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RESUMEN

La industria avicola es una de las mas importantes debido a la vasta produccion de huevo
que genera. El aumento en la prevalencia de enfermedades transmitidas por alimentos la ha
llevado a mejorar las medidas sanitarias en la produccion. Microorganismos como
Escherichia coli y Salmonella enterica son contaminantes que ocasionan enfermedades en
los consumidores. Como medida para contrarrestar la diseminacién de estos patdgenos se
han utilizado desinfectantes como el &cido citrico, que afecta las unidades Haugh. Debido a
esto se ha buscado nuevas alternativas de desinfeccion.

En este trabajo se evalu6 el efecto bactericida de la solucion electrolizada de
superoxidacion (SES) con pH neutro (Esteripharma México S.A. de C.V.) sobre la
superficie de huevos embrionados y para plato comparando su eficacia con respecto al
acido citrico. Para esto, se contaminaron 100 huevos embrionados afiadiendo Salmonella
enterica 0 Escherichia coli, y se trataron con &cido citrico al 2% o solucién salina
fisiologica o SES de pH neutro. Se determind el titulo de bacterias en cada huevo
embrionado después de cada tratamiento y adicionalmente se evalud la integridad de la
cuticula en huevos para plato mediante espectrofotometria, asi como las Unidades Haugh.

La evaluacién estadistica demostrd diferencias significativas en el grupo tratado con SES,
que evidencian una reduccion bacteriana, asi como una menor variacion en los parametros
de calidad y ausencia de dafio en la cuticula. Estos resultados sugieren que la SES con pH
neutro puede ser una alternativa eficaz en la produccion de huevo.



1. INTRODUCCION

1.1 Industria Avicola

Dentro de la industria pecuaria, la industria avicola es una de las mas importantes debido a
la vasta produccién que ésta genera. La avicultura participa con el 63% de la produccion
pecuaria nacional (véase figura 1). Tan solo en 2015 gener6 1 221 000 empleos (UNA
2015). Su principal componente lo conforma la produccion de carne con un 34.7%,

mientras que el huevo participa con el 28.8% (UNA 2016).

Figura 1. Participacion porcentual en la produccién pecuaria nacional en 2015. UNA 2016.

En 2015 se produjeron 73.8 millones de toneladas de huevo a nivel mundial de las cuales el
83% corresponde a huevo entero, el 14% a huevo liquido y el 3% a huevo deshidratado

(UNA 2015). A nivel mundial México ocupa el sexto lugar con una produccion de 2



millones de toneladas de huevo (cerca de 192 mil millones de pesos), superando incluso el
valor de la produccion de cerdos y bovinos (SAGARPA 2015).

El consumo per capita de huevo en 2015 fue de 320, 250, 300 y 200 kg en Asia, Europa,
América Central y América del Norte, respectivamente (UNA 2015), mientras que México
se considera como el principal pais consumidor de huevo a nivel mundial (SAGARPA

2015) con un consumo per capita de 22 kg en 2014 (UNA 2015) (véase figura 2).

Figura 2. Consumo per capita de huevo en México. UNA 2016.

A continuacion, se muestran los principales paises productores de huevo, los cuales
representaron cerca del 64% de la produccion mundial en el 2015 (FAO 2015) (véase figura
3).

En el 2013 la parvada nacional se estimo en 472.4 millones de aves de las cuales el 0.3%
correspondio a reproductoras ligeras con 1.7 millones; el 3.0%, a reproductoras pesadas con

14.4 millones; y el 40.7%, a ponedoras con 192.4 millones (UNA 2014).



Figura 3. Principales paises productores de huevo entero. UNA 2016

1.1.1 Problemas en la industria avicola

La vigilancia de enfermedades transmitidas por alimentos como Salmonella y E. coli es
complicada debido a que éstas no son detectadas con frecuencia en las consultas de rutina
ni son reportadas de manera adecuada por las instituciones oficiales; por lo que los casos
de enfermedad pueden ser superiores a los reportados, generando asi que este problema de
salud publica llegue a mas personas de las identificadas, creando un grave problema a nivel
econOdmico tanto en paises desarrollados como en aquellos con economias emergentes, ya
que una poblacion enferma no genera capital y por el contrario se debe destinar dinero a los
servicios médicos (Mead 1999). Solamente en Estados Unidos se destinaron 398 millones
de ddlares para la salud publica por eventos relacionados con estos patdgenos (Pouilliot

2014).



Se ha informado que los principales alimentos que sirven como vehiculo para la
transmision de patdgenos en Europa y Australia son el huevo y sus derivados (Ray 2015).
La contaminacién puede ocurrir de dos formas: verticalmente (transovaricamente) durante
la formacion del huevo, ya sea en el ovario o en el oviducto, o bien horizontalmente
mientras el huevo es expulsado y se encuentra en contacto con la bacteria contenida en las
heces, y es capaz de atravesar el cascaron (Ray 2015) debido a que la presencia de materia

organica favorece la proliferacion de la bacteria en esta zona (Raspoet 2011).
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Figura 4. Estructura microscépica del cascaron de huevo. Deeming 2004.



El huevo posee varios mecanismos de defensa contra estos patégenos, uno de ellos es el
cascaron que le sirve como una barrera fisica que presenta unos pequefios poros que
permiten el intercambio gaseoso y de agua para el desarrollo del embridn; sin embargo,
estos poros también permiten la entrada de diversos microorganismos y la contaminacion
del contenido del huevo, en consecuencia. Otro mecanismo de defensa es la cuticula, la
cual es una capa organica muy delgada (12 micras) que cubre la superficie del huevo y
limita el movimiento de particulas, agua y bacterias a través del cascarén. Se encuentra
principalmente compuesta en un 90% por proteinas y en 10% por polisacaridos y lipidos.
Muchas de las proteinas de la cuticula (lisozima, ovotransferrina, ovocalixina y
ovocleidina) y algunos lipidos tienen una actividad antimicrobiana. Los huevos que carecen
de cuticula o en los cuales ésta se encuentra dafiada, son mas susceptibles a infecciones

(Mufioz 2015) (véase figura 4).

Dentro de los diferentes serotipos de Salmonella que pueden afectar a los humanos y que
han sido aislados en los Estados Unidos son: Typhimurium (19%), Enteritidis (14%),
Newport (9%) y Javiana (5%) (Braden 2005). De los cuales Enteritidis y Typhimurium son
los que presentan mayor prevalencia (FAO 2015). De los serotipos mencionados
anteriormente, el que mas afecta a las aves en los Estados Unidos de América es
Salmonella serovar Enteritidis con un 64.5% (Raspoet 2011). La presencia de este
microrganismo no se limita a paises desarrollados. En México existen reportes de la
presencia de Salmonella Enteritidis en alimentos como chiles rellenos en Puerto Vallarta y
Jalisco (Shane 2002). Asi como la presencia de Salmonella spp. en Tamaulipas en huevo
fresco (Espinosa 2009). Debido a la gran importancia que representa este patdgeno existen

reportes acerca de las condiciones medio ambientales que favorecen el crecimiento de



Salmonella spp. en los cuales se relacionan una alta humedad y temperaturas de 20 °C a
25°C como las condiciones ideales para la prevalencia del microorganismo (Suresh 2006).
Por ello la prevalencia de Salmonella aumenta en el periodo de lluvias y en el periodo

posterior a éstas.

Otros reportes informan que cerca del 70% de los casos en infecciones en humanos en los
Estados Unidos de América son atribuidos a E. coli 0157, y mas del 85% de los casos de
enfermedad causadas por este patdgeno ocurren por consumir alimentos contaminados
(Martin 2011). En otros reportes se informa la presencia de E. coli O157 en la industria
avicola por contaminacion cruzada con los trabajadores (Munther 2014).

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por Salmonella. Con
frecuencia, el médico hace un diagnéstico basandose en el cuadro clinico del paciente, pero
sin contar con los estudios microbioldgicos necesarios para establecer un diagndstico
certero. La falta de un sistema de vigilancia con comunicacion entre epidemidlogos,
clinicos, y el sector veterinario, asi como la falta de infraestructura necesaria, impide que
paises como el nuestro pueda identificar las principales serovariedades de Salmonella en las
diferentes clases de alimentos, asi como el riesgo que cada una de estas representa para la
salud de los seres humanos. Esta informacion es indispensable para establecer las
intervenciones necesarias para disminuir la morbilidad y mortalidad por las infecciones
causadas por Salmonella, por esto Zaidi y colaboradores colectaron, entre 2003 y 2005,
2,893 muestras fecales de pacientes con diarrea, 5334 muestras de carne de pollo, puerco y
res, y 1,882 muestras de intestinos de pollo, cerdo y bovino en rastros. Se aislé Salmonella
no tifoidea en 12.8% de los pacientes con diarrea. Las dos serovariedades mas frecuentes en

estos Ultimos fueron Typhimurium (22.2%) y Enteritidis (14.5%). La primera se encontrd



en los tres tipos de animales y sus carnes crudas, siendo el cerdo el reservorio principal

(10.2% de todas las serovariedades aisladas en este animal), seguido por bovino (6.8%) y

pollo (4.6%) (Mussaret B. Zaidi, et al. 2006).

Para limitar el problema que estos patdgenos ocasionan en la salud publica, los paises han

tenido que adoptar diversas medidas para controlar la exposicion a dichos microrganismos.

A continuacion, se enlistan las Normas Oficiales Mexicanas que rigen la vigilancia para la

produccién y distribucion del huevo, asi como de la distribucion de alimentos en general:

e NOM-159-SSA1-1996. Estipula los titulos maximos permisibles en unidades
formadoras de colonia (UFC) para Salmonella spp. y coliformes, que para el huevo
fresco y en refrigeracion son: 1) ausencia total de Salmonella spp. en 25 gramos y 2) 50
UFC por gramo de coliformes totales.

e NOM-114-SSA1-1994. Establece la metodologia para la determinacion de Salmonella
spp. que debe realizarse previo a la distribucion e importacion de alimentos.

e NOM-113-SSA1-1994. Establece la metodologia para la determinacion de coliformes

que debe realizarse previo a la distribucion y exportacién de productos alimenticios.

Otro de los problemas a los que se enfrenta la industria avicola es la contaminacion con
microorganismos dentro de las incubadoras. En el momento de la postura el huevo se
encuentra a temperatura corporal y la exposicion al ambiente lo enfria. Debido a esto, la
masa interna disminuye su volumen y forma la cdmara de aire, produciéndose un vacio, que
hace penetrar aire desde el exterior hacia el interior del huevo (por diferencia de presion),
esto favorece la entrada de bacterias a través de los poros del cascaron. Las bacterias
involucradas en la contaminacion de los huevos son muy variadas y entre las mas comunes

se encuentran Pseudomona spp., Salmonella spp. y E. coli (Plano 2014).



La contaminacién bacteriana causada por cascarones rotos, mala higiene en los ponederos,
desinfeccion inadecuada de huevos o condensacion debida a una repentina variacion en la
temperatura durante el almacenamiento, es una causa comun de mortalidad embrionaria

durante los primeros dias de incubacion (Tullett 2010).

Una mala calidad del cascaron es la causa mas comun de roturas y fisuras, que también
predispone a un aumento de la contaminacion microbiana, por lo cual para disminuir el
riesgo de penetracion bacteriana se debe tratar de conservar un cascardn grueso con una
gravedad especifica mayor a 1.080 acompafiada de una estrategia adecuada en la
conservacion de las propiedades de la cuticula; el tiempo que tarda en ser recolectado el
huevo, es otra causa en el incremento de la contaminacion bacteriana y flangica, debe
vigilarse la limpieza y desinfeccion de los nidos, los huevos deben desinfectarse
adecuadamente, sin embargo, con Optimas medidas de manejo esto se puede evitar y
conservar asi la cuticula, actualmente esta practica es de amplio uso, es recomendable que
nunca se incuben los huevos puestos en piso, deben limpiarse y lavarse todas las superficies
que tengan o vayan a tener contacto con el huevo a lo largo de todo el proceso previo a la
incubacidn, durante el cual debe vigilarse en todo momento estrechamente la temperatura y
humedad relativas con la finalidad de evitar condensaciones de agua sobre la superficie del
huevo, lo que puede facilitar la contaminacion del interior del mismo (Juarez 2014).

Con la finalidad de disminuir la exposicion a estos patdgenos, es necesario conocer acerca

de ellos para poder desarrollar nuevas y mejores medidas de control que limiten el dafio que

ocasionan en la industria avicola.



1.2 Salmonella, generalidades

Salmonella es un bacilo, Gram negativo, no esporulado, anaerobio facultativo, que mide
0.3-1.5 mm de ancho y 1-2.5 mm de largo, (véase figura 5). Se encuentra generalmente

solo, pero puede formar grupos de 2 0 mas bacilos (Gast 2013).

Figura 5. Salmonella observada en microscopio electronico. Ohl 2001.

1.2.1 Clasificacioén

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud el género Salmonella se clasifica en
dos especies Salmonella enterica y Salmonella bongori basadas en la diferencia de la
secuencia del ARNr 16S.
La especie S. enterica se clasifica en 6 subespecies con base en su genoma y sus similitudes
bioquimicas, dentro de las cuales se encuentran:

l. S. enterica subsp. enterica

. S. enterica subsp. salamae
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Il. S. enterica subsp. arizonae

IV.  S.enterica subsp. diarizonae

V. S. enterica subsp. houtenae

VI.  S.enterica subsp. indica
De todas las subespecies, Salmonella enterica subsp. enterica se encuentra en la mayoria de
los mamiferos y es la causa del 99% de infecciones en humanos (Brenner et al. 2000).
Salmonella se clasifica con base en 3 antigenos: O (somatico), K (capsular) y H (flagelar).
El antigeno O es un polisacéarido termoestable localizado en la membrana externa de la
bacteria (Hu y Kopecko 2003). El antigeno H es termolabil, se encuentra presente en el
flagelo de la bacteria y estéa involucrado en la respuesta inmune. El antigeno K sirve para la
deteccidn seroldgica de aves portadoras de pulorosis por Salmonella Pullorum y tifoidea

aviar por Salmonella Gallinarum.

1.2.2 Patogenia

La severidad de las infecciones por Salmonella en humanos varia dependiendo del serotipo
involucrado y del estado de salud del huésped. Los nifios menores de 5 afios, adultos
mayores y pacientes inmunosuprimidos son méas susceptibles a las infecciones por
Salmonella. Casi todas las cepas de Salmonella son patdgenas debido a su capacidad para
invadir, replicarse y sobrevivir en las células del huésped, resultando en enfermedades
potencialmente letales (Eng 2015).

Manifestaciones clinicas

Con base en los patrones clinicos de salmonelosis en humanos, las cepas de Salmonella

pueden agruparse en tifoideas y no tifoideas. Existen cuatro diferentes presentaciones de la
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enfermedad: fiebre entérica, gastroentérica, bacteriemia y otras complicaciones extra

intestinales, asi como el estado de portador cronico (Sheorey, Darby 2008).
Bacteriemia y otras complicaciones extraintestinales

Casi todos los serotipos de Salmonella causan bacteriemia (Woods 2008) También pueden
causar complicaciones extraintestinales, siendo el pulmon el 6rgano mas comprometido.
Algunas complicaciones incluyen celulitis, infecciones en el tracto urinario, neumonia,
endocarditis y meningitis (Arii 2002).

Gastroenteritis

Las cepas de salmonelas no tifoideas se encuentran de manera predominante en reservorios
animales. Las infecciones se caracterizan por la inflamacién del tracto gastrointestinal
acompafiada por sintomas como mialgia, dolor abdominal, jaqueca y diarrea no
sanguinolenta. La hepatomegalia y esplenomegalia se observan con menor frecuencia en
pacientes infectados por salmonelas no tifoideas (Hohmann 2001). También tienen un
periodo de incubacion mas corto (6-12 h) y los sintomas suelen ser autolimitantes con una
duracién de 10 dias o menos (Crump et al. 2008). Las complicaciones gastrointestinales
incluyen colecistitis, pancreatitis y apendicitis, mientras que la perforacion del ileon
terminal no ha sido asociada (Hohmann 2001). Los infantes, jévenes, adultos mayores e
individuos inmunocomprometidos son altamente susceptibles y desarrollan sintomas mas

severos (Scallan et al. 2011).

Resistencia a antibioticos

El surgimiento de resistencia a antibi6ticos por parte de cepas de Salmonella es un grave
problema de salud (Chiu 2002). En 1960 se presentd el primer caso de resistencia por parte
de Salmonella para el farmaco cloranfenicol en humanos (Montville y Matthews 2008),
durante afios posteriores se ha encontrado resistencia en paises como Estados Unidos,
Reino Unido y Arabia Saudita para antibidticos como ampicilina y sulfas trimetoprima

(Yoke-Kqueen 2008). Se buscoé utilizar alternativas como fluoroquinolonas vy
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cefalosporinas con amplio espectro, sin embargo, existen reportes en paises como Pakistan
e India en los cuales se ha demostrado que Salmonella Typhimurium muestra resistencia a
las fluoroquinolonas (Ochiaai 2008). La emergencia que representa la resistencia a
antibidticos puede promover un grave riesgo de zoonosis con la Salmonella Typhimurium
por la ingestion de comida, agua, o productos de origen animal contaminados (Hyeon
2011).

Salmonella enterica serovar Typhimurium

El huevo es el responsable del 75% de los casos de salmonelosis asociados a vehiculos
alimenticios (Braden 2006). Adicionalmente, Salmonella Typhimurium puede encontrarse
como contaminante en productos derivados del huevo como mayonesa o helado, asi como
en carne de ave mal cocida (Marcus 2006).

La salmonelosis en humanos produce severas gastroenteritis, caracterizadas por diarrea,
dolor de cabeza, nauseas, dolor abdominal y vémito (Bialka 2004).

La infeccion por Salmonella Typhimurium en aves es asintomatica, no existe evidencia de
mortalidad ni morbilidad en aves, ni en los huevos de gallinas infectadas. El contagio
ocurre entre aves infectadas y por fomites (Braden 2006).

