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RESUMEN

La higiene en el manejo de la leche cruda es un factor determinante para garantizar
su calidad microbioldgica y seguridad sanitaria. En este contexto, el uso de
tecnologias no térmicas como el agua electrolizada representa una alternativa
viable para reducir la carga bacteriana sin afectar las propiedades fisicoquimicas
del producto. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la aplicacion
de agua electrolizada en leche cruda bovina, utilizando concentraciones del 5% vy
10 %, a dos tiempos de exposicién (0 y 30 minutos). Para ello, se recolectaron
muestras de leche cruda tratadas con las concentraciones mencionadas y se
realizaron siembras en agar nutritivo mediante diluciones seriadas. Las placas se
incubaron durante 48 horas a 35 °C y posteriormente se calcularon las unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), siguiendo los lineamientos de la
NOM-092-SSA1-1994. Los datos se analizaron mediante estadistica descriptiva y
ANOVA. Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (p > 0.05); sin embargo, se observé una tendencia a la
disminucién de UFC/mL en el tratamiento con agua electrolizada al 5 % a los 30
minutos, mientras que en el tratamiento al 10 % se registré un incremento. Estos
hallazgos indican que la eficacia del tratamiento puede depender de la
concentracion utilizada y de su interaccion con los componentes de la leche. Se
recomienda ampliar el nUmero de repeticiones e incluir la identificacion especifica

de microorganismos para fortalecer el analisis.

Palabras clave: Leche cruda, Agua electrolizada, Tiempo de exposicién, Carga

Bacteriana, UFC
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1. INTRODUCCION

La leche de vaca y sus productos asociados representan una fuente fundamental
de nutrientes que aportan efectos favorables para la salud humana, estos
habitualmente se integran en la alimentacion como un recurso de proteinas y
micronutrientes indispensables, como el calcio, asi como la composicion de la leche
puede variar notablemente debido a diversos factores tales como la raza del
ganado, la fase de lactancia, la paridad y la condicién de salud del animal (Ledu et

al., 2021).

La leche representa un alimento balanceado y es un componente esencial para la
seguridad alimentaria en el hogar, por consecuente es importante preservar su
calidad, ya que influye positivamente en la economia, la salud humana vy la vida util
del producto lacteo, por ello es indispensable cuidar la salud del animal, mantener
la higiene del entorno, enfriar el producto adecuadamente y asegurar una rapida
distribucion, considerando aquellos factores que afectan su estabilidad y
propiedades, como la cantidad de bacterias, el bienestar de las vacas, asi como la

proporcion y calidad de su alimentacion (Santillan-Pinedo y Frias, 2023).

Desde 1990, la produccion lactea en México ha experimentado una tasa media de
crecimiento anual (TMCA) aproximadamente del 2.8%, pero, aunque éste alimento
sea producido en todo el pais, en 2018, Jalisco destac6 como la entidad con el
mayor volumen, alcanzando los 2.4 millones de litros (m/l), de ahi le sigue Coahuila

y Durango con 1.3 y 1.2 m/l respectivamente (Valencia et al., 2021).



Por ello es importante tener en cuenta que la deficiencia en la higiene por medio de
malas practicas al momento del ordefio, almacenamiento, transporte Yy
comercializacion de estos productos lacteos, ocasiona que baje su calidad higiénico
sanitaria, lo que provoca el crecimiento de bacterias aerobias mesdfilas, coliformes
totales y Staphylococcus aureus, es por esto que la presencia de microorganismos
patdgenos en la leche causan dafios a la salud y grandes pérdidas econémicas en

la industria lechera (Valdivia y Beruvides, 2021).

La leche de vaca es ampliamente consumida gracias a su elevado contenido de
proteinas, acidos grasos y nutrientes esenciales, lo que hace susceptible a la
contaminacion por patégenos debido a las practicas sanitarias insuficientes durante
la obtencién, conservacion y transporte, lo que tiene la posibilidad de provocar

afecciones digestivas (Yupangui et al., 2024).

No obstante, los lacteos también albergan bacterias acido-lacticas (BAL) que son
beneficiosas para los humanos que presentan forma de cocos o bacilos, son Gram
positivos, no esporulados, no moviles, anaerobios, aerotolerantes, oxidasa, catalasa
y no disponen de citocromo, no transforman el nitrato en nitrito y forman &cido
lactico, el principal producto de la fermentacién de carbohidratos (Gonzalez-de la

Cruz et al., 2021).

El agua electrolizada (AE) es una potente sustancia antimicrobiana formada por
compuestos oxidantes, que se puede clasificar en tres categorias principales: acida
(AEA), alcalina (AEAI) y neutra (AEN), siendo esta ultima la de mayor uso, también
en aplicaciones ha sido objeto de estudio en diversas areas, como la industria
alimentaria, con el objetivo de disminuir microorganismos que puedan ser

ocasionantes de alterar o deteriorar la vida util en los alimentos, y también de
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beneficio en superficies de madera, plastico o acero, para erradicar biopeliculas

(Suérez-Zuhiga et al., 2023).

1.1 Objetivo general

Identificar la concentracion de agua electrolizada mas efectiva para reducir la
carga bacteriana en leche, explorando si una mayor concentracion conlleva un

mejor efecto antimicrobiano.

1.2 Objetivo especifico

e Cuantificar la carga bacteriana (UFC/mL) en leche cruda tratada con agua
electrolizada en concentraciones de 5% y 10%

e Comparar los efectos de dos tiempos de exposicion (0 y 30 minutos) sobre
la reduccién bacteriana en cada concentracion.

e Identificar si existe interaccién significativa entre la concentracion de agua

electrolizada y el tiempo de exposicion en la reduccién de la carga bacteriana.

1.3 Hipotesis

El tratamiento de la leche con agua electrolizