.0083 54.5667 0.003 62.992 285.025 

 

Resultados completos de la determinación de calidad interna del huevo. 

Tabla 29. Unidades Haugh del Grupo Control 

RÉPLICA A RÉPLICA B 

Huevo Peso (g) 
Altura de 
albúmen 

(mm) 

Unidades 
Haugh Huevo Peso (g) 

Altura de 
albúmen 

(mm) 

Unidades 
Haugh 

1 58.574 
1.3 8.11 1 52.748 Huevo podrido 
1.7 20.55 

2 51.972 
1.2 15.74 

1.8 23.18 1.4 21.40 
2 53.606 Huevo con yema pegada 1.2 15.74 

3 50.32 
1.2 18.30 

3 52.749 
1.7 27.80 

1.3 21.06 1.9 32.15 
1.4 23.66 1.9 32.15 

4 55.453 
1.2 10.00 4 59.371 Huevo podrido 
1.4 16.40 5 57.974 Huevo podrido 
1.1 6.41 

6 51.398 
1.9 33.59 

5 54.911 
1.3 14.18 2.0 35.55 
1.2 10.93 1.9 33.59 
1.2 10.93 

7 49.552 
0.9 10.22 

6 56.823 Huevo con yema pegada 1.3 22.15 

7 55.419 
1.4 16.45 1.2 19.46 
1.4 16.45 Promedio 24.96 
1.1 6.47 DE 8.79 

Promedio 14.87 
 

DE 4.19 
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Tabla 30. Unidades Haugh del Grupo AC 

RÉPLICA A RÉPLICA B 

Huevo Peso (g) 
Altura de  
albúmen 

(mm) 

Unidades 
Haugh Huevo Peso (g) 

Altura de  
albúmen 

(mm) 

Unidades 
Haugh 

1 55.937 
3.2 50.98 

1 52.318 
2.1 36.53 

3.3 52.31 1.5 23.53 
2.8 45.25 2 34.61 

2  57.453  
2.8 44.09 2 55.745 Huevo con yema rota 
2.6 40.82 

3 59.55 
1.5 13.30 

1 -1.78 1.8 21.96 

3  58.394 
1.3 8.42 1.9 24.51 
1.2 4.69 

4 50.173 
3 52.27 

1.5 15.04 3.1 53.55 
4 53.663 Huevo podrido  2.6 46.72 

5 60.737 
2.8 41.53 

5 58.781 
1.5 14.46 

2.6 38.05 1.5 14.46 
1.0 -9.60 1.6 17.47 

6 
55.293 

  
  

1.3 13.58 
6 61.073 

1.2 -0.62 
1.2 10.28 0.9 -16.38 
1.5 19.51 0.8 -23.22 

7 55.788 Huevo podrido 
7 53.509 

1.7 26.89 
Promedio 24.88  2.1 35.36 

DE 15.54  2.5 42.45 

 Promedio 23.21 
DE 21.83 
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Tabla 31. Unidades Haugh  del Grupo SES 
RÉPLICA A RÉPLICA B 

Huev
o Peso (g) 

Altura de 
albúmen 

(mm) 

Unidades 
Haugh Huevo Peso (g) 

Altura de 
albúmen 

(mm) 

Unidades 
Haugh 

1 48.685 Huevo con yema 
rota 

1 63.589 
1.7 13.63 

2 52.428 Huevo podrido 2 22.24 

3 53.215 
2.4 41.04 1.6 10.33 
2.4 41.04 2 71.368 Huevo podrido 
2.2 37.52 3 53.785 Huevo podrido 

4 61.643 Huevo podrido 
4 39.978 

2.1 47.93 

5 72.647 
2.3 19.58 2.2 49.35 
2.2 16.72 2 46.47 
2.5 24.79 

5 48.553 

1.6 30.52 

6 55.697 Huevo con yema 
rota 2.2 41.82 

7 53.324 Huevo podrido 2.1 40.13 
Promedio 30.11 6 58.464 Huevo podrido 

DE 13.79 7 58.81 Huevo podrido 

 
Promedio 33.60 

DE 16.60 
 

Tabla 32. ANOVA de un factor entre tratamientos 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 1592.521 2 796.260 3.16 0.0485 

Error 18157.341 72 252.785   
Total 19749.862 74    

 

Tabla 33. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) 

 (I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia de 
medias (I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control 
AC 4.6140 4.1209 0.2666 -3.6009 12.8290 

SES 12.8510 5.1140 0.0142 2.6566 23.0455 
AC SES 8.2370 4.9451 0.1001 1.6209 18.0950 
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Tabla 34. Color de yema de los huevos del Grupo Control 

RÉPLICA A RÉPLICA B 
Huevo L a b Huevo L a b 

1 
62.11 13.75 37.44 1 Huevo podrido 
61.05 12.85 38.88 

2 
57.65 14.78 51.61 

63.01 13.84 39.84 54.96 14.95 47.35 
2 Huevo con yema pegada 60.94 14.72 60.94 

3 
61.05 12.85 38.88 

3 
59.10 13.34 54.00 

61.80 13.75 37.44 59.40 11.52 53.39 
53.95 18.14 43.74 64.90 10.58 39.47 

4 
62.67 13.48 55.26 4 Huevo podrido 
59.18 12.39 55.42 5 Huevo podrido 
60.07 13.72 53.21 