El ciego es el 6rgano principal en donde se replica Salmonella Typhimurium en aves, tras
infectar el ciego se da la diseminacion de la bacteria al ovario. La contaminacion del huevo

puede generarse antes de la ovoposicion (Upadhyaya 2015).
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1.2.3 Diagnostico

Su diagndstico debe de ser confirmado por el aislamiento, identificacion y serotipificacion
de las diferentes cepas de Salmonella. Se puede realizar una ELISA para el diagndstico de

Salmonella Typhimurium y PCR en tiempo real (Kabir 2010).

1.3 Escherichia coli, generalidades

Escherichia coli fue descrita por primera vez por Theodor Escherich en 1885, y fue hasta
1982 reconocido como un patégeno de humanos asociado a brotes de diarrea hemorragica
en EUA al ser uno de los principales microrganismos transmitidos por alimentos (Lim
2010).

Escherichia coli es un bacilo pequefio Gram negativo, usualmente mide 0.3 x 0.6
micrometros, la mayoria de sus cepas son mdviles, presenta un flagelo peritico (vease

figura 6).

Figura 6. E. coli observada en el microscopio electronico. Blount 2015

El lipopolisacarido (LPS) presente en la pared celular, también conocido como endotoxina,
es un complejo fosfolipido-polisacarido que es liberado cundo la célula es sometida a lisis.
El antigeno O (Somatico) es la parte antigénica del LPS mientras que la parte toxica de la

molécula es el lipido A.
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El antigeno H (flagelar) son proteinas encontradas en los diferentes tipos de flagelina que
conforman el flagelo.

Los antigenos K (Capsular) son &cidos poliméricos que contienen 2% de azucares
reducidos, estan asociados con la virulencia y se encuentran en la superficie de la célula.
Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y al género Escherichia, puede
crecer tanto en forma anaerobia como aerobia en un rango de temperatura de -4 °C a 18 °C
utilizan fuentes simples de carbono y nitrogeno, fermenta carbohidratos produciendo gas
(Kabir 2009).

El 4cido y el gas son producidos por la fermentacion de la glucosa, maltosa manitol, xilosa,
glicerol, ramnosa, sorbitol, y arabinosa. La mayoria de las cepas fermentan lactosa,
solamente las cepas negativas que deben de ser diferenciadas con Salmonella. Las cepas
que han sido aisladas y fermentan la rafinosa y sorbosa producen una alta mortalidad en
embriones. Reduce el nitrato en nitrito. No crece en presencia de cianuro de potasio, urea
hidrolizada, o en medio de citrato (Gast 2013).

Presenta la caracteristica de fermentacion tardia de D-sorbitol (>24 h.), una incapacidad de
producir beta glucoronidasa, el cual puede hidrolizar una molécula sintética, la 4-
metilumbeliferil-Beta-D glucurénido (MUG), asi agares McConkey con sorbitol son
suplementados con MUG para detectar E. coli O157:H7, para incrementar la selectividad
de E. coli se le agrega a este medio cefixima, telurito de potasio y vancomicina para inhibir

otras Gram negativas (Ji Youn Lim 2010).
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1.3.1 Diagnéstico

El diagnostico se obtiene por el aislamiento de sangre, higado, bazo, pericardio y médula
6sea. Se ha observado que en casos agudos el aislamiento es posible de 6 horas a tres dias
después de la infeccion. Se pueden utilizar medios selectivos como McConkey, azul eosina
de metileno. Para identificar las colonias aisladas se basa en reacciones bioquimicas como:
produccién de indol, fermentacion de glucosa con produccién de gas, presencia de beta
galactosidasa, ausencia de sulfito de hidrégeno y de ureasa, incapacidad de usar citrato

como fuente de carbono. (Kabir 2009).

1.4 Desinfectantes

Los Centros de Control de Enfermedades de los Estados Unidos informan que no se ha
encontrado una disminucion en el nimero de casos reportados de Salmonella en la Gltima
década, por esto es necesario encontrar alternativas para controlar esta enfermedad
(Upadhyaya 2015). Se han estudiado varios enfoques para disminuir la carga bacteriana de
este patdgeno en las aves, tales como la administracion de bacteriéfagos, acidos organicos y
antibidticos, de los cuales se ha informado que Salmonella es resistente a una gran variedad
como la ampicilina, neomicina, polimixina B vy tetraciclina (Suresh 2005), mientras que la
vacunacion contra la salmonelosis en aves arroja resultados poco eficientes en la
disminucion del patégeno (Upadhyaya 2015).

En de la industria avicola se utilizan una gran variedad de desinfectantes y entre ellos, uno
de los mas empleados es el cloro, sin embargo, éste presenta algunas desventajas como su
facil inactivacion en presencia de materia organica, accion altamente dependiente de pH,

produccidn de derivados mutagénicos y carcinogénicos, ademas de ser corrosivo. Por estas
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razones su uso ha sido prohibido en algunos paises europeos como Bélgica, Dinamarca,
Alemania y Holanda (Meireles 2016).

La preocupacion por encontrar sustancias que no ocasionen reacciones adversas en el
hombre y sean de gran efectividad para combatir a los microorganismos ha conducido al
uso de técnicas como la ionizacién y la cloracion como principales métodos de
desinfeccion, al ser éste ltimo el que menos limitantes presenta en cuanto a su eficiencia,
costo, facilidad de manejo, efecto residual, control de olor y facilidad en la determinacion
de su concentracion. El uso del agua electrolizada como un proceso no térmico para la
inactivacion microbiana, es una buena opcién ya que, a diferencia de los desinfectantes
clorados tradicionales, la generacion de los agentes que inactivan a los microorganismos se

produce directamente en el agua.

1.4.1 Solucidn electrolizada de superoxidacion

La produccion de la solucion electrolizada de superoxidacion consiste en hacer pasar una
mezcla de agua de grifo y una solucion saturada de NaCl a través de una camara que cuenta
con dos electrodos, uno positivo (anodo) y otro negativo (catodo), divididos por una
membrana diafragmatica. Al inducir una corriente eléctrica en la cdmara, los iones de sodio
y de hidrégeno son atraidos por el catodo y generan diversos elementos, principalmente
derivados de cloro, hidrégeno y oxigeno (Duran 2010). Tras el proceso de electrdlisis
diafragmatica se obtienen dos soluciones: agua electrolizada 4cida o agua electrolizada
oxidante generada en el anodo y agua electrolizada alcalina o reducida generada en el
anodo. Posteriormente, estas dos soluciones pueden combinarse dando lugar al agua

electrolizada neutra (vease figura 7).
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Aunque todas las soluciones de agua electrolizada son obtenidas por un proceso de
electrolisis similar, las variaciones en la concentracion activa y en su pH producen agentes
antimicrobianos con diferente potencia microbicida. Todas ellas comparten un espectro
antimicrobiano amplio, con capacidad microbicida, viricida y bactericida en periodos de

exposicion inferiores a 5 minutos (Duran 2010).

Figura 7. Sintesis del agua electrolizada. Modificado de Tabernero-de-Paz 2013.

El principio activo de la SES es el acido hipocloroso (HOCI). Este acido participa en la
degradacion de antigenos por parte de macrofagos. Estos degradan a los antigenos mediante
las vias oxidativa y no oxidativa. La via oxidativa utiliza especies reactivas de oxigeno
(ROS: del inglés reactive oxygen species) y especies reactivas de nitrdgeno (RNS: reactive
nitrogen species). Las primeras son generadas por el complejo enzimatico NADPH oxidasa
fagosomico (NADPH phox: del inglés NADPH phagosome oxidase). Los microorganismos

fagocitados se internan en vacuolas llamadas fagosomas, donde se emplean especies
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reactivas de oxigeno como microbicidas. El oxigeno consumido por los fagocitos para
sustentar la produccién de ROS por la enzima phox proviene de un proceso metabdlico
conocido como estallido respiratorio, durante la cual la captacion de oxigeno por la célula
aumenta varias veces. Las ROS comprenden una combinacion de anion superoxido (¢O -),
2 perdxido de hidrégeno (H202) y acido hipocloroso (HOCI). La fagocitosis desencadena
la generacion de ROS por neutréfilos y macrofagos, y activa la oxidasa fagosémica de
NADPH, mientras que el complejo enziméatico produce superdxido. Las otras especies
reactivas de oxigeno altamente toxicas (peroxido de hidrdgeno y acido hipocloroso) se
generan a partir del superéxido (Kindt 2007).

El efecto bactericida del acido hipocloroso (HCIO) se atribuye a su elevado potencial de
oxido-reduccion y a la existencia de iones activos, controlados y estables que le confieren
un amplio espectro de accion que incluye bacterias, hongos y esporas (Nachon 2008). Su
mecanismo de accion sobre bacterias se atribuye al efecto de oxidacién sobre los
lipopolisacaridos, los grupos sulfhidrilo (-SH) y los amino&cidos de la pared bacteriana. De
este modo se afecta el proceso de respiracion y nutricién de los microorganismos, al
producirse oxidacion de los componentes respiratorios, inhibicion de la sintesis de
proteinas, ruptura de las cadenas de ARN vy represion en la sintesis de moléculas del
metabolismo celular, con disminucidn en la sintesis de ATP (Tabernero-de-Paz 2013).

La industria avicola tiene como reto controlar a los agentes patégenos (Laury 2009) que
incluyen no solamente a bacterias sino también a virus. El brote de influenza que hubo en
México ocasion0 que se buscaran medios para descontaminar el huevo. Como resultado de
estos hechos se cre6 el Manual de Procedimientos para la prevencion, control y
erradicacion de la Influenza aviar de Alta Patogenicidad el cual indica que, en caso de ser

movilizados, los huevos deben ser lavados con &cido citrico al 2%. El acido citrico puede
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ser bactericida o bacteriostatico dependiendo del estado fisiologico del organismo y del
medio ambiente externo. El pH es considerado como el mecanismo primario de accion del
acido citrico ya que afecta a la concentracion de acido no disociado formado (Davidson
2001). Los acidos organicos disociados pueden penetrar facilmente la membrana lipidica de
la bacteria y una vez internados, el pH neutro del citoplasma los disocia en aniones y
protones (Davidson 2001). Exportar un exceso de protones requiere el consumo de
adenosin trifosfato (ATP) y esto resulta en un agotamiento de energia por parte de la célula.
Se cree que interfiere con el transporte de nutrientes, causa dafio en la membrana
produciendo fugas y altera la permeabilidad de ésta (Alakomi et al. 2000). Se ha descrito
que el &cido citrico presenta efectos adversos que afectan al cascaron al producir pequefias
fisuras en éste (Fasenko 2009), disminuyendo asi la calidad del producto y su vida de
anaquel. Esto genera la necesidad de buscar alternativas al uso del acido citrico, entre las
cuales se encuentra la Solucion Electrolizada de Superoxidacion (SES).

La SES ha sido utilizada en la industria alimenticia, algunos ejemplos son: la desinfeccion
de tablas donde se prepara la comida (Guentzel 2007), lechuga (Zhao 2008) y carne de res
(Fabrizio 2002). Entre sus principales ventajas encontramos que requiere de un tiempo
reducido de exposicion (30 segundos), no se requiere el uso de muchos quimicos ya que
producirla solamente se utilizan agua y NaCl (Fabrizio 2002), no es tdxica, tiene un amplio
espectro de accidn (contra bacterias Gram negativas, Gram positivas, esporas y virus).

Entre de los diferentes tipos de SES (con pH 4&cido, alcalino o neutro), se ha demostrado
que la SES con pH alcalino es poco efectiva eliminando bacterias (Bialka 2004). Mientras
que la SES con pH 4cido tiene un potencial limitado para su aplicacion durante periodos
prolongados debido a que el gas cloruro disuelto se volatiliza rapidamente, reduciendo su

efecto bactericida (Guentzel 2007). La solucion electrolizada de superoxidacion con pH
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neutro reduce la carga bacteriana de Salmonella y E. coli hasta en un 99.9% de diversas
superficies en donde se prepara comida sin causar efectos alternos (Guentzel 2007).
También se ha utilizado contra el virus de influenza ya que reduce el titulo viral sin causar
dafio a las células (Cabello 2009).

El impacto que generan los patdgenos transmitidos en el huevo, ya sea para plato o
embrionado, afectan en gran medida a la industria avicola causando graves pérdidas
monetarias ademas de un gran nimero de hospitalizaciones (Guentzel 2007). Es por esto
que en el siguiente proyecto se evalud la actividad antimicrobiana de la SES con pH neutro
en huevos embrionados, asi como el dafio producido por la SES con pH neutro en la
cuticula y se compararon las tasas de eclosion de huevos embrionados tratados con SES y

acido citrico.
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2. JUSTIFICACION

Debido a la importancia que representan las enfermedades producidas por Salmonella spp.
y Escherichia coli en la produccion avicola, asi como en la salud pablica y tomando en
cuenta los posibles dafios o limitantes en el uso de desinfectantes en productos de origen
pecuario como carne o huevo embrionado, se requiere usar alternativas menos agresivas y
con una actividad microbicida. Una alternativa es el uso de la solucién electrolizada de
superoxidacion con pH neutro que permita disminuir la carga bacteriana presente en el
huevo sin afectar la cuticula. Existen reportes de su uso en diferentes productos
alimenticios sin embargo el pH de esos productos es acido o alcalino. Cabe mencionar que
este proyecto fue financiado por CONACYT debido al impacto que tiene su uso en la
eliminacion de patogenos en alimentos.

Por ello resulta de gran importancia el buscar alternativas que ayuden a mantener inocuos
los alimentos derivados de la produccién avicola, ya que cuando estas enfermedades llegan

a distribuirse entre la poblacién, pueden causar graves sintomas e incluso la muerte.
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3. HIPOTESIS

El uso de la solucion electrolizada de superoxidacion con pH neutro en la superficie del
cascarén de huevos embrionados disminuira la contaminacion bacteriana sin afectar la

supervivencia de los embriones, ni la integridad de la cuticula y calidad del huevo para

plato.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de la solucién electrolizada de superoxidacion con pH neutro, contra
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 y E. coli O157:H7

ATCC 11229 en la superficie de huevos embrionados y huevos para plato.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto bactericida de la soluciéon con pH neutro en comparacion con el
acido citrico al 2% en huevos embrionados contaminados con cama de granja
avicola con Salmonella'y E. coli.

Determinar el factor de riesgo de los huevos embrionados a los 21 dias de vida.
Determinar la integridad de la cuticula en huevos para plato después de realizar la
desinfeccion con &cido citrico al 2% o solucién electrolizada de superoxidacion.
Determinar los parametros de calidad en huevos para plato después de realizar la

desinfeccion con acido citrico al 2% o con solucidn electrolizada de superoxidacion.
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6. MATERIAL Y METODOS

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Vacunologia y
Constatacion, asi como en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

6.1 Obtencion de cepas bacterianas

Se adquirieron las cepas de Escherichia coli Castellani and Chalmers (ATCC 11229) y
Salmonella enterica subsp. enterica Le Minor and Popoff serovar Typhimurium (ATCC
14028) en el American Type Culture Collection y se realizé su confirmacion usando el

equipo Vitek 2 (BioMérieux® No. 27630, Espafia)

6.2 Evaluacion fisicoquimica de la solucion electrolizada de
superoxidacion

Se realizé la evaluacion del pH de la SES con el medidor de pH y el potencial de 6xido
reducciéon (ORP) (Hanna®, H198121) a temperatura ambiente con 50 ml de la SES.
Se realizé la medicion del ORP de la SES con el medidor de pH y el potencial de 6xido
reduccién (ORP) (Hanna®, H198121) a temperatura ambiente con 50 ml de la SES
Se realizd la medicion del cloro libre con el fotémetro de cloro (Hanna®, HI96771) a

temperatura ambiente con 50 ml de la SES.
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6.3 Ensayo in vitro

Para evaluar el efecto desinfectante in vitro de la Solucion Electrolizada de Superoxidacion
con pH neutro, se compar6 su efecto con el del acido citrico al 2% asi como con solucién
salina fisioldgica (grupo control), tomando como base la NMX-BB-040-SCFI-1999 la cual
trata sobre la Determinacion de la Actividad Antimicrobiana en productos Germicidas y
siguiendo la metodologia descrita anteriormente. De acuerdo con la norma se debe de
trabajar con un indculo bacteriano con titulo de 102 UFC/mI. Por lo que la suspensién
obtenida tras la incubacién de las bacterias con titulo de 10° UFC/ml fue diluida 1/10 previo
a su uso en el experimento.

Se realizo el experimento por triplicado. Se utilizaron 5 tubos para cada uno de los 3
tratamientos (SES, AC y SSF), es decir, 45 tubos en total para las 3 réplicas. Se afiadieron 9
ml de SSF en los tubos 2, 3y 4. En el tubo 1 se agregaron 9 ml de SES y 1000 pl de la
suspension bacteriana con 108 UFC/ml. Se homogeneizé el contenido mediante un vértex
durante 30 segundos y se transfirieron 1000 ul de la mezcla hacia el siguiente tubo. El tubo
2 se homogeneizd mediante un vortex y se transfirieron 1000 pl hacia el siguiente tubo. El
procedimiento se repitié hasta llegar al tubo 5. Se sembraron 100 pl de los tubos 1, 3y 5 en
cajas de Petri con agar TSA las cuales se incubaron durante 24 h a 37 °C. Este

procedimiento se utilizé también para los tratamientos con AC y con SSF.

6.4 Obtencion de huevos embrionados

Se adquirieron 200 huevos embrionados de 4 dias de edad, para el experimento con
Salmonella y otros 200 para E. coli de Aves Libres de Patdgenos Especificos S.A De C. V.

Los embriones se encuentran libres de los siguientes agentes de acuerdo a sus Resultados
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de Control de Calidad: Sindrome de Baja Postura, Leucosis Linfoide, Mycoplasma
sinoviae, Mycoplasma gallisepticum, Salmonella Pullorum, Salmonella Gallinarum,
Enfermedad de Newcastle, Bronquitis Infecciosa e Influenza Aviar, Anexo 1.

Los huevos embrionados fueron examinados al ovoscopio para observar su viabilidad,

observandose su irrigacion y movimiento como lo describe la NMX-FF-079-SCFI-2004.

Se colocaron los embriones en la incubadora para embriones (FARM MASTER No. 247
509, USA), a una temperatura de 37 °C y con una humedad de 75-80%.
Se realiz6 el volteo diariamente de los embriones, de forma manual cada dos horas durante

el dia.

6.5 Obtencion de huevos para plato

Se adquirieron 60 huevos para plato en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién
en Produccion Avicola dependiente de la FMVZ. Se mantuvieron los huevos a una

temperatura de 24 °C.

6.6 Mantenimiento de los microorganismos.

Se formaron alicuotas de cada uno de los microorganismos de prueba (E. coli ATCC-
11229D-5) y Salmonella enterica subsp. enterica (ATCC-7251). Se tomd una asada de
cada uno de los microrganismos y se sembré en 50 mililitros de medio Luria Bertani y se
incubo en agitacion a 200 rpm y a una temperatura de 37 °C durante 16 horas. Se sembré

cada uno de los microorganismos en una caja de Petri estéril con medio Tripticasa Soya y
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se incubd a 37 °C durante 24 horas. Se mantuvieron las cajas de Petri a una temperatura de

4°C.

6.7 Crecimiento de los microrganismos

Se tomd una colonia de cada microorganismo de prueba (E. coli ATCC-11229D-5) y
Salmonella enterica subsp. enterica (ATCC-7251) y cada una se sembr6 en una caja de
Petri con 25 ml de agar Tripticasa Soya. Se incub0 a una temperatura de 37 °C durante 12-

16 h. Una vez crecida la bacteria se mantuvo a una temperatura de 4 °C.

6.8 Titulacion de los microorganismos

La titulacion se realiz6 de acuerdo a lo indicado e la NOM-092-SSA1 como se describe a
continuacion. Se tomaron 9 ml de solucion amortiguadora de fosfatos. Se agreg6é 1 ml de la
suspension de los microorganismos de prueba, se mezcld perfectamente en un vértex y se
efectuaron las siguientes diluciones decimales: 10" a 10°. Se colocé en cajas de Petri
estériles con 25 ml de agar Tripticasa Soya por duplicado 100 pL de las diluciones: 107,
103,10 y 10°. Se dejé incubar durante 24 horas a 37 °C. Se contaron las UFC en cada una

de las cajas para obtener el titulo de la suspension.

6.9 Preparacion de las camas

Para simular una contaminacién horizontal se utilizaron camas de ave (paja, heces y
alimento), obtenidas de un rancho particular. Se pesaron las camas hasta obtener paquetes
que contengan 200 gramos. Se esteriliz cada paquete a una temperatura de 121 °C durante

una hora. Se secé en horno Pasteur a una temperatura de 160 °C durante 45 minutos.
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6.10 Contaminacion

Todo el procedimiento se llevo a cabo en condiciones de esterilidad.

El procedimiento se efectué como lo describié Bialka en el 2004. El experimento se realizé
por triplicado. Se formaron tres grupos de 22 embriones. El primer grupo incluia los
embriones contaminados que fueron tratados con la Solucién Electrolizada de
Superoxidacion (SES); el siguiente grupo incluia los embriones contaminados y tratados
con &cido citrico al 2% (AC); y el tltimo grupo incluia los embriones contaminados que no

recibieron tratamiento (ST) (véase figura 8).

Huevos embrionados

(n=198)
Control Acido citrico SES
(n=66) (n=66) (n=66)

Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica
A B & A B & A B &
(n=22) (n=22) (n=22) (n=22) (n=22) (n=22) (n=22) (n=22) (n=22)

Figura 8. Distribucion de los huevos embrionados.

Se ajusto el titulo bacteriano a 10° UFC/mI de los inéculos de Salmonella y E. coli en 2
litros de agua peptonada al 0.1%. Se agregaron los 200 gramos de cama estéril y los 22
embriones al contenedor de plastico. Se mezclé perfectamente durante 10 minutos. Se

dejaron secar en aire de flujo laminar (Nuaire No. 503995, USA) durante 26 minutos.
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6.11 Tratamiento

El procedimiento se realiz6 como lo describe Fasenko 2009. Todo el procedimiento se
realizd en condiciones de esterilidad. El experimento se realizd por triplicado. Los huevos
embrionados previamente contaminados fueron depositados en las charolas para embriones
y se trataron con 20 aspersiones por el frente y 20 aspersiones por la parte posterior con
SES (el grupo de 22 embriones destinado para SES), acido citrico al 2% (el grupo de 22
embriones destinado para &cido citrico al 2%) o Solucion Salina Fisioldgica (el grupo de 22
embriones destinado como control). Los huevos embrionados se dejaron secar durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se depositd cada huevo embrionado de forma
independiente en bolsas de plastico herméticas marca “Nasco Whirl-Pak” (previamente
rotuladas con ST, SES, AC), con 10 ml de agua peptonada al 0.1%. Se frotaron
manualmente los huevos embrionados durante un minuto. Se sacaron de las bolsas y se
dejaron secar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se colocaron los embriones a una
temperatura de 37 °C y con una humedad de 75-80%. Se transfirid 1 ml de suspension de
agua peptonada al 0.1% con el inéculo y se realizaron diluciones decimales desde 10 hasta
107, 100 pL de las diluciones 10, 10 y 10° se colocaron en cajas de Petri estériles con 25
ml de agar Tripticasa Soya (para E. coli y Salmonella). Se dejaron incubar durante 24 horas

a 37 °C. Se contaron las UFC en cada una de las cajas.

6.12 Integridad de la cuticula

La medicion de la integridad de la cuticula se realizé como lo describe Bialka 2004. Para
este experimento se utilizaron huevos para plato. Se formaron tres grupos de 20 huevos. El
primer grupo incluyé los huevos contaminados que fueron tratados con la solucion

electrolizada de superoxidacion (SES); el segundo grupo incluyé los huevos contaminados
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y tratados con acido citrico al 2% (AC); y el Gltimo, incluy6 los huevos contaminados que

no recibieron tratamiento (ST) (véase figura 9).

Huevos para plato

(n=60)
Control Acido citrico SES
(n=20) (n=20) (n=20)
Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica
A B A B A B
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Figura 9. Distribucion de los huevos para plato.

Los huevos fueron sumergidos hasta quedar cubiertos por completo en colorante azul
tripdn al 0.1% durante un minuto. Se lavaron los huevos mediante su inmersion por
completo en agua durante tres segundos. Se dejaron secar los huevos durante 20 minutos
en el flujo de aire laminar de la campana de bioseguridad. Se midieron los parametros de
color L (Luminosidad), a (escala rojo-verde) y b (escala amarillo-azul) en 5 zonas
diferentes del huevo con un espectrofotémetro (Konica Minolta GM-600d No0.21011486,
México). El espacio de color L*a*b*, también referido como CIELAB, es actualmente es
uno de los espacios de color méas populares y uniformes para evaluar el color de un objeto.
Este espacio de color es ampliamente usado porque correlaciona los valores numéricos de
color consistentemente con la percepcién visual humana.

La diferencia de color es definida como la comparacion numérica de una muestra con el

estandar. Indica las diferencias en coordenadas absolutas de color y se la conoce como
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Delta (A). Deltas por L* (AL*), a* (Aa*) y b* (Ab*) pueden ser positivas (+) 0 negativas
(-). La diferencia total de color, Delta E (AE*), sin embargo, siempre es positiva. Estas son

expresadas como:

AL* = diferencia en luz y oscuridad (+= méas luminoso, -= mas oscuro)
Aa* = diferencia en rojo y verde (+ =mas rojo, -= mas verde)

Ab* = diferencia en amarillo y azul (+ =mas amarillo, -= mas azul)
AE* = diferencia total de color

6. Se utilizo la siguiente formula para calcular delta e:

e AE* =[AL*2 + Aa*2 + Ab*2]1/2.
6.13 Unidades Haugh

La medicién de las Unidades Haugh se realiz6 como lo describe la NMX-FF-079-SCFI-
2004. Para este experimento se utilizaron huevos para plato.

Se formaron tres grupos de 10 huevos. El primer grupo incluia los huevos contaminados
que fueron tratados con la Solucion Electrolizada de Superoxidacion (SES); EIl siguiente
grupo incluia los huevos contaminados y tratados con &cido citrico al 2% (AC); y el ultimo
grupo incluia los huevos contaminados que no recibieron tratamiento (ST). Los huevos
fueron pesados individualmente. Los huevos fueron quebrados, posteriormente la yema fue
extendida en un vidrio.

Con el Micrémetro de Haugh (Baxlo®, Espafia) se midié por triplicado el albumen denso.
Se utilizé la siguiente formula para calcular las Unidades Haugh:
e U.H.=100log10[ A -V G (30P.37 -100) + 1,9] 100
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Donde:

U. H son las unidades Haugh.

A: es la altura de albdmina en milimetros.
G: es 32.2, siendo una constante.

P: es el peso del huevo en gramos.

6.14 Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS Statistics, se realiz6 un
Andlisis de Varianza (ANOVA) y pruebas a posteriori DMS y Tukey, para observar si
existia una diferencia significativa entre tratamientos. Para calcular la sobrevida de los

embriones se empled la prueba no paramétrica de logaritmo de rango.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion de cepas bacterianas

Se confirmé la identificacion en el Vitek 2 de las cepas bacterianas Escherichia coli
Castellani and Chalmers (ATCC 11229) y Salmonella enterica subsp. enterica Le Minor
and Popoff serovar Typhimurium (ATCC 14028) como se confirma en el reporte emitido

por el ATCC anexo 2.

Se eligieron las cepas bacterianas Escherichia coli Castellani and Chalmers (ATCC 11229)
y Salmonella enterica subsp. enterica Le Minor and Popoff serovar Typhimurium (ATCC
14028) debido a la importancia que tienen en las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAs) a nivel mundial, tal como lo reportan la CDC, la EFSA y la EDCD al causar
hospitalizaciones e incluso fallecimientos. Siendo responsable Salmonella Typhimurium del
17.5% de los casos reportados en humanos en los Estados Unidos en el 2013, teniendo un
incremento en su prevalencia con respecto a los afios anteriores a diferencia de otras cepas

(EFSA 2013).

Se ha encontrado a E. coli en 18 brotes de alimentos en la Union Europea de los cuales 4
requirieron hospitalizacion, asi como contaminante del medio ambiente en la industria y en
la clinica, produciendo enfermedades digestivas, urinarias y respiratorias. EI ATCC
menciona que la cepa bacteriana de Escherichia coli Castellani and Chalmers (ATCC
11229) se puede utilizar para evaluar sanitizantes y desinfectantes, tal como ha sido
reportado en el articulo Antibacterial activity of gemini quaternary ammonium salts (Obak

2014) y en la Norma Oficial Mexicana NOM-181-SSA1-1998 de Salud ambiental.
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7.2 Evaluacion fisicoquimica de la solucion electrolizada de
superoxidacion
Se realizé la evaluacion quimica de la Solucion Electrolizada de Superoxidacion en dos
diferentes periodos de tiempo obteniendo los siguientes resultados:

e 11 de mayo de 2015 (ppm CI 56 mg/l, pH 6.99, ORP 888 mV)

e 11 de junio de 2015 SES (ppm CI 52 mg/l, pH 7.18, ORP832 mV)
La SES con pH neutro tiene varias ventajas en comparacion con la SES alcalina o la &cida,
ya que es menos corrosiva y relativamente mas estable que las otras presentaciones, tiene
una mayor proporcién de acido hipocloroso (principio activo de la solucion) vy
adicionalmente se le considera mas efectiva contra microorganismos que otros
desinfectantes, como el cloro en forma de gas (Afari et al. 2015). Diversos estudios han
demostrado que la SES puede emplearse de forma efectiva para la eliminacién de
patdgenos como Salmonella y E. coli 0157:H7 en productos como tomates (Afari, Hung y

King 2015) y lechuga (Abadias et al. 2008).

7.3 Titulacion de los microorganismos

Las bacterias se titularon de la siguiente manera:
Primero se calculd el factor de dilucion (FD):
FD=aXbXcXdXeXf

Donde:

a=1/10, b =1/10, c = 1/10, d = 1/10, e = 1/10, f = 1/100
a=10"b=10%¢c=10"d=10"e=10" f=107

FD = 10"
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El FD se multiplico por el namero de UFC obtenidas anteriormente:

(1.66 X 10%) (107) =1.66 X 10°

Estandarizando los titulos de los microorganismos a 10°/ml.

Bialka y Fasenko emplearon un titulo de 10° /ml por lo que se ajusté el titulo diluyendo mil
veces la suspension. Con la finalidad de obtener resultados mas homogéneos, que faciliten
la comparacion de los mismos entre cada una de las réplicas efectuadas, se estandarizo la
titulacion de los microorganismos en aproximadamente 10° UFC, respetando el
procedimiento establecido en la norma anteriormente mencionada. La estandarizacion del
titulo de E. coli y de Salmonella simplificé la metodologia de trabajo e incrementd la
confianza de las mediciones realizadas al evidenciar la similitud en los resultados de las

diferentes réplicas de cada grupo de prueba.

7.4 Tratamientos

Antes de realizar los experimentos de este trabajo, se hizo un ensayo previo en donde se
comparo el titulo bacteriano de los tratamientos con SES, AC y el grupo control tanto en un
medio general (TSA) como en un medio selectivo (Salmonella-Shigella) para identificar si
el uso de uno u otro medio puede interferir en el nimero de UFC encontradas; para este fin
se recurrio a la prueba paramétrica conocida como analisis de varianza.

El ensayo previo al experimento se realiz6 considerando que el titulo bacteriano podria
disminuir de manera significativa en medios selectivos en comparacion con los medios
generales, lo que traeria como consecuencia una sobreestimacion del efecto de los

tratamientos evaluados. Esta posible sobreestimacion interferiria a su vez con la
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interpretacion de los resultados, al obtener mediciones menos exactas del efecto bactericida

de los desinfectantes probados.

6.00
a a b b

]
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Tratamientos

log UFC/huevo
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Figura 10. Titulos bacterianos obtenidos en agar TSA y agar Salmonella-Shigella.
Comparacion del titulo bacteriano entre tratamientos, empleando medio TSA (barras con
tonos claros) y medio Salmonella-Shigella (barras oscuras) (p<0.05).

El analisis estadistico del crecimiento en diferentes medios de cultivo bacterianos resultd
indispensable debido a que permitié concluir que no existe una diferencia estadistica que
justifique el uso de un medio general en lugar de un medio selectivo ni viceversa ya que, si
bien podrian encontrarse ligeras diferencias entre uno y otro medio, estas no serian
significativas y no afectarian la interpretacion de los resultados del presente experimento.

Se decidié emplear el medio general (TSA) con la finalidad de evaluar el desempefio de la
SES en la eliminacion de patdgenos contaminantes de la manera méas amplia, excluyendo
dentro de la metodologia las posibles subestimaciones que resultarian del uso de un medio

selectivo.
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7.5 Evaluacion de la SES con pH neutro en la eliminacion in vitro de E.

coli y Salmonella

Antes de realizar el experimento en los huevos embrionados y para plato se realiz6 el
experimento de forma in vitro para evaluar la efectividad de la Solucién Electrolizada de
Superoxidacion, comparando su efecto con el del acido citrico al 2% asi como con solucién
salina fisiologica (grupo control), tomando como base la NMX-BB-040-SCFI-1999
siguiendo la metodologia descrita anteriormente. Se utilizd la prueba de anélisis de

varianza.

A
v

7.00 * *
6.00 -

5.00
B SSF

4.00
AC

UFC/Log

3.00

|
2.00 SES

1.00

0.00
SSF AC SES

Tratamiento
Figura 11. Titulos de E. coli en el ensayo in vitro posterior al tratamiento con SSF, AC o

SES. El crecimiento bacteriano fue menor en el grupo tratado con SES. Existe diferencia
significativa entre los tratamientos, (p< 0.05).
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Figura 12. Porcentajes de reduccion en el titulo de E. coli en el ensayo in vitro posterior al
tratamiento con SSF, AC o SES, (p<0.05).

10.00 * *
9.00

«— «—
8.00
7.00 W SSF
6.00
5.00 mAC
4.00 mSES
3.00
2.00
1.00
0.00
SSF AC SES

Tratamiento

log/UFC

Figura 13. Titulos de Salmonella en el ensayo in vitro posterior al tratamiento con SSF, AC
0 SES. El crecimiento bacteriano fue menor en el grupo tratado con SES, (p<0.05).
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Figura 14. Porcentajes de reduccion en el titulo de Salmonella en el ensayo in vitro
posterior al tratamiento con SSF, AC o SES, (p<0.05).

A pesar de que tanto el tratamiento con AC como con SES mostraron una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al tratamiento control con SSF, el analisis
estadistico de los resultados vuelve evidente una gran diferencia entre los dos
desinfectantes que se probaron. El tratamiento con AC arrojo titulos bacterianos muy
similares al inoculo original tanto en el caso de E. coli como en el de Salmonella. Por su
parte, el tratamiento con SES redujo de manera mas notoria el titulo de ambas bacterias.

La literatura informa que la exposicion in vitro de E. coli y Salmonella contra
desinfectantes como la SES 4&cida, trae como resultado una disminucién de hasta 6
logaritmos en el titulo bacteriano con un tiempo de exposicion de 60 segundos (Abdulsudi
et al. 2010). Estos resultados son similares a lo que se encontrd en este experimento en el
cual, tanto en el caso de E. coli como en el de Salmonella, se obtuvieron reducciones de
hasta 6 logaritmos en el titulo bacteriano original (10° UFC) en un periodo de exposicién

con la SES de tan solo 30 segundos.
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7.5.1 Evaluacion de la SES con pH neutro en la eliminacion de E. coli

Se muestran los resultados de los titulos bacterianos obtenidos a partir de los huevos
embrionados contaminados con E. coli, los cuales fueron posteriormente tratados con SSF,
AC o SES. El anélisis estadistico se efectué mediante la prueba de analisis de varianza.