6 
57.12 15.96 52.39 

5 
65.77 13.74 50.69 59.66 14.65 54.03 
64.17 13.30 51.75 61.61 15.56 53.19 
60.27 14.05 55.59 

7 
61.12 15.68 53.49 

6 Huevo con yema pegada 59.04 15.58 59.04 

7 
59.92 11.78 48.10 60.49 15.28 58.95 
64.25 12.15 54.82 Promedio 59.67 14.38 52.05 
60.00 12.35 52.51 DE 1.39 1.74 2.96 

Promedio 61.28 13.48 47.57 
 

DE 1.66 1.01 7.57 
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Tabla 35. Color de yema de los huevos del Grupo AC 

RÉPLICA A RÉPLICA B 
Huevo L a b Huevo L a b 

1 
56.05 15.98 42.34 

1 
62.80 12.56 49.54 

59.47 15.74 42.22 62.81 13.14 58.28 
61.92 16.72 46.32 58.03 13.52 51.67 

2  
58.06 21.37 49.46 2 Huevo con yema rota 
59.79 21.37 49.46 

3 
60.53 12.42 48.91 

57.74 21.51 50.54 61.49 12.46 52.40 

3  
55.33 24.18 48.12 57.11 13.08 49.65 
58.60 23.19 47.55 

4 
57.85 12.36 48.95 

57.39 22.50 45.48 57.54 12.59 49.81 
4 Huevo podrido 58.85 12.21 58.85 

5 
56.19 13.51 46.38 

5 
58.95 13.74 51.78 

57.50 14.03 49.45 59.57 13.09 47.99 
57.95 13.76 50.89 57.76 13.94 50.22 

6 
  

65.42 12.43 51.46 
6 

61.24 12.55 53.18 
64.31 11.96 42.03 59.73 11.92 49.01 
65.36 13.32 55.43 64.14 11.52 52.97 

7 Huevo podrido 
7 

63.62 9.14 63.62 
Promedio 59.41 17.44 47.80 57.41 9.59 46.38 

DE 3.26 4.71 2.58 59.17 9.80 48.41 

 
Promedio 59.92 12.20 50.75 

DE 1.39 1.43 1.40 
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Tabla 36. Color de yema de los huevos del Grupo SES 
RÉPLICA A RÉPLICA B 

Huevo L a b Huevo L a b 
1 Huevo con yema rota 

1 
55.61 9.79 42.06 

2 Huevo podrido 53.13 10.19 39.56 

3 
56.69 12.92 44.79 56.70 11.32 46.99 
58.39 14.13 56.48 2 Huevo podrido 
54.17 14.38 51.16 3 Huevo podrido 

4 Huevo podrido 
4 

59.11 16.09 40.58 

5 
56.3 11.96 58.77 58.77 17.61 43.54 

62.94 11.79 58.12 58.12 16.81 40.80 
60.96 11.83 46.84 

5 
59.5 14.50 55.62 

6 Huevo con yema pegada  59.71 13.76 51.99 
7  Huevo podrido 57.97 13.61 52.78 

Promedio 58.24 12.84 49.35 6 Huevo podrido 
DE 2.58 1.38 2.06 7 Huevo podrido 

 
Promedio 57.62 13.74 45.99 

DE 2.15 3.21 6.50 
 

Tabla 37. ANOVA de un factor entre tratamientos (L) 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 70.108 2 35.054 4.762 0.0114 

Error 529.961 72 7.361   
Total 600.068 74    

 

Tabla 38. ANOVA de un factor entre tratamientos (Parámetro a) 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 16.757 2 8.378 0.901 0.4106 

Error 669.327 72 9.296   
Total 686.083 74    

 

Tabla 39. ANOVA de un factor entre tratamientos (Parámetro b) 
Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Media 
cuadrática F Probabilidad 

(p) 
Tratamiento 55.761 2 27.880 2.021 0.3653 

Error 1965.384 72 27.297   
Total 2021.144 74    
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Tabla 40. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) - L 

(I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia de 
medias (I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control 
AC 0.8779 0.7040 0.2164 -0.5255 2.2814 

SES 2.6939 0.8737 0.0029 0.9522 4.4355 
AC SES 1.8159 0.8448 0.0350 0.1318 3.5001 

 
Tabla 41. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) - a 

(I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia de 
medias (I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control AC 0.7026 0.7912 0.3775 -0.8747 2.2798 
SES 0.4999 0.9819 0.6122 -1.4574 2.4572 

AC SES 1.2025 0.9495 0.2094 -0.6902 3.0952 
  

Tabla 42. Prueba a posteriori de DMS (comparaciones múltiples) - b 

(I) 
Tratamiento 

(J) 
Tratamiento 

Diferencia de 
medias (I-J) 

Error 
estándar 

Probabilidad 
(p) 

95% de intervalo de 
confianza (IC) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Control 
AC 0.1499 1.3558 0.9123 -2.5529 2.8526 

SES 2.2316 1.6825 0.1889 -1.1224 5.5856 
AC SES 2.0817 1.6270 0.2048 -1.1615 5.3250 
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