Se encontrd una diferencia significativa entre los tratamientos con SES (grupo de prueba) y
con SSF (grupo control) por lo que se confirma la hipétesis alterna en todos los casos, es
decir, se comprueba estadisticamente que el uso de la SES con pH neutro en la superficie
del huevo disminuye la contaminacion bacteriana. Adicionalmente se demuestra que difiere
el comportamiento de la SES y el AC en la eliminacion de bacterias, ya que en todos los
casos se obtuvieron titulos bacterianos significativamente inferiores en los huevos
embrionados tratados con SES, por su parte en los huevos tratados con AC se obtuvieron
titulos bacterianos significativamente mas altos. Sélo en la réplica C se obtuvo un titulo

bacteriano significativamente inferior en el grupo tratado con AC con respecto al control.

A

*
v Vv

A

10.00
9.00
8.00
7.00 mST
6.00
5.00
4.00 W SES
3.00
2.00
1.00
0.00

AC

log/UFC

ST AC SES
Tratamientos

Figura 15. Titulos bacterianos obtenidos a partir de huevos embrionados contaminados con
E. coli, tratados con SSF, AC o SES (réplica A). El crecimiento bacteriano fue menor en el
grupo tratado con SES, (p<0.05).
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Figura 16. Titulos bacterianos obtenidos a partir de huevos embrionados contaminados con
E. coli, tratados con SSF, AC o SES (réplica B). El crecimiento bacteriano fue menor en el
grupo tratado con SES, (p<0.05).
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Figura 17. Titulos bacterianos obtenidos a partir de huevos embrionados contaminados con
E. coli, tratados con SSF, AC o SES (réplica C). El crecimiento bacteriano fue menor en el
grupo tratado con SES, (p<0.05).

Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con SES disminuye drésticamente
el crecimiento de E. coli en el huevo embrionado existiendo diferencia significativa
(p<0.05). Por otra parte, no se encontrd diferencia significativa (p<0.05) en el tratamiento

del huevo embrionado con AC. Debido a esto, se concluye que el tratamiento con SES fue
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maés efectivo que el tratamiento con AC en la eliminacion de E. coli. La importancia que
estos resultados tienen para la industria avicola son que la SES es un desinfectante que se
puede utilizar de manera exitosa ya que se ha demostrado que actia de manera eficaz
contra este patdgeno, siendo uno de los mas importantes en la industria al considerar que
entre el 10% y 15% de las cepas de E. coli son patdgenas (Barnes 1997) y que es frecuente
encontrar a esta bacteria tanto en la industria avicola (Munther et al. 2015) como en
productos agricolas, entre ellos el tomate (Afari, Hung y King 2015), lechuga (Abadias et
al. 2008) y ardndano (Pangoli y Huang 2013). Si tomamos en cuenta todo esto es de suma
importancia encontrar alternativas efectivas como la SES con pH neutro que le brinden a la
industria una alternativa eficaz contra patdgenos que producen un gran efecto en la salud
publica y en la economia del pais.

Porcentajes de reduccion en el titulo de Escherichia coli

A continuacién, se muestran los porcentajes de reduccion en el titulo Escherichia coli
obtenidos tras el tratamiento de los huevos embrionados con SES o AC, en comparacién
con el grupo control tratado con SSF. Para la comparacion se tomaron en cuenta los
resultados de las tres réplicas cuya evaluacién se realiz6 mediante la prueba estadistica no

paramétrica del analisis de varianza.
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Figura 18. Porcentajes de reduccion en el titulo de E. coli posterior al tratamiento de los
huevos embrionados con AC o SES (réplica A). El porcentaje de reduccion de E. coli fue
mayor en el grupo tratado con SES (99.99%) que en el grupo tratado con AC (11.02%),
(p<0.05).

A
\

100
90
80
70
60
50
40
30
20

0

AC

EAC

W SES

Porcentaje

Tratamientos

Figura 19. Porcentajes de reduccion en el titulo de E. coli, posterior al tratamiento de los
huevos embrionados con AC o SES (réplica B). El porcentaje de reduccion de E. coli fue
mayor en el grupo tratado con SES (99.99%) que en el grupo tratado con AC (15.66),
(p<0.05).
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Figura 20. Porcentajes de reduccion en el titulo de E. coli, posterior al tratamiento de los
huevos embrionados con AC o SES (réplica C). El porcentaje de reduccion de E. coli fue

mayor en el grupo tratado con SES (99.99%) que en el grupo tratado con AC (15.39%),
(p<0.05).

Los resultados obtenidos permiten concluir que tanto el tratamiento con AC como el
tratamiento con SES disminuyen la carga bacteriana de E. coli en la superficie del huevo,
sin embargo, tal como se demostro en el analisis previo, resulta evidente que, de ambos
tratamientos, la SES es el desinfectante mas efectivo ya que permitio reducir el crecimiento
en un 99.99% en todas las réplicas, mientras que el AC s6lo lo redujo en un 14.02% en
promedio. La diferencia promedio entre ambos desinfectantes para la eliminacién de E. coli

en la superficie de huevos embrionados fue del 99.99%.

7.5.2 Evaluacion de la SES con pH neutro en la eliminacion de Salmonella

A continuacion, se muestran los resultados de los titulos bacterianos obtenidos a partir de
los huevos embrionados contaminados con Salmonella enterica serovar Typhimurium, los

cuales fueron posteriormente tratados con SSF, AC o SES.
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Figura 21. Titulos bacterianos obtenidos a partir de huevos embrionados contaminados con
Salmonella, tratados con SSF, AC o SES (réplica A), (p<0.05).
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Figura 22. Titulos bacterianos obtenidos a partir de huevos embrionados contaminados con
Salmonella, tratados con SSF, AC o SES (réplica B), (p<0.05).
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Figura 23. Titulos bacterianos obtenidos a partir de huevos embrionados contaminados con
Salmonella, tratados con SSF, AC o SES (réplica C), (p<0.05).
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Porcentajes de reduccidn en el titulo de Salmonella
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Figura 24. Porcentajes de reduccion en el titulo de Salmonella posterior al tratamiento de
los huevos embrionados con AC o SES (réplica A). El porcentaje de reduccion de
Salmonella fue mayor en el grupo tratado con SES (68.80%) que en el grupo tratado con
AC (38.80%), (p<0.05).
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Figura 25. Porcentajes de reduccion en el titulo de Salmonella posterior al tratamiento de
los huevos embrionados con AC o SES (réplica B). El porcentaje de reduccion de
Salmonella fue mayor en el grupo tratado con SES (96.86%) que en el grupo tratado con
AC (53.58%), (p<0.05).
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Figura 26. Porcentajes de reduccion en el titulo de Salmonella posterior al tratamiento de
los huevos embrionados con AC o SES (réplica C). El porcentaje de reduccién de
Salmonella fue mayor en el grupo tratado con SES (98.36%) que en el grupo tratado con
AC (87.71%), (p<0.05).

Los resultados muestran que tanto el tratamiento con AC como el tratamiento con SES son
eficaces para disminuir la carga bacteriana por Salmonella en la superficie del huevo, y que
la SES es el desinfectante mas efectivo de los dos, ya que permitié reducir el crecimiento
en un 87.89% en promedio, mientras que el AC sdlo lo redujo en un 61.31%. La diferencia

promedio entre ambos desinfectantes para la eliminacion de Salmonella fue del 26.58%.

Comparacion de los porcentajes de reduccién de E. coli y de Salmonella

La SES obtuvo un mayor porcentaje de reduccion en el titulo de E. coli (99.99%) que en el
de Salmonella (87.89%) al ser un 12.10% mas efectiva contra E. coli. Asi mismo, el AC
obtuvo un mayor porcentaje de reduccion en el caso de Salmonella (61.31%), que en el de
E. coli (15.05%).

Al comparar los promedios de los porcentajes de reduccidén obtenidos para E. coli y
Salmonella, se vuelve evidente que tanto el tratamiento con SES resultaron més efectivos

en la eliminacion de E. coli que en la de Salmonella; y que la SES tuvo un mejor
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desemperio que el AC en todos los casos. Los resultados obtenidos en este experimento
concuerdan con lo que se ha informado en otros estudios.

La SES es sumamente efectiva al utilizarla en alimentos como lechuga (Guentzel 2007),
aguacate (Rodriguez 2011) y carne (Fabritzio 2002) al reducir en un 99.9% la carga
bacteriana. Mediante este experimento se ha corroborado que su efecto contra estos
patdgenos es sumamente efectivo (Fasenko 2009), ya que en los resultados de los titulos
bacterianos de las réplicas de E. coli y Salmonella el grupo tratado con SES fue el que tuvo
el mejor comportamiento. Por ello se asegura que la SES funge como un buen
desinfectante, ya que actGa contra proteinas de la pared y/o membrana celular, inhibe
reacciones enzimaticas e inactiva acidos nucleicos (Henao 2003). Con esto se sugiere el uso
de la SES en la rotacién de desinfectante empleados en la industria avicola, al demostrar su
efectividad contra dos de los patdgenos mas importantes a nivel mundial tanto en la
produccién avicola como en la produccién agropecuaria en general. También podria
utilizarse para la prevencion de “huevos bomba” en las incubadoras ayudando asi a

aumentar la sobrevida de los embriones en la industria.

7.5.3 Evaluacion de la SES con pH neutro en la integridad de la cuticula

El valor de delta E permite medir de manera precisa las variaciones perceptibles entre un
color y otro (diferencia total de color). Entre mas grande es la variacion de color, més se
incrementa el valor de delta E. Esto permite inferir el grado de alteracion de la cuticula del
huevo después de su interaccion con una solucion. En otras palabras, el aumento de delta E

es directamente proporcional al nivel de dafio en la cuticula.
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Se muestran los resultados de delta E en huevos para plato contaminados con E. coli o
Salmonella que fueron tratados con SSF, AC o SES y posteriormente tefiidos con azul de
tripano. La evaluacion estadistica se llevo a cabo mediante la prueba de analisis de

varianza.
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Figura 27. Delta E de huevos para plato contaminados con E. coli tratados con SSF, AC o
SESy tefiidos con azul de tripano (réplica A), (p<0.05).
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Figura 28. Delta E de huevos para plato contaminados con E. coli tratados con SSF, AC o
SESy tefiidos con azul de tripano (réplica B), (p<0.05).
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Figura 29. Delta E de huevos para plato contaminados con Salmonella tratados con SSF,
AC o SES y tefiidos con azul de tripano (réplica A), (p<0.05).
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Figura 30. Delta E de huevos para plato contaminados con Salmonella tratados con SSF,
AC o SES y tefiidos con azul de tripano (réplica B), (p<0.05).

La cuticula estd compuesta por polisacaridos, cristales de hidroxiapatita, lipidos y
glicoproteinas como la ovoalbdmina (Pickman et al. 2003) y es importante en la defensa
contra microorganismos al actuar como una barrera natural que es susceptible al deterioro

mediante su disminucion o remocion mecénica debido al lavado con desinfectantes, que
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aumentan la posibilidad de una posterior contaminacién y disminuyen la vida de anaquel de
los huevos (Park et al. 2003). Se ha demostrado que el uso de acido citrico en la superficie
del cascaron reduce la presencia de ovoalbumina en la cuticula (Tomoaki Hagiwara et al.
2015) lo que ocasiona un dafio que vuelve mas poroso al cascarén debido a la interaccién
del &cido citrico con las proteinas que la conforman la cuticula.

Cabe recalcar que la presencia de anormalidades en el cascardn de los huevos potencializa
la entrada de patdgenos al interior del huevo (De Reu et al. 2008) y que con esto puede
incrementarse el nimero de microorganismos que penetran el cascarén (Smith et al. 2000).
La diferencia total de color fue menor en los grupos tratados con SES y SSF lo que indica
una mayor integridad de la cuticula evidenciada por una menor fijacion del colorante en el
cascaron. No hubo diferencia significativa entre los tratamientos con SSF y SES lo que
indica que la SES no afecta al cascar6n ya que tiene un comportamiento similar a los
huevos que solamente fueron tratados con SSF.

Con los resultados obtenidos se concluye que el tratamiento de los huevos con &cido citrico
es el mas dafino para el cascaron independientemente del agente bacteriano contaminante
ya que el acido citrico presenta una mayor fijacion al cascardn, modificando y dafiando la
cuticula. Debido a que en la literatura cientifica no se han descrito ensayos en los que se
empleé una metodologia con colorantes similares, se carece de parametros para la
comparacion de los resultados obtenidos en este experimento. Por esta razon se enfatiza la
necesidad de probar la SES en ensayos similares que den una mayor validez a los

resultados mostrados en este trabajo.
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7.5.4 Sobrevida de los embriones

Para comparar la sobrevida de los embriones contaminados con E. coli, después de ser
sometidos a los tratamientos, se empleo la prueba no paramétrica de logaritmo de rango
cuyos resultados se muestran en el cuadro 1. La prueba consiste en comparar las muertes en
grupos con numeros iguales contra las muertes esperadas y se evalta el comportamiento a
lo largo de todo el proceso.

Cuadro 1. Sobrevida de embriones contaminados con E. coli, tratados con SSF, AC o SES.

Control-AC 7.8 E-27

Control- SES 5.23 19E-26 Si
AC-SES 0.97 0.00012 Si
*(p<0.05)

Existe 5.39 veces més probabilidad de muerte si se compara el grupo control con el grupo
tratado con &cido citrico, 5.23 si se compara el control con el grupo tratado con SES y 0.97
si se compara el grupo tratado con AC con respecto al grupo tratado con SES, lo que indica
que existe un menor riesgo de mortalidad al utilizar la SES a dejar a los embriones sin

desinfectar ayudando a prolongar las posibilidades de sobrevivir de los embriones.

Se construy6 una gréfica de Funcion de riesgo con en el software SPSS para los huevos

embrionados contaminados con E. coli (véase figura 35).
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Figura 31. Sobrevida de embriones contaminados con E. coli, tratados con SSF, AC o SES.

Para comparar la sobrevida de los embriones contaminados con Salmonella, después de ser
sometidos a los tratamientos, se emple6 la prueba no paramétrica de logaritmo de rango.
Los resultados se muestran en el cuadro 2.

Existe 1.38 veces més probabilidad de riesgo de muerte si se compara control con acido
citrico, 1.35 si se compara control con SES y 0.87 si se compara Ac con SES lo que indica
que existe un menor riesgo de mortalidad al comparar la SES con el AC al dejar a los
embriones desinfectados con la SES que con el AC.

Cuadro 2. Sobrevida de embriones contaminados con Salmonella, tratados con SSF, AC o

SES.
Control-AC 1.38 0.1 Si
Control- SES 1.35 0.1 Si
AC-SES 0.82 0.02 Si
*(p<0.05)
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Se construy6 una grafica de Funcion de riesgo con en el software SPSS para los huevos

embrionados contaminados con Salmonella (véase figura 36).

Figura 32. Sobrevida de embriones contaminados con Salmonella, tratados con SSF, AC o
SES.

7.5.5 Unidades Haugh

A continuacion, se muestran las gréaficas de los huevos para plato contaminados con E. coli.
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Figura 33. Unidades Haugh de huevos para plato contaminados con E. coli y tratados con
SSF, AC o SES (réplica A), (p<0.05).
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Figura 34. Unidades Haugh de huevos para plato contaminados con E. coli y tratados con
SSF, AC o SES (réplica B), (p<0.05).
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Figura 35. Unidades Haugh de huevos para plato contaminados con Salmonella y tratados
con SSF, AC o SES (réplica A), (p<0.05).
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Figura 36. Unidades Haugh de huevos para plato contaminados con E. coli y tratados con
SSF, AC o SES (réplica B), (p<0.05).

Las unidades Haugh, la densidad de la albimina y el pH de la yema son modificados por el
tiempo y temperatura de almacenamiento (Ahmadi y Rahimi 2011). Por ello estos
pardmetros son recomendables para determinar la calidad y la frescura del huevo (Huang et
al. 2012). La preservacion del huevo depende del tiempo y temperatura de almacenamiento
(Yucer et al. 2014). Durante su acopio, los huevos son sometidos a cambios fisicoquimicos,
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como la pérdida de agua y dioxido de carbono a través del cascardn, que reducen la
humedad y aumentan el pH de la albimina y yema (Samli et al. 2005). La migracion del
agua de la albumina a través de la membrana vitelina debilitada, causa aplastamiento de la
yema, mientras que la estructura de la albumina se deteriora (probablemente por cambios
en el complejo lisosima-ovomicina) y eventualmente ocurre un adelgazamiento de la
albumina (Ragni et al. 2007).

Se obtuvo un promedio de 55 UH para las réplicas de E. coli y de 56 UH para las réplicas
de Salmonella en los huevos tratados con SES, teniendo una buena frescura de acuerdo con
los parametros mencionados en la literatura (>79 extra; 55-78 buena; 31-54 regular; <30
mala) (Ahmadi 2011) (véase figura 37). La SES puede usarse como una alternativa eficaz
para preservar la frescura del huevo para plato ya que, las unidades Haugh y por ende la

frescura del huevo se ven menos afectadas (Samli 2005).
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Figura 37. Clasificacion de la frescura del huevo de acuerdo con las Unidades Haugh.
Fuentes-Pérez 2002.
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8. CONCLUSIONES

La SES con pH neutro es un desinfectante eficaz contra Salmonella enterica debido
a que su uso ocasiond una reduccion bacteriana del 99.9% en el experimento in
vitro mientras que el grupo tratado con &cido citrico mostro una reduccion del
27.26%.

La SES con pH neutro es un desinfectante eficaz, debido a que su uso en huevos
embrionados contaminados con Salmonella enterica ocasiond una reduccion del
87.89% y el grupo tratado con acido citrico del 26.58%.

La SES con pH neutro es un desinfectante eficaz contra Escherichia coli debido a
que su uso ocasiono una reduccion bacteriana del 99.9% en el experimento in vitro
con respecto al grupo control y los tratados con &cido citrico mostraron una
reduccion del 28.3%.

La SES con pH neutro es un desinfectante eficaz debido a que su uso ocasion6 una
reduccion bacteriana del 99.99% en huevos embrionados contaminados con E. coli,
mientras que los huevos tratados con &cido citrico mostraron una reduccion del
15.6%.

La SES puede emplearse como un producto eficaz para el huevo embrionado, ya
que existe un menor riesgo de muerte al utilizar la SES en comparacion con el
grupo tratado con acido citrico y que el grupo tratado con SSF.

La cuticula de los huevos tratados con SES se mantuvo mayor integridad en
comparacion con los tratados con acido citrico. Por lo que el uso del desinfectante

puede considerarse como efectivo en la produccion de huevo.
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Los huevos para plato tratados con SES preservan las caracteristicas de calidad en
mayor medida que los tratados con acido citrico o la SSF. Obteniendo en promedio
a los 40 dias de almacenamiento: 40.5 UH para los grupos tratados con SES, 36.75
UH para los grupos tratados con AC (9.3% menor calidad con respecto a la SES) y
23.25 UH para el grupo control (42.6% menor calidad con respecto al tratamiento

con SES).
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Anexo 3

Medios y Soluciones

Acido citrico al 2%

 Acido citrico (Baker Analyzed®, E.U.A, 0110)

Agua destilada

[

. Se pesan 20 gramos de &cido citrico.
2. Se mide un litro de agua destilada.
3. Se mezcla adecuadamente.

4. Se esteriliza a 121°C, 15 libras, 15 minutos.

Agar Salmonella — Shigella

e Caldo Salmonella Shigella (Bioxon®, México, Cat.)
e Agar Bacteriologico (Bioxon®, México, Cat. 215000)
e Agua destilada

1. Se pesan 30 gramos de Caldo Salmonella Shigella.

2. Se pesan 15 gramos de Agar Bacterioldgico.

3. Se mide un litro de agua destilada.

4. Se mezcla adecuadamente.

5. Se calienta en el mechero hasta que hierva por 1 minuto.
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Agar Tripticasa Soya
e Caldo Tripticasa Soya (MCD Lab. ®, México, Cat. 7381)
e Agar Bacteriologico (Bioxon®, México, Cat. 215000)
e Agua destilada

1. Se pesan 30 gramos de Caldo Tripticasa Soya.

2. Se pesan 15 gramos de Agar Bacterioldgico.

3. Se mide un litro de agua destilada.

4. Se mezcla adecuadamente.

5. Se esteriliza a 121 °C, 15 libras, 15 minutos.

Agua Peptonada al 0.1%

e Peptona de carne (Bioxon®, México, Cat. 232400)
e Cloruro de Sodio (Meyer®, USA, Cat. 6845-500)
e Agua destilada

1. Se pesa 1 gramo de Peptona de carne.

2. Se pesan 8.5 gramos de Cloruro de Sodio.
3. Se mide un litro de agua destilada.

4. Se mezcla adecuadamente.

5. Se esteriliza a 121 °C, 15 libras, 15 minutos.
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Solucién Salina Fisiolégica

e Cloruro de Sodio (Meyer®, USA, Cat. 6845-500)

e Agua destilada
1. Se pesan 9 gramos de Cloruro de Sodio.

2. Se mide un litro de agua destilada.
3. Se mezcla adecuadamente.

4. Se esteriliza a 121 °C, 15 libras, 15 minutos.
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Anexo 4

Titulos de E. coli in vitro

ST log AC log SES
2.00E+06 6.30 6.00E+05 5.8 9.99E+02 2.9996
2.80E+06 6.45 6.00E+05 5.8 9.99E+02 2.9996
1.20E+06 6.08 7.00E+05 6 9.99E+02 2.9996
Promedio 2.00E+06 6.28 6.33E+05 5.80 9.99E+02 2.9996
DE 0.15 |DE 0.03 |DE 0
100.0
% 0 31.67 0.05
% de reduccion 68.33 99.95
Titulos de E. coli en huevos embrionados (Réplica A)
Réplica A Sin tratamient|log Acido citrico SES
HUEVO 1 2.50E+09 9.40 1.88E+09 9.27 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 2 2.52E+09 9.40 2.04E+09 9.31 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 3 1.72E+09 9.24 1.64E+09 9.21 1.00E+04] 3.99995657
HUEVO 4 2.44E+09 9.39 2.72E+09 9.43 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 5 2.44E+09 9.39 2.04E+09 9.31 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 6 2.00E+09 9.30 1.40E+09 9.15 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 7 3.20E+09 9.51 1.92E+09 9.28 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 8 1.72E+09 9.24 1.05E+09 9.02 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 9 2.52E+09 9.40 3.60E+09 9.56 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 10 9.00E+08 8.95 1.92E+09 9.28 1.00E+04| 3.99995657
Huevoll 2.00E+09 9.30 1.11E+09 9.05 1.00E+04]3.99995657
PROMEDIO 2.18E+09' 9.34 1.94E+09 9.29 1.00E+04]3.99995657

% 100 88.98163606 0.00045905

%Reduccion |0 11.01836394 99.9995409
DE 0.13875533 0.148685353 0.00
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Titulos de E. coli en huevos embrionados (Réplica B)

Réplica B Sin tratamient|{log Acido citrico log SES log
HUEVO 1 2.84E+09 9.45 2.64E+09| 9.421603927 1.00E+04 | 3.99995657
HUEVO 2 2.72E+09 9.43 3.08E+09| 9.488550717 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 3 2.88E+09 9.46 1.52E+09| 9.181843588 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 4 3.52E+09 9.55 3.32E+09| 9.521138084 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 5 3.32E+09 9.52 2.84E+09 9.45331834 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 6 2.08E+09 9.32 2.24E+09| 9.350248018 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 7 3.52E+09 9.55 3.52E+09| 9.546542663 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 8 3.72E+09 9.57 2.40E+09| 9.380211242 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 9 3.52E+09 9.55 1.32E+09| 9.120573931 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 10 3.96E+09 9.60 3.16E+09| 9.499687083 1.00E+04| 3.99995657
Huevoll 3.60E+08 8.56 1.32E+09| 9.120573931 1.00E+04 [3.99995657
PROMEDIO 2.95E+09 9.41 2.49E+09| 9.371299229 1.00E+04 [3.99995657
% 100.00 84.34 0.00
%Reduccion 0.00 15.66 100.00

DE 0.28144242 0.152194063 0.00
Titulos de E. coli en huevos embrionados (Réplica C)
Réplica C Sin tratamient|log Acido citrico log SES log
HUEVO 1 2.56E+09| 9.40823997 2.88E+09| 9.459392488 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 2 2.92E+09| 9.46538285 1.84E+09| 9.264817823 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 3 1.40E+09| 9.14612804 2.04E+09| 9.309630167 1.00E+04 | 3.99995657
HUEVO 4 3.52E+09| 9.54654266 2.76E+09| 9.440909082 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 5 3.53E+09| 9.54777471 3.40E+09| 9.531478917 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 6 2.64E+09| 9.42160393 2.88E+09| 9.459392488 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 7 3.92E+09| 9.59328607 2.11E+09| 9.324282455 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 8 3.92E+09| 9.59328607 2.72E+09| 9.434568904 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 9 2.56E+09| 9.40823997 1.64E+09| 9.214843848 1.00E+04| 3.99995657
HUEVO 10 3.08E+09| 9.48855072 1.64E+09| 9.214843848 1.00E+04| 3.99995657
Huevoll 2.84E+09| 9.45331834 3.92E+09| 9.593286067 1.00E+04 [3.99995657
PROMEDIO 2.99E+09' 9.47567119 2.53E+09| 9.386131463 1.00E+04 [3.99995657
% 100.00 84.62 0.00
%Reduccion 0.00E+00 15.38 100.00

DE 0.11952229 0.121802255 0.00
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Datos del Grupo Control de Delta E de E. coli (Réplica A)

STA Iniciales Finales Patrén
Huevo L a b L a b L a b
-10.17 0.25 11.55 -41.41 -4.25 -25.72 57.14 -4.35 -25.71
-12.31 0.49 13.49 -44.83 -4.74 -26.97 53.72 -4.84 -26.96
-9.93 0.27 12.01 -49.78 -4.11 -29.61 48.77 -4.21 -29.6
-9.61 0.13 11.83 -46.81 -5.01 -27.12 51.74 -5.11 -27.11
-9.45 -0.11 12.48 -47.25 -5.11 -26.7 51.3 -5.21 -26.69
1 -10.29 0.206 12.27 -46.02 -4.644 -27.22 52.534 -4.744 -27.21 35.97696908
-9.21 0.35 9.8 -45.53 -3.77 -28.17 53.02 -3.87 -28.16
-10.28 0.13 12.96 -42.16 -2.54 -27.98 56.39 -2.64 -27.97
-7.84 0.13 8.46 -43.07 -3.72 -26.94 55.48 -3.82 -26.93
-9.17 0.25 9.84 -45.71 -2.57 -29.38 52.84 -2.67 -29.37
-8.44 0.17 9.18 -47.84 -3.23 -30.42 50.71 -3.33 -30.41
2 -8.988 0.206 10.05 -44.86 -3.166 -28.58 53.688 -3.266 -28.56 40.30287217
-11.46 0.68 12 -47.55 -5.03 -28.05 51 -5.13 -28.04
-14.01 1.24 16.71 -49.69 -4.99 -28.59 48.86 -5.09 -28.58
-10.77 0.65 12 -54.87 -3.48 -32.51 43.68 -3.58 -32.5
-11.31 0.62 13.12 -51.26 -4.92 -29.39 47.29 -5.02 -29.38
-10.86 0.66 12.7 -53.02 -4.94 -30.06 45.53 -5.04 -30.05
3 -11.68 0.77 13.31 -51.28 -4.672 -29.72 52.942 -3.708 -28.23 48.07495129
-10.82 0.26 10.49 -44.14 -3.18 -27.69 54.41 -3.28 -27.68
-12.9 0.88 16.35 -45.05 -3.78 -28.05 53.5 -3.88 -28.04
-8.76 0.17 8.67 -47.31 -3.93 -29.03 51.24 -4.03 -29.02
-9.11 0.14 10.83 -48.38 -3.64 -29.79 50.17 -3.74 -29.78
-10.01 0.47 10.42 -43.16 -3.51 -26.67 55.39 -3.61 -26.66
4 -10.32 0.384 11.35 -45.61 -3.608 -28.25 52.942 -3.708 -28.23 40.53364875
-9.09 0.1 10.43 -48.1 -4.22 -27.86 50.45 -4.32 -27.85
-11.62 0.79 14.93 -43.3 -3.58 -25.68 55.25 -3.68 -25.67
-10.11 0.46 11.52 -49.11 -4.44 -28.32 49.44 -4.54 -28.31
-11.02 0.45 13.7 -45.61 -3.78 -26.73 52.94 -3.88 -26.72
-10.95 0.35 13.28 -47.77 -4.21 -27.57 50.78 -4.31 -27.56
5 -10.56 0.43 12.77 -46.78 -4.046 -27.23 51.772 -4.146 -27.22 46.33100697
-14.55 0.63 12.16 -45.25 -5.42 -24.76 53.3 -5.52 -24.75
-14.55 1.08 15.36 -65.63 -5 -26.03 32.92 -5.1 -26.02
-11.58 0.57 11.3 -61.06 -4.65 -29.11 37.49 -4.75 -29.1
-11.95 0.45 12.42 -49.1 -4.59 -28.4 49.45 -4.69 -28.39
-11.4 0.48 12.33 -45.03 -4.64 -25.04 53.52 -4.74 -25.03
6 -12.81 0.642 12.71 -53.21 -4.86 -26.67 45.336 -4.96 -26.65 45.25317136
-12.68 0.64 10.2 -43.79 -4.65 -26.93 54.76 -4.75 -26.92
-10.5 0.14 9.54 -67.2 -4.71 -29.1 31.35 -4.81 -29.09
9.7 0.29 10.89 -62.9 -4.7 -26.75 35.65 -4.8 -26.74
-9.96 0.41 9.68 -62.35 -4.29 -26.59 36.2 -4.39 -26.58
-8.58 0.34 9.27 -63.26 -4.24 -27.59 35.29 -4.34 -27.58
7 -10.28 0.364 9.916 -59.9 -4.518 -27.39 38.65 -4.882 -37.31 42.50911088
Promedio -10.70 0.43 11.77 -49.67 -4.22 -27.87 49.69 -4.20 -29.06 42.68094295
DE 1.21 0.21 1.36 5.49 0.63 1.05 5.63 0.67 3.70
%CV -11.33 49.22 11.55 -11.06 -14.99 -3.75 11.34 -15.96 -12.74
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Datos del Grupo Control de Delta E de E. coli (Réplica B)

STB Iniciales Finales Patrén
Huevo L a b L a b L a b
439 | -028 577 | -4529 @ 262 | -27.3 53.26 272 | 2729
-4.51 -0.1 492 | 443 146 | 3025 54.25 156 | -30.24
-4.61 03 | 496 |-4176 @ 275 | -2893 56.79 285 | -28.92
438 | -037 495 |-4273 | 261 | -29.75 55.82 271 | 2974
494 | -0.28 49 | -4454 241 3045 54.01 251 | -30.44
| 1 4566 |-0266 | 51 | -43.72 | -2.37 | -29.34 54.826 247 [ -290.32 | 35.97696908
379 | -0.51 28 | -38.76 29 | 2833 59.79 3 | -2832
-5.38 07 | 334 | -425 341 | -30.24 56.05 32 | -3023
369 | -062 292 |-4207 @ -246 | -284 56.48 256 | -28.39
342 | -059 293 |-43.77 | -293 | -30.91 54.78 303 | -309
393 | -057 297 |-43.88  -249  -31.21 54.67 259 | 312
| 2 4042 [-0598 [ 2992 | 422 [-2.776 | -29.82 56.354 2876 | -29.8 | 40.30287217
363  -048 309 |-4753 @ -1.95  -3543 51.02 205 | -35.42
602  -057 268 |-4862 @ -124 | -3514 49.93 134 | -35.13
382 | -0.38 243 | -4418 @ 247 | -31.74 54.37 257 | -31.73
377 | -035 219 | -4485 @ -194 | -31.9 53.7 204 | -31.89
413 | -029 226 | -4496  -213  -30.6 53.59 223 | -3059
| 3 4274 |-0414 | 253 | -46.03 | -1.946 | -32.96 52,522 2046 | -32.95 | 48.07495129
359 | -064 461 |-4562 @ -218 | -31.22 5293 228 | -31.21
361 | -037 428 |-5266 @ -2.02 | -20.47 3.16 473 | -59.21
357 05 | 393 |-4742 245 | 3107 6.59 496 | -61.51
362 | -026 383 |-4672 @ -249 | -32.35 8.106 496 | -6167
391 -049 399 | -4618 241 -32.2 13.61 541 | -60.52
| 4 366 |-0452 | 4128 | -47.72 | -2.31 | -31.26 | 16.8792 4468 | -54.82 | 40.53364875
425 | -053 289 | -4268 @ -228 | -30.14 55.87 238 | -30.13
421 | -039 281 |-4267 @ -215 | -2054 55.88 225 | -2053
449 | 042 316 | -4336  -1.68  -28.87 55.19 178 | -28.86
451 | -053 308 | -515 | -168 | -27.11 47.05 .78 | 274
447 | -057 301 | -4418  -1.98  -30.93 54.37 208 | -30.92
| 5 4386 [-0488 | 290 | 4488 |-1.954 | -29.32 53.672 2054 | 293 | 46.33100697
452 | -044 168 | -388 | -1.11 | -29.02 59.69 121 | -29.01
45 | -055 | 171 |-3822 | -1.73 | -2859 60.33 1.83 | -28.58
345 045 176 |-3657 @ -2.25 -28 61.98 235 | -27.99
-3.41 0.5 1.82 | 3807 157 | -28.21 60.48 167 | 282
378 -0.41 1.99 | -3045 1.3 | -30.04 59.1 1.4 | -30.03
| 6 242 | 047 [1.792 | -3823 |-1.592 | -28.77 60.316 1.692 | -28.76 | 45.25317136
275 03 216 |-3878 @ 231  -26.73 61.77 241 | -26.72
414 | 011 217 | -36.44 @ -283 | -27.74 62.11 293 |-27.73
349 | 045 194 |-3693 192 | -284 61.62 202 | 2839
343 051 226 |-3661 | -164 | -25.76 61.94 174 | 2575
374 | -0.41 23 | -3656  -1.07  -27.41 61.99 147 | 274
7 351 |-0356 | 2.166 | -36.66 | -1.954 | -27.21 61.886 2054 | -27.19 | 42.50911088
Promedio .3.84 | 043 | 340 | -42.78 | -2.43 | -29.81 50.92 2.52 | -33.16 | 42.68094295
DE 073 | 0.10 1.15 4.06 0.39 1.84 15.40 0.94 9.70
%CV 19.07 | -2414 | 3723 | 948 |-1812 | -6.18 30.23 .37.14 | -29.26
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Datos del Grupo Acido Citrico al 2% de Delta E de E. coli (Réplica A)

AC A Iniciales Finales Patron
Huevo L a b L a b L a b
1113 0.19 162 | -90.38 038  -33.84 | 817 028 | -33.83
1253 0.4 157 | -9818 = 154 3286 | 037 | -164 | -3285
112 0.18 16 9924  -081 3312 | 069 | -091 | -33.11
701 -0.54 861 | 9786 584 2626 | 069 | 594 | -26.25
11.2 022 1595 | -88.61 059 -3335 | 994 | -069 | -33.34
1 1061 | 009 [14492 |-94854 | 168 |-3189 | 3696 | -1.78 | -31.87 | 46.148338
712 -0.08 986 | 9353 097 3548 | 502 | -107 | -3547
903 -003 1118 | 9418 135 35145 | 437 | -145 | -35.14
74 -0.11 85 | -92.54 14 3877 | 6.01 45 | -34.76
723 012 863 | -97.06 46 3189 | 1.49 47 | -31.88
66  -0.17 83 | 9062 067 -3399 | 793 | -077 | -33.98
2 7416 |-0102 | 9204 |-93586 | 1198 |-3426 | 4964 |-1208 | -3424 | 45123579
1258 099 1535 | -9719 = 257  -31.31 136 | -267 | -31.3
4327 065 1571 | -9543 222 3205 | 312 | -232 | -32.04
1158 105 1485 | -4964  -417 2665 | 4891 | -427 | -26.64
4271 092  14.81 952 224 3138 | 335 | 234 | -3137
1074 077 1449 | 9496 = -1.52 328 359 | -162 | -32.79
3 1218 | 0876 [15042 |-86.484 | 2544 | -30.84 |12.066 |-2.644 | -30.82 | 37.702393
1272 0.34 128 | -9762 098 3397 | 093 | -108 | -33.96
1324 058 1567 | -94.00 08  -3416 | 455 09 |-34.15
989 021 1333 | -96.9 062 -3387 | 165 | -072 | -33.86
624  -0.22 7 9666  -1.01 323 189 | -1.11 | -32.29
985 025 1352 | -58.81 041 3297 | 3074 | -051 | -32.96
4 -1039 [ 0232 [12464 |-88798 [ 0764 |-3345 | 9752 |-0.864 | -33.44 | 29.43141
1067 056 1401 | -97.84  -0.34 332 071 | 044 | -33.19
9.83  0.68 137 | -9627 131 3371 | 228 | 141 | -337
997 041 1351 | 9536  -081  -3363 | 319 | -001 | -3362
965 043 1256 | 9009 = 353 2093 | 846 | -363 | -20.92
7.8 0.16 828 | 5443 091 3426 | 4412 | -1.01 | 3425
5 -9584 | 0448 [12.412 |-86798 [ -138 |-3295 11752 | -1.48 | -32.93 | 38236935
976  -008 1231 | 9833  -022 3466 | 022 | -032 | -3465
-10.76  0.89 164 | -9689 139 3388 | 166 | -1.49 | -3387
726  0.09 921 | 9637 203 3302 | 218 | 213 | -33.01
997 008 1413 | -97.16 2 -32.81 1.39 2.1 328
791 026 1018 | -98.92 622 262 | 037 | 632 | -26.19
6 9132 | 0144 [12.446 |-97.534 | 2372 [-32.11 | 1.016 | -2.472 | -32.1 48.80437
907 019 1215 | 9782 061  -3394 | 073 | -071 | -33.93
893 009 1532 |-117.64 1.4 335 |-1900 | -15 | -33.49
11.74 03 1328 | -99.91 373 2904 | 136 | -3.83 | -20.03
8.9 019  12.08 |-116.99 398 2835 |-1844 | -408 | -28.34
519 047 6.47 | -58.49 05 3325 | 4006 | -06 | -33.24
7 8766 | 0.248 | 11.86 | -98.17 | -2.044 | -31.62 | 0.38 [|-2.144 | -31.6 | 38.789939
Promedio | -9.73 | 028 | 1257 | -9232 | 171 | -3244 | 623 | -1.81 | -32.43 | 43.658543
DE 1.52 0.31 1.87 4.94 0.65 117 4.94 0.65 117
%CV 1563 [113.11 | 14.91 .5.35 | -37.80 | -3.61 | 79.26 |-3572 | -3.61
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Datos del Grupo Acido Citrico al 2% de Delta E de E. coli (Réplica B)

ACB Iniciales Finales Patron
Huevo L a b L a b L a b
308 -0.48 195 | -8884 128 3312 | 971 [ -138 [-33.11
374 -0.45 141 | -8545 155 3213 | 131 | -165 | -32.12
335  -0.51 1.94 | -83.94 032  -37.98 | 1461 022 | -37.97
336 -0.59 182 | -8592 205 3294 | 1263 | -215 | -32.93
35 -0.56 247 | -87.85 .08  -32.82 | 107 0.9 | -32.81
1 3406 |-0518 | 1.918 | -864 | -1072 [ -338 | 1215 [-1.172 | -33.78 | 38.800643
3.01  -045 2.18 97 1290 3215 | 155 | -1.39 | -32.14
354 | 043 176 | -95.81 47 3223 | 274 418 | -32.22
3.09  -0.45 191 | -99.99 = 195 3456 | 144 | 205 | -3455
325  -0.38 208 |-11187 061 3514 |-1332 | -071 | -35.13
312 -0.38 1.88 | -4787 115 3422 | 5068 | -1.25 | -34.21
2 3202 [-0418 | 1.962 |-90.508 | -1.34 [-33.66 | 8.042 | -1.44 | -33.65 | 42.896545
375  -0.41 237 |-11212 105  -3235 |-1357 | 1.15 | -32.34
356 -0.54 263 | -8819 = -1.06  -3426 | 1036 | -1.16 | -34.25
358  -0.51 2.77 -98.5 14 3402 | 005 45 | -34.01
-3.52 05 271 |-116.32 121 3628 |-17.77 | 111 | 36.27
349  -0.43 246 | 9886 012 32091 | 031 | 022 | -329
3 358 |-0478 | 2.588 | -102.8 | -0.484 |-33.96 | -4.248 |-0.584 | -33.95 | 55.209819
441 044 2.4 9754  -1.09  -34.11 1.01 | 119 | -34.1
364  -0.38 268 | 8967 @ 236 2075 | 888 | 246 | -20.74
-3.83 0.4 252 |-11558 042 3446 |-1703 | 032 | -3445
-3.71 0.4 249 |-11283 174 3211 |-1428 | -1.84 | -32.1

-3.98 -0.43 2.34 111.25 -0.47 -33.54 -12.7 -0.57 -33.53
4 -3.914 l -0.41 l 2.486 105.37 I -1.048 -32.79 -6.824 |-1.148 -32.78 57.763815
-3.37 -0.69 2.12 -96.75 -2.68 -33.85 1.8 -2.78 -33.84
-3.72 -0.58 1.64 -110.66 -1.33 -35.86 -12.11 -1.43 -35.85
-3.7 -0.58 1.65 -111.56 -0.44 -34.47 -13.01 -0.54 -34.46

362  -056 203 | -9551 225 3195 | 304 | -235 |-31.94
342 -064 231 | -1181 028  -3524 |-1955 | -038 | -35.23
5 -3566 | -0.61 | 195 |-10652 | -1.396 |-34.27 |-7.966 |-1.496 | -34.26 | 58907312

-3.96 -0.44 2.18 -112.6 -1.46 -34.17 | -14.05 -1.56 -34.16
-3.75 -0.35 24 -115.52 0.74 -35.56 | -16.97 0.64 -35.55
-4.14 -0.41 2.13 -115.25 0.36 -35.73 -16.7 0.26 -35.72
-3.76 -0.39 2.38 -116.86 -0.15 -34.86 | -18.31 -0.25 -34.85

425  -0.41 207 | -119.4 4.7 -3304 |-2085 | -1.8 | -33.03
6 3972 | 04 [2232 |-11593 [ 0442 |-3467 |-1738 |-0542 | -3466 | 68.343212
207  -058 342 |-11993 268  -307 |-2138 | 278 | -30.69
573  -055 209 | -1183 201 3078 |-1975 | 211 | -30.77
-3.59 0.5 324 |-11762 105 3368 |-1907 | -1.15 | 3467
-3.69 0.5 305 | 1169 = 251  -3084 |-1835 | -261 | -30.83
414 054 331 |-9522 214 3191 | 333 | -224 | 319
7 .3.844 |-0534 | 3.022 |-11359 | -2.078 |-31.78 | -15.04 |-2.178 | -31.77_| 65.981852
Promedio | -3.64 | 048 | 231 |-103.02 | 112 |-3356 | -447 | 122 | -33.55 | 55.405334
DE 0.28 0.08 0.41 11.02 0.56 098 | 11.02 | 0.56 0.98
%CV 779|169 | 1791 | 1070 [ -50.30 | -2.91 [wsmm [ -46.19 | -2.91
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Datos del Grupo SES de Delta E de E. coli (Réplica A)

SES A Iniciales Finales Patron
Huevo L a b L a b L a b
-9.06 0 8.9 89.33 401 | -2437 9.22 411 | -23.91
41001 -0.17 936 | -80.78 46 2238 17.77 47 | -2234
-8.81 017 932 | -8063 403 2484 | 1792 | -413 |-24.38
885  -0.21 1003 | -80.99 = 396 2454 | 1756 | -406 |-24.08
-9.38 0.12 894 | 9053 406  -24.99 8.02 416 | -24.53
1 9222 | -0.086 9.31 8445 | -4132 [-24308 |14.008 |-4232 |-2384
1565  0.39 1256 | -89.07 = -4.57 283 9.48 467 | -27.84
1.2 0.23 1361 | -8552 = 529  -26.61 1303 | 539 |-26.15
1128 027 134 | -87.04 492 2705 | 11.51 502 | -26.59
-10.3 0.35 1169 | -89.33 = -462  -28.65 9.22 472 | -28.19
1045  0.02 11.95 -94.5 481  -26.09 4.05 491 | -25.63
2 1178 | 0252 | 12642 | -89.00 |-4842 | 2734 | 9458 | -4942 | -26.88
728 017 6.5 9709 = -2.87  -2551 1.46 297 |-2505
668  -0.22 869 | -96.81 27 2526 1.74 238 248
-6.33 -0.1 649 | 9693  -303  -2207 1.62 313 | -22.51
784 -0.41 848 | -9539 194  -24.41 3.16 204 |-2395
-6.07 0.2 6.59 -97.1 232 254 1.45 242 | -24.94
3 684 | -022 735 | 9666 | -2572 | -24.71 1886 | -2672 | -24.25
-11.16 0.6 1161 | -88.86 = 421  -26.71 9.69 431 | -26.25
1338 0.64 167 | -87.62 38  -2902 | 10.93 39 | -2856
9.46 0.2 1378 | -83.97 45 2586 | 14.58 46 -25.4
9.29 0.04 1156 | -88.98 = -4.09  -28.74 9.57 419 | -28.28
-8.78 0.36 0.88 -97.3 346 -27.99 1.25 356 | -27.53
4 1041 | 0.368 | 12.706 | -89.35 | -4.012 |-27.664 | 9.204 | -4.112 | 272
-8.39 0.35 1052 | -9315 576  -25.68 5.4 586 | -25.22
1199  0.36 1254 | -99.61 -5 -24.41 -1.06 51 | -23.95
-8.19 0.13 10.82 916 521  -2555 6.95 531 | -25.00
-8.44 0.11 1119 | 9113 495 2547 7.42 505 | -25.01
-8.96 0.32 1043 | -99.36  -474 2476 | -0.81 484 | 243
5 9194 | 0254 | 11.1 9497 | -5.132 |-25.174 [ 358 L -5232 [-24.71
-9.95 0.31 963 | 9201  -3.49 26 6.54 359 | -25.54
833  -027 8.08 | 9541 117  -28.44 3.14 127 | -27.98
893 007 1092 | -9392 268  -2593 4.63 278 | -25.47
877 016  10.14 -96.8 289  -29.49 1.75 299 | -29.03
875 -0.01 1002 | -92.05 389  -26.89 6.5 399 |-26.43
6 8946 | 004 | 9758 | -94.04 | 2824 | 2735 I 4512 [ -2.924 [-26.80
85 0.13 898 | -8569 -387 2679 | 1286 | -3.97 [-26.33
1295  0.46 1326 | -9361  -516  -25.34 4.94 526 | -24.88
-10.58 0.2 12.52 -97.3 474 -26.49 1.25 484 | -26.03
1092 0.44 1039 | -8339 449 2534 | 1516 | -450 |-24.88
1092 025 128 | -96.01  -459  -2514 2.54 469 | -24.68
7 10.77_| 0.296 | 11.59 -91.2 457 | -25.82 7.35 467 | -25.36
Promedio | -9.60 012 | 1064 | -91.39 | -4.01 | -26.05 7.16 -4.11__| -25.59
DE 1.59 0.23 1.95 419 0.98 1.39 4.19 0.98 1.39
%CV | -16.55 |193.55 | 18.31 458 | -2441 | -5.34 5854 | -23.82 | -5.44

35.977

40.303

48.075

40.534

46.331

45.253

42.509
42.681
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Datos del Grupo Control de Unidades Haugh de E. coli (Réplica A)

Huevo Peso (g) |AIbumen denso (mm) | Unidades Haugh |
1 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huev
2 Este huevo se utilizdé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los proximos huev
3 55 6.5 81.83

1.7 25.08

2.2 35.83

PROMEDIO 47.58

4 55 1.8 27.46
1.8 27.46

1.2 10.78

PROMEDIO 21.90

5 55 3 48.88
2.5 41.19

2 31.84

PROMEDIO 40.64

6 55 3 48.88
3.2 51.61

3.2 51.61

PROMEDIO 50.70

7 55 1.1 7.25
0.9 -0.80

0.9 -0.80

PROMEDIO 1.88

PROMEDIO DE PROMEDIOS 27.12

DE 20.46
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Datos del Grupo Control de Unidades Haugh de E. coli (Réplica B)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON E.coli

REPLICA "B"

SIN TRATAMIENTO (ST)

Huevo Peso (g) bumen denso (mm Unidades Haugh
1 55 2.9 47.45
1.5 19.91
1 3.41
PROMEDIO 23.59
2 55 1.5 19.91
1.2 10.78
1.5 19.91
PROMEDIO 16.87
3 55 1.4 17.08
2.1 33.88
1.3 14.04
PROMEDIO 21.67
4 55 2.9 47.45
2.8 45.96
2.4 39.47
PROMEDIO 44.30
5 55 1.8 27.46
1.5 19.91
1.3 14.04
PROMEDIO 20.47
6 Huevo con yema rota
7 55 2.2 35.83
1.1 7.25
2 31.84
PROMEDIO 24.97
PROMEDIO DE PROMEDIOS 25.31
DE 9.71
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Datos del Grupo Acido Citrico de Unidades Haugh de E. coli (Réplica A)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON E.coli REPLICA ACIDO CITRICO 2 % (AC)
Huevo Peso (g) Albumen denso (mm) Unidades Haugh
1 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
2 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
3 55 3.3 52.91
3.5 55.41
2.3 37.69
PROMEDIO 48.67
4 55 3.5 55.41
3.8 58.90
3.5 55.41
PROMEDIO 56.57
5 Huevo con yema rota
6 55 2.5 41.19
2.1 33.88
2.2 35.83
PROMEDIO 36.97
7 55 15 19.91
1.7 25.08
15 19.91
PROMEDIO 21.64
PROMEDIO DE PROMEDIOS 40.96
DE| 15.19
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Datos del Grupo Acido Citrico de Unidades Haugh de E. coli (Réplica B)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON E.coli ~ REPLICA"B"
Huevo Peso (g) bumen denso (mm) Unidades Haugh
1 55 3.5 55.41
3.6 56.60
2.9 47.45
PROMEDIO 53.15
2 Huevo con yema rota
3 55 1.9 29.70
3.5 55.41
3.9 60.01
PROMEDIO 48.37
4 55 0.7 -10.70
1.8 27.46
1.9 29.70
PROMEDIO 15.49
5 55 2.9 47.45
2.9 47.45
1.9 29.70
PROMEDIO 41.53
6 55 3.9 60.01
3.9 60.01
2.2 35.83
PROMEDIO 51.95
7 55 1.5 19.91
1.6 22.57
1.9 29.70
PROMEDIO 24.06
PROMEDIO DE PROMEDIOS 39.09
DE 15.74
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Datos del Grupo SES de Unidades Haugh de E. coli (Réplica A)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON E.coli REPLICA "A" SOLUCION ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION (SES)
Huevo Peso (g) Albumen denso (mm) Unidades Haugh
1 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
2 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
3 Huevo podrido
4 Huevo con yema rota
5 55 4 61.08
6 78.40
6 78.40
PROMEDIO 72.63
6 55 4 61.08
5 70.60
5 70.60
PROMEDIO 67.43
7 55 17 25.08
2 31.84
2 31.84
PROMEDIO 29.59
PROMEDIO DE PROMEDIOS 56.55
DE 23.49
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Datos del Grupo SES de Unidades Haugh de E. coli (Réplica B)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON E.coli

REPLICA "B"

JOLUCION ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION (SES)

Huevo Peso (g) bumen denso (mm), Unidades Haugh
1 55 8 90.75
4 61.08
4 61.08
PROMEDIO 70.97
2 55 5 70.60
7 85.01
7 85.01
PROMEDIO 80.21
3 Huevo podrido
4 55 5.2 72.28
5.2 72.28
5.9 77.68
PROMEDIO 74.08
5 55 1.2 10.78
0.9 -0.80
1.4 17.08
PROMEDIO 9.02
6 55 4.2 63.16
2.1 33.88
2.1 33.88
PROMEDIO 43.64
7 55 2 31.84
1.9 29.70
1.9 29.70
PROMEDIO 30.42
PROMEDIO DE PROMEDIOS 51.39
DE 28.37
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Titulos de Salmonella in vitro

ST log AC log SES log
2.90E+08 8.46 1.50E+08 8.18 9.99E+02 2.9996
5.40E+08 8.73 8.00E+07 7.90 9.99E+02 2.9996
3.00E+08 8.48 1.40E+08 8.15 9.99E+02 2.9996
promedio 3.77E+08 8.58 1.23E+08 8.09 9.99E+02 2.9996
DE 0.12|DE 0.12|DE 0.0
% 1.00E+02 32.74 0.00
% de reduccion 67.26 99.90
Titulos de Sallmonella en huevos embrionados (Réplica A)
Replica A Sin tratamientlog Acido citrico |log SES log
HUEVO 1 2.00E+08 | 8.30E+00 1.40E+08 | 8.15E+00 | 5.00E+07 7.69897
HUEVO 2 3.80E+08 | 8.58E+00 2.00E+07 | 7.30E+00 | 5.00E+07 7.69897
HUEVO 3 1.60E+08 | 8.20E+00 1.80E+08 | 8.26E+00 | 7.00E+07 | 7.845098
HUEVO 4 3.00E+08 | 8.48E+00 1.10E+08 | 8.04E+00 | 3.00E+07 | 7.477121
HUEVO 5 1.50E+08 | 8.18E+00 1.50E+08 | 8.18E+00 | 4.00E+07 7.60206
HUEVO 6 1.90E+08 | 8.28E+00 1.70E+08 | 8.23E+00 1.30E+08 | 8.113943
HUEVO 7 7.00E+07 7.85E+00 1.30E+08 | 8.11E+00 1.40E+08 | 8.146128
HUEVO 8 1.00E+08 | 8.00E+00 | 8.00E+07 | 7.90E+00 | 4.00E+07 7.60206
HUEVO 9 5.50E+08 | 8.74E+00 1.40E+08 | 8.15E+00 | 9.00E+07 | 7.954243
HUEVO 10 2.70E+08 | 8.43E+00 | 3.30E+08 | 8.52E+00 1.00E+08 8
Promedio 2.37E+08 | 8.37E+00 1.45E+08 | 8.16E+00 | 7.40E+07 | 7.869232
% 100 61.181 31.224
%Reduccion 0 38.819 68.776
Titulos de Sallmonella en huevos embrionados (Réplica B)
Réplica B Sin tratamienflog Acido citrico [log SES log
HUEVO 1 3.20E4+04 | 4.51E+00 5.00E+03 3.70E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 2 6.00E+03 3.78E+00 1.10E+04 | 4.04E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 3 5.20E+04 | 4.72E+00 3.00E+03 3.48E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 4 3.20E+04 | 4.51E+00 2.00E+03 3.30E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 5 5.80E+04 | 4.76E+00 2.00E+04 | 4.30E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 6 2.00E+03 3.30E+00 9.00E+04 | 4.95E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 7 2.50E+04 | 4.40E+00 1.40E+04 | 4.15E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 8 1.30E+04 | 4.11E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 9 1.70E+04 | 4.23E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 10 5.10E+04 | 4.71E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.90E+01 1.995635
HUEVO11 3.30E+04 | 4.52E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.99E+02 2.999565
Promedio 2.02E+04 | 4.47E+00 | 1.35E+04 | 4.13E+00 | 9.17E+02 | 2.962455
% 100.00 | 2.00E+00 46.42 | 1.67E+00 3.14
%Reduccién | 0.00E+00 53.58 96.86
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Titulos de Sallmonella en huevos embrionados (Réplica C)

Réplica C Sin tratamiento Acido citrico SES

HUEVO 1 7.70E+04 4.89E+00 1.90E+04 4.28E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 2 4.60E+04 4.66E+00 1.70E+04 4.23E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 3 4.00E+04 4.60E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 4 5.10E+04 4.71E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 5 4.50E+04 4.65E+00 8.00E+03 3.90E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 6 3.10E+04 4.49E+00 1.10E+04 4.04E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 7 1.16E+05 5.06E+00 8.00E+03 3.90E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 8 7.10E+04 4.85E+00 8.00E+03 3.90E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 9 4.80E+04 4.68E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.99E+02 2.999565
HUEVO 10 8.50E+04 4.93E+00 9.99E+02 3.00E+00 9.99E+02 2.999565
Promedio 6.10E+04 | 4.79E+00 | 7.50E+03 | 3.88E+00 | 9.99E+02 | 2.999565
% 100.00 12.29 1.64

% Reduccion 87.71 98.36
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Datos del Grupo Control de Delta E de Salmonella (Réplica A)

STA Iniciales Finales Patron
Huevo L a b L a b L a b
1
5.92 0.69 2.59 44 .1 2.69 28.83 441 2.69 28.83
-5.03 -0.6 1.42 42.93 2.94 29.76 42.93 2.94 29.76
-5.73 -0.4 2.68 43.21 2.42 29.54 43.21 2.42 29.54
-5.29 -0.64 2.91 42.95 1.97 29.78 42.95 1.97 29.78
-5.09 -0.46 217 42.02 2.68 29.16 42.02 2.68 29.16
2 -3.044 | -0.282 2.354 43.042 2.54 29.414 43.042 2.54 29.414 34.98
-4.72 -0.66 1.89 4575 2.71 33.64 4575 2.71 33.64
-4.12 -0.65 2.03 47.08 2.95 34.49 47.08 2.95 34.49
-4.29 -0.63 2.14 50.57 2.15 34.46 50.57 2.15 34.46
-4.02 -0.63 2.33 51.06 1.78 33.67 51.06 1.78 33.67
-4.69 -0.62 2.01 50.51 2.14 33.55 50.51 2.14 33.55
3 -4.368 | -0.638 2.08 48.994 2.346 33.962 48.994 2.346 33.962 37.95
-2.73 -0.4 2.29 45.56 1.92 30.83 45.56 1.92 30.83
-3.3 -0.58 3.72 42.83 2.37 31.98 42.83 2.37 31.98
-2.87 -0.33 2.19 43.46 2.24 32.48 43.46 2.24 32.48
-2.9 -0.41 2.22 45.43 2.41 33.23 45.43 2.41 33.23
-2.98 -0.36 2.33 46.46 1.87 33.98 46.46 1.87 33.98
4 -2.956 | -0.416 | 2.2575 44.748 2.162 32.5 44.748 2.162 32.5 31.35
-6.95 -0.45 0.76 42.46 2.611 31.81 42.46 2.611 31.81
45.9 2.09 34.23 45.9 2.09 34.23
46.33 1.98 34.58 46.33 1.98 34.58
44.2 2.48 32.5 44.2 2.48 32.5
45.87 2.93 33.38 45.87 2.93 33.38
5 -6.95 -0.45 0.76 44.952 2.4182 33.3 44.952 2.4182 33.3 37.77
-3.96 -0.65 3.14 42.06 3.05 -30.24 42.06 3.05 -30.24
-3.85 -0.64 3.38 40.71 2.86 -29.8 40.71 2.86 -29.8
-3.55 -0.67 3.15 41.98 3.07 -31.16 41.98 3.07 -31.16
-3.62 -0.72 3.37 43.1 2.9 -31.36 43.1 2.9 -31.36
-3.56 -0.67 3.02 44 .51 2.51 -31.55 44 .51 2.51 -31.55
6 -3.708 -0.67 3.212 42.472 2.878 -30.822 46.18 3.548 -34.034 36.15
-3.04 -0.47 2.13 38.31 1.36 -28.08 38.31 1.36 -28.08
-4.37 -0.5 2.58 37.85 1.41 -27.88 37.85 1.41 -27.88
-2.98 -0.55 2.15 39.53 1.13 -29.86 39.53 1.13 -29.86
-3.12 -0.49 2.11 39.76 1.34 -29.19 39.76 1.34 -29.19
-3.23 -0.53 217 41.69 1.63 -30.5 41.69 1.63 -30.5
7 -3.348 | -0.508 2.228 39.428 1.374 -29.102 42.776 1.882 -31.33 41.409
Promedio -4.06 -0.49 2.15 43.74 2.26 7.19 45.53 2.47 6.88 36.47
DE 1.51 0.14 0.79 3.51 0.56 33.96 2.55 0.64 35.46
%CV -37.05 | -29.32 36.79 8.03 24.86 472.30 5.61 25.75 515.38
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Datos del Grupo Control de Delta E de Salmonella (Réplica B)

STB Iniciales Finales Patron
Huevo L a b L a b L a b
-3.69 -0.65 2.37 -45.63 -2.44 -34.12 52.92 -2.54 -34.105
-3.42 -0.6 1.91 -47.48 -1.85 -35.04 51.07 -1.95 -35.025
-3.27 -0.6 1.88 -49.74 -1.6 -35.84 48.81 -1.7 | -35.825
-3.23 -0.53 1.77 -47.46 -1.72 -34.3 51.09 -1.82 -34.285
-3.35 -0.6 1.9 -48.84 -1.35 -35.22 49.71 -1.45 -35.205
1 -3.392 |-0.596 1.966 -47.83 -1.792 -34.904 50.72 -1.892 -34.889 28.38359426
-5.15 -0.9 4.68 -38.39 -3.58 -27.39 60.16 -3.68 -27.375
-3.66 -0.94 3.99 -41.33 -3.19 -29.77 57.22 -3.29 -29.755
-3.4 -0.96 3.92 -38.39 -3.65 -27.75 60.16 -3.75 -27.735
-3.82 -0.68 4.5 -38.2 -2.63 -27.44 60.35 -2.73 -27.425
-3.4 -0.92 4.17 -38.58 -3.05 -28.22 59.97 -3.15 -28.205
2 -3.886 -0.88 4.252 |-38.978 -3.22 -28.114 59.572 -3.32 -28.099 29.33070241
-4.42 -0.86 3.22 -42.92 -2.54 -32.85 55.63 -2.64 -32.835
-3.59 -0.56 2.82 -43.29 -2.48 -32.95 55.26 -2.58 -32.935
-3.27 -0.45 2.13 -43.23 -2.14 -32.61 55.32 -2.24 -32.595
-2.73 -0.42 1,97 -43.52 -2.16 -32.41 55.03 -2.26 -32.395
-2.93 -0.44 1.99 -43.84 -1.98 -33.43 54.71 -2.08 -33.415
3 -3.388 |-0.546 2.54 -43.36 -2.26 -32.85 55.19 -2.36 -32.835 35.94218447
-7.67 -0.59 4 -48.74 -3.61 -32.13 49.81 -3.71 -32.115
-6.8 -0.61 6.21 -47.62 -3.67 -29.72 50.93 -3.77 -29.705
-5.64 -0.54 5.15 -43.87 -2.82 -28.6 54.68 -2.92 -28.585
-5.63 -0.59 5.28 -45.54 -3.3 -30.18 53.01 -3.4 -30.165
-5.63 -0.49 5.53 -41.73 -3.59 -27.26 56.82 -3.69 -27.245
4 -6.274 |-0.564 5.234 -45.5 -3.398 -29.578 53.05 -3.498 -29.563 38.01890795
-3.95 -0.54 2.75 -40.42 -3.19 -29.55 58.13 -3.29 -29.535
-3.88 -0.89 3.66 -41.52 -3.42 -29.92 57.03 -3.52 -29.905
-3.91 -0.72 3.81 -40.43 -3.12 -29.59 58.12 -3.22 -29.575
-3.79 -0.62 3.53 -40.03 -2.67 -28.98 58.52 -2.77 -28.965
-3.82 -0.71 3.51 -40.21 -2.97 -29.37 58.34 -3.07 -29.355
5 -3.87 1-0.696 3.452 |-40.522 -3.074 -29.482 58.028 -3.174 -29.467 33.59953033
-4.37 -0.19 4.83 -39.44 -2.14 -27.23 59.11 -2.24 -27.215
-4.37 -0.31 4.45 -35.54 -2.16 -24.59 63.01 -2.26 -24.575
-4.02 -0.33 4.51 -37.59 -1.61 -26.57 60.96 -1.71 -26.555
-4 -0.3 4.65 -36.98 -2.13 -26.67 61.57 -2.23 -26.655
-4.04 -0.31 4.72 -40.33 -1.47 -28.87 58.22 -1.57 -28.855
6 -4.16 |-0.288 4.632 |-37.976 -1.902 -26.786 60.574 -2.002 -26.771 24.59962569
-7.15 -0.32 6.4 -41.86 -3.73 -27.43 56.69 -3.83 -27.415
-6.14 -0.38 7.05 -43.55 -4.2 -28.52 55 -4.3 -28.505
-5.72 -0.36 6.72 -43.35 -3.68 -29.05 55.2 -3.78 -29.035
-6.1 -0.2 7.86 -45.66 -3.31 -30.46 52.89 -3.41 -30.445
-5.77 -0.33 6.8 -43.48 -3.6 -28.93 55.07 -3.7 -28.915
7 -6.176 |-0.318 6.966 -43.58 -3.704 -28.878 54.97 -3.804 -28.863 18.73921528
Promedio -4.45 -0.56 4.15 -42.54 -2.76 -30.08 56.01 -2.86 -30.07 32.23256587
DE 1.24 0.21 1.69 3.56 0.77 2.82 3.56 0.77 2.82
%CV -27.97 |-37.10 40.81 -8.37 -27.75 -9.37 6.36 -26.78 -9.38
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Datos del Grupo Acido Citrico al 2% de Delta E de Salmonella (Réplica A)
AC A Iniciales Finales Patrén
Huevo L a b L a b L a b
1
-63 -0.42 0.96 -65.03 -0.56 -36.11 33.52 -0.66 -36.1
-3.48 -0.47 1.38 -66.03 0.1 36.73 32.52 0 36.745
-3.8 -0.45 1.49 -52.19 1.06 -37.9 46.36 0.96 -37.89
-3.69 -0.42 1.47 -54.07 -2.53 -31.15 44.48 -2.63 -31.14
-3.79 -0.44 1.21 -61.13 -0.19 -36.83 37.42 -0.29 -36.82
2 -15.55 -0.44 1.302 -59.69 -0.424 -21.05 38.86 -0.524 -21.04 28.85822
-3.12 -0.32 2.72 -70.61 -0.56 -36.62 27.94 -0.66 -36.61
-2.9 -0.53 2.33 -79.56 -0.24 -36.1 18.99 -0.34 -36.09
-3.5 -0.44 2.32 -70.84 -1.6 -36.04 27.71 -1.7 -36.03
-3.39 -0.41 2.74 -61.31 0.8 -36.07 37.24 0.7 -36.06
-3.17 -0.49 2.48 -68.61 -1.61 -34.76 29.94 -1.71 -34.75
3 -3.216 -0.438 2.518 -70.186 -0.642 -35.92 28.364 -0.742 -35.9 46.20982
-3.57 -0.57 2.84 -60.66 -0.84 -37.86 37.89 -0.94 -37.85
-3.4 -0.7 2.79 -50.71 -1.22 -35.07 47.84 -1.32 -35.06
-3.3 -0.57 2.82 -62.92 -0.58 -35.67 35.63 -0.68 -35.66
-3.3 -0.52 1.87 -72.34 -0.6 -38.01 26.21 -0.7 -38
-72.08 -1.12 -34.94 26.47 -1.22 -34.93
4 -3.393 -0.59 2.58 -63.742 -0.872 -36.31 34.808 |-0.972 -36.3 44.61909
-5.99 -0.64 0.67 -47.58 -2.46 -35.1 50.97 -2.56 -35.09
-4.84 -0.63 1.35 -45.59 -2.22 -33.47 52.96 -2.32 -33.46
-5.28 -0.56 1.37 -48.54 -1.25 -35.03 50.01 -1.35 -35.02
-5.25 -0.55 1.42 -45.13 -1.7 -34.09 53.42 -1.8 -34.08
-5.13 -0.8 1.74 -48.12 -2 -34.7 50.43 -2.1 -34.69
5 -5.298 -0.636 1.31 -46.992 -1.926 -34.48 |51.558 |-2.026 -34.46 42.0211
-5.06 -0.76 1.94 -69.91 -2.48 -29.09 28.64 -2.58 -29.08
-4.35 -0.85 2.73 -67.02 -1.55 -34.29 31.53 -1.65 -34.28
-4.2 -0.9 2.91 -64.91 -2.06 -33.23 33.64 -2.16 -33.22
-4.21 -0.85 2.82 -69.11 -1.28 -29.49 29.44 -1.38 -29.48
-4.21 -0.84 3.13 -49.22 -1.42 -29.42 49.33 -1.52 -29.41
6 -4.406 -0.84 2.706 -64.034 -1.758 -31.1 34516 | -1.858 -31.09 39.77015
-4.67 -0.55 2.1 -67.96 -2.98 -35.51 30.59 -3.08 -35.5
-4.4 -0.5 2.56 -57.87 -2.87 -35.37 40.68 -2.97 -35.36
-4.31 -0.57 2.32 -66.19 -2.72 -34.5 32.36 -2.82 -34.49
-4.44 -0.49 2.51 -63.57 -2.52 -32.23 34.98 -2.62 -32.22
-4.19 -0.49 2.32 -67.41 -2.12 -34.64 31.14 -2.22 -34.63
7 -4.402 -0.52 2.362 -64.6 -2.642 -34.45 33.95 -2.742 -34.44 10.43651
Promedio -6.04 -0.58 2.13 -61.54 -1.38 -32.22 37.01 -1.48 -32.20 40.19571
DE 4.72 0.15 0.65 7.88 0.87 5.77 7.88 -2.13 5.77
%CV -78.08 -26.17 30.41 -12.80 -62.88 -17.91 21.28 [144.01 -17.92
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Datos del

Grupo Acido Citrico al 2% de Delta E de Salmonella (Réplica B)

ACB Iniciales Finales Patran
Husvo L El b L a b L El b
-5.78 -0.549 287 -83.03 -0.E5 -35.75 15.52 -0.75| -35735
-5.E8 -0.68 347 -83.13 -1.04 -35.79 15.36 -1.14] -35.775
-5.05 -0.54 3.38 -B4.3 0.52 -37.08 14.25 0.42| -37.065
-4 a7 -0.58 3.33 -B8.47 -1.33 -32.98 10.08 -1.43] -32.965
-5.48 -0.42 417 -B7.34 -2.38 -31.91 11.21 -248| -31.8B85
1 -5.368 -0.562 3464 -B5.266 -0.876 -34.702 | 13.284 | -1.076 | -34.687 [ 43.01679E3
4.2 -0.78 2.1 -72.37 -0.44 -36.1 26.18 -0.54 -36.085
-3.58 -0.73 2.3 -T2.64 -0.78 -34.81 25.891 -0.88 -34 8895
-3.53 -0.61 2.3 -71.88 0.11 -35.43 2667 0.01 -35.415
-3.5 -0.57 2.08 -B3.69 -1.84 -31.8 14.86 -1.849 -31.785
-3.58 -0.6 1.83 -B1.84 -0.05 -35.68 16.71 -0.15 -35.665
2 -3.6TE -0.658 227 -76.4 84 -0_606 -34.784 | 22066 | -D.706 | -34.768 | 34.3404678
-3.6T -0.72 278 -B3.76 -1.07 -35.55 14.79 -1.17 -35.535
-3.65 -0.89 3.34 -B4.07 -0.28 -35.22 14.48 -1.08 -35.205
-3 .85 -0.64 3.05 -B4.02 -0.58 -36 14.53 -0.68 -35 985
-3.68 -0.73 32 -T2.01 -1.15 -34.8 26.54 -1.25 -34.785
-3.62 -0.7 3.09 -71.89 -3.19 -31.55 2656 -3.29 -31.535
3 -3.E88 -0.746 3.088 -79.15 -1.34 -34.624 19.4 -1.49 -34.608 | 35.9207643
-4.38 -0.43 213 -B5.05 -0.06 -35.97 13.5 -0.16 -35.955
-4.03 -0.45 3.47 -B4.66 -0.33 -35.73 13.88 -0.43 -35.715
-4.12 -0.45 341 -B3.03 =01 =36 1552 -0.2 -35.985
-3.81 -0.4 3.31 -BE.58 -1.75 -33.13 11.87 -1.85 -33.115
-4.3 -0.45 3.54 -B3.5 -0.68 -35.62 15.06 -0.7H -35.605
4 -4.15 -0.44 3292 -B4 584 -0.584 -35.29 13.966 | -D.6B4 | -35.275 | 42 4258944
-4.3 -0.54 2.78 -T3.B9 -0.37 -35.16 24.66 -0.47 -35.145
-4.7 -0.78 3.59 -83.15 -2 B3 -30.14 15.4 -2.73 -30.125
=44 -0.58 3.48 -7T8.31 -2.13 -33.36 20.24 -2.23 -33.345
-4 .24 -0.57 3.75 -73.99 -0.86 -38.81 24.58 -0.96 -38. 785
-4.25 -0.55 342 -B2.98 -0.73 -36.5 15.59 -0.83 -36. 485
] -4.378 -0.596 3404 T8 48 =1.344 -34.784 | 20.08 -1.444 | -34.778 | 36.2600508
-4 54 -0.57 2.81 -A80.15 -1.32 -34.48 18.4 -1.42 -34 465
-4.07 -0.58 3.53 -T2.32 -2.38 -31.27 26.23 -2.49 -31.255
-4.32 -0.66 3.06 -79.19 -2.21 -34.12 19.36 -2.31 -34.105
-5.43 -0.E2 229 -B4.73 -2.25 -34.83 13.82 -2.35 -34. 815
-4.44 -0.62 286 -81.13 -1.83 -35.3 17.42 -2.03 -35.285
3] -4 .58 -0.612 293 -78.504 -2.02 -34 19.046 -2.12 -33.885 | a7 1830733
-2.78 -0.32 1.59 -82.18 -0.18 -32.57 16.39 -0.28 -32 55
-2.83 -0.31 1.37 -B5.81 -1.596 -26.652 12.74 -2.08 -26.505
-2 67 -0.33 1.35 -B2.43 -1.14 -32.34 168.12 -1.24 -32.325
-2.89 -0.29 1.37 -75.02 -0.87 -34.32 23.53 -0.87 -34.305
-2.78 -0.32 1.15 -T2.38 -2.11 -31.5 2617 -2.21 -31.485
7 -2 7BE -0.314 1.366 -79.56 -1.252 -31.45 18.898 -1.352 | -31.435 | 37.0B0DB7T1
Promedio -4.09 -0.56 2.83 -B0.43 -1.17 -34.23 18.12 -1.27 -34.22 | 38.1545383
DE 0.82 0.14 076 3.25 0.50 1.29 3.25 0.50 1.29
CV -19.92 -25.53 26.90 -4.04 -42.93 -3.75 17.93 -39.54 -3.7T6
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Datos del Grupo SES de Delta E de Salmonella (Réplica A)

SES A Iniciales Finales Patron
Huevo L a b L a b L a b
1
-6.45 -0.15 5.46 -28.56 -3.16 -16.76 69.99 -3.26 -16.75
-5.31 -0.08 6.29 -30.74 -3.27 -18.84 67.81 -3.37 -18.83
-5.46 -0.22 6.46 -34.84 -3.38 -22.99 63.71 -3.48 -22.98
-5.28 -0.12 6.39 -34.21 -3.37 -23.05 64.34 -3.47 -23.04
-5.8 -0.27 7.19 -36.82 -3.65 -24.52 61.73 -3.75 -24.51
2 -5.66 -0.168 6.358 -33.03 -3.366 -21.232 65.516 -3.466 -21.22 34.987
-5.16 -0.66 3.54 -24.13 -2.37 -18.27 74.42 -2.47 -18.26
-4.69 -0.85 3.98 -32.45 -3.13 -24.82 66.1 -3.23 -24.81
-5.01 -0.77 3.65 -35.83 -3.66 -27.5 62.72 -3.76 -27.49
-5.08 -0.76 3.79 -33.49 -2.55 -26.19 65.06 -2.65 -26.18
-4.68 -0.78 3.51 -29.05 -2.36 -21.02 69.5 -2.46 -21.01
3 -4.924 -0.764 3.694 -30.99 -2.814 -23.56 67.56 -2.914 -23.55 37.947
-3.39 -0.52 2.75 -25.81 2.24 -17.43 72.74 2.14 -17.42
-4.42 -0.59 3.4 -30.99 -3.17 -21.91 67.56 -3.27 -21.9
-4.18 -0.56 4.08 -30.92 -3.05 -22.35 67.63 -3.15 -22.34
-3.25 -0.53 2.46 -30.96 -3.2 -22.09 67.59 -3.3 -22.08
.6.33 -0.58 3.42 -31.09 -3.33 22.24 67.46 -3.43 22.255
4 -3.81 -0.556 3.222 -29.95 -2.102 -12.308 68.596 -2.202 -12.29 30.356
-4.65 -0.43 2.28 -24.61 -3.43 -17.8 73.94 -3.53 -17.79
-4.23 -0.5 2.5 -23.54 -1.66 -17.04 75.01 -1.76 -17.03
4445 | -0.45 237 -28.89 234 | -21.49 | 69.66 244 |-21.48
-4.11 -0.52 2.47 -29.51 -2.05 -21.9 69.04 -2.15 -21.89
-468 | -0.36 2.48 -32.19 363 | -2411 | 66.36 | -3.73 | -24.1
5 -4.423 -0.452 2.42 -27.75 -2.622 -20.468 70.802 -2.722 -20.45 37.586
-2.8 -0.21 2.27 -26.83 -1.69 -20.22 71.72 -1.79 -20.21
-3.4 -0.53 3.1 -25.44 -1.64 -20.05 73.11 -1.74 -20.04
-2.74 -0.37 2.4 -27.34 -1.27 -22.01 71.21 -1.37 -22
-2.61 -0.39 2.54 -30.38 -2.26 -24.77 68.17 -2.36 -24.76
-2.68 -0.42 2.62 -27.55 -1.51 -21.69 71 -1.61 -21.68
6 -2.846 -0.384 2.586 -27.51 -1.674 -21.748 71.042 -1.774 -21.73 33.782
-3.61 -0.37 1.35 -32.37 -1.07 -25.82 66.18 -1.17 -25.81
-2.95 -0.5 1.8 -31.16 -1.33 -25.95 67.39 -1.43 -25.94
-2.92 -0.5 1.71 -37.42 -1.57 -30.62 61.13 -1.67 -30.61
-2.98 -0.47 2.13 -36.9 -2.01 -29.94 61.65 -2.11 -29.93
2.91 -0.49 1.7 -35.38 -2.02 -28.69 63.17 -2.12 -28.68
7 -1.91 -0.466 1.738 -34.65 -1.6 -28.204 63.904 -1.134 -29.94 41.309
Promedio -3.93 -0.47 3.34 -30.65 -2.36 -21.25 67.90 -2.37 -21.53 36.485
DE 1.38 0.20 1.63 2.85 0.69 5.19 2.85 0.84 5.68
%CV -35.07 -42.21 48.75 -9.29 -29.33 -24.40 4.19 -35.48 -26.39
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Datos del Grupo SES de Delta E de Salmonella (Réplica B)

SES B Iniciales Finales Patrén
Huevo L a b L a b L a b
-4.95 -0.55 2.24 -72.75 -2.98 -24.43 25.8 -3.08 | -24.42
-3.57 -0.98 -4.25 -79.75 -2.9 -22.47 18.8 -3 | -22.46
-3.3 -0.7 3.52 -77.39 -2.91 -20.88 21.16 -3.01 -20.87
-3.64 -0.71 3.99 -67.84 -3.04 -29.25 30.71 -3.14 | -29.24
-3.78 -0.8 3.6 -61.71 -2.63 -23.94 36.84 -2.73 | -23.93
1 -3.848 -0.748 1.82 -71.89 -2.892 [-24.194 26.662 -2.992 -24.18 129.938
-4.5 -0.68 3.26 -78.5 -1.45 -33.15 20.05 -1.55 -33.14
-3.6 -0.73 3.82 -76.77 -2.42 -26.37 21.78 -2.52 -26.36
-4.1 -0.7 4.44 -73.27 -2.21 -32.17 25.28 -2.31 -32.16
-3.73 -0.79 4 -64.22 -2.24 -33.54 34.33 -2.34 -33.53
-3.92 -0.79 37 -66.52 -2.32 -27.27 32.03 -2.42 -27.26
2 -3.97 -0.738 3.844 -71.86 -2.128 -30.5 26.694 -2.228 -30.49 ]29.331
-6.09 -0.51 2.34 -81.25 -0.84 -21.5 17.3 -0.94 -21.49
-5.52 -0.56 2.26 -71.04 -3.3 -22.73 27.51 -3.4 -22.72

-6.39 -0.68 1.56 -86.28 -2.36 -26.74 12.27 -2.46 -26.73

-5.59 -0.63 1.95 -78.79 -3.34 -28.19 19.76 -3.44 -28.18

-5.26 -0.59 2.03 -72.96 -1.86 -24.17 25.59 -1.96 -24.16

3 -5.77 -0.594 2.028 -78.06 -2.34 24.666 20.486 -2.44 -24.65 | 35.942

-3.21 -0.57 2.29 -77.21 -2.25 -28.95 21.34 -2.35 -28.94

-3.56 -0.48 1.74 -78.16 -2.62 -29.76 20.39 -2.72 -29.75

-3.03 -0.62 1.98 -74.76 -3.34 -27.19 23.79 -3.44 -27.18

-3.05 -0.64 1.98 -86.72 -2.69 -28.79 11.83 -2.79 -28.78

-3.32 -0.55 2.71 -85.79 -3.35 -28.71 12.76 -3.45 -28.7

4 -3.234 | -0.572 2.14 -80.53 -2.85 -28.68 18.022 -2.95 -28.67 |38.019
-3.93 -0.48 2.98 -71.52 -3.45 -23.02 27.03 -3.55 -23.01
-3.71 -0.71 3.33 -89.77 -2.32 -21.83 8.78 -2.42 -21.82
-3.76 -0.66 3.14 -73.16 -0.87 -16.58 25.39 -0.97 -16.57
-3.67 -0.61 3.38 -73.48 -1.36 -17.03 25.07 -1.46 -17.02
-4.05 -0.62 2.93 -70.63 -2.77 -22.96 27.92 -2.87 -22.95

5 -3.824 | -0.616 3.152 -75.71 -2.154 [-20.284 22.838 -2.254 | -20.27 34.6
-5.28 -0.56 -2.42 -73.36 -2.6 -24.29 25.19 2.7 -24.28
-6.26 -0.73 2.27 -72.76 -2.65 -24 1 25.79 -2.75 -24.09
-5.35 -0.59 2.41 -66.63 -2.6 -26.19 31.92 2.7 -26.18
-5.35 -0.76 2.29 -69.56 -1.83 -21.34 28.99 -1.93 -21.33
-4.99 -0.68 24 -48.22 -2.17 -19.36 50.33 -2.27 -19.35

6 -5.446 | -0.664 1.39 -66.11 -2.37 -23.056 32.444 -2.47 -23.04 24.6

-4.61 -0.23 3.83 -73.69 -2.98 -32.23 24.86 -3.08 -32.22
-4.07 -0.41 4.45 -64.92 -3.06 -25.9 33.63 -3.16 -25.89
-4.08 -0.38 3.81 -62.09 -2.64 -22.59 36.46 -2.74 -22.58
-4.24 -0.35 4.15 -60.54 -2.87 -29.89 38.01 -2.97 -29.88
-4.09 -0.4 3.8 -44.03 -2.9 -25.5 54.52 -3 -25.49

7 -4.218 | -0.354 4.008 -61.05 -2.89 -27.222 37.496 -2.99 -27.21 18.739

Promedio -4.33 -0.61 2.63 -72.17 -2.52 -25.51 25.87 -2.65 -27.75 | 30.233
DE 0.93 0.13 1.04 6.80 0.35 3.50 6.80 0.35 3.50
%CV -21.40 -21.67 39.46 -9.43 -13.82 -13.73 26.29 -13.12 -12.63
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Datos del Grupo Control de Unidades Haugh de Salmonella (Réplica A)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON Salmon REPLICA "a" SIN TRATAMIENTO (ST)

Huevo Peso (g) Albumen denso (mr Unidades Haugh
1 55 0.9 -0.80
0.5 -23.53
1 3.41
PROMEDI -6.97
2 55 1.5 19.91
1.2 10.78
1.5 19.91
PROMEDI( 16.87
3 55 1.4 17.08
1 3.41
1.3 14.04
PROMEDI( 11.51
4 55 1.9 29.70
1.8 27.46
1.4 17.08
PROMEDI( 24.75
5 55 3.3 52.91
4.5 66.10
3.3 52.91
PROMEDI( 57.31
6 Huevo con yema rota
7 55 3.2 51.61
3.1 50.27
2 31.84
PROMEDI( 44.57
PROMEDIO DE PROMEI 24.67
DH 23.22
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Datos del Grupo Control de Unidades Haugh de Salmonella (Réplica B)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON Salmonella REPLICA "b" SIN TRATAMIENTO (ST)
Huevo Peso (g) Albumen denso (mm) Unidades Haugh
1 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
2 Este huevo se utiliz6 en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
3 55 6.5 81.83
1.7 25.08
2.2 35.83
PROMEDIO 47.58
4 55 1.8 27.46
1.8 27.46
1.2 10.78
PROMEDIO 21.90
5 55 3 48.88
25 41.19
2 31.84
PROMEDIO 40.64
6 55 3 48.88
3.2 51.61
3.2 51.61
PROMEDIO 50.70
7 55 1.1 7.25
0.9 -0.80
0.9 -0.80
PROMEDIO 1.88
PROMEDIO DE PROMEDIOS 2712
DE| 20.46
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Datos del Grupo Acido Citrico al 2% de Unidades Haugh de Salmonella (Réplica A)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON Salmonella REPLICA "a" ACIDO CIiTRICO 2 % (AC)

Huevo Peso (g) bumen denso (mm) Unidades Haugh
1 55 3.5 55.41
3.6 56.60
2.9 47.45
PROMEDIO 53.15
2 Huevo con yema rota
3 55 1.9 29.70
3.5 55.41
3.9 60.01
PROMEDIO 48.37
4 55 2.7 44.43
1.8 27.46
3.9 60.01
PROMEDIO 43.96
5 55 2.9 47.45
2.9 47.45
1.9 29.70
PROMEDIO 41.53
6 55 3.9 60.01
3.9 60.01
2.2 35.83
PROMEDIO 51.95
7 55 1.5 19.91
1.6 22.57
1.9 29.70
PROMEDIO 24.06
PROMEDIO DE PROMEDIOS 43.84
DE 10.67
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Datos del Grupo Acido Citrico al 2% de Unidades Haugh de Salmonella (Réplica B)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON Salmonella REPLICA "b" ACIDO CITRICO 2 % (AC)
Huevo Peso (g) Albumen denso (mm) Unidades Haugh
1 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
2 Este huevo se utilizé en determinaciones de prueba de minerales para estandarizar el método para los préximos huevos
3 55 3.3 52.91
3.5 55.41
2.3 37.69
PROMEDIO 48.67
4 55 3.5 55.41
3.8 58.90
3.5 55.41
PROMEDIO 56.57
5 Huevo con yema rota
6 55 3.5 55.41
3.9 60.01
3.2 51.61
PROMEDIO 55.68
7 55 15 19.91
1.7 25.08
15 19.91
PROMEDIO 21.64
PROMEDIO DE PROMEDIOS 45.64
DE| 16.39
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Datos del Grupo SES de Unidades Haugh de Salmonella (Réplica A)

EVO PARA PLATO CONTAMINADO CON Salmonella

REPLICA "a"

ZION ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION (SES)

Huevo Peso (g) umen denso (mm) Unidades Haugh
1 55 4.2 63.16
4.2 63.16
4.8 68.86
PROMEDIO 65.06
2 55 4.1 62.14
4.5 66.10
4.2 63.16
PROMEDIO 63.80
3 Huevo podrido
4 55 4.2 63.16
4.2 63.16
4.9 69.74
PROMEDIO 65.35
5 55 1.2 10.78
0.9 -0.80
1.4 17.08
PROMEDIO 9.02
6 55 1.2 10.78
4.1 62.14
3.1 50.27
PROMEDIO 41.06
7 55 2 31.84
1.9 29.70
1.9 29.70
PROMEDIO 30.42
PROMEDIO DE PROMEDIOS 45.78
DE 23.19
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Datos del Grupo SES de Unidades Haugh de Salmonella (Réplica B)

HUEVO PARA PLATO CONTAMINADO CON Salmonella

REPLICA "b"

SOLUCION ELECTROLIZADA DE SUPEROXIDACION (SES)

Huevo Peso (g) Albumen denso (mm) Unidades Haugh
1 55 3.4
2
3 Huevo Podrido
4 Huevo Podrido
5 55 45 66.10
4.6 67.04
4.9 69.74
PROMEDIO 67.63
6 55 4.7 67.96
4.2 63.16
17 25.08
PROMEDIO 52.07
7 55 17 25.08
2 31.84
2 31.84
PROMEDIO 29.59
PROMEDIO DE PROMEDIOS 49.76
DE 19.12
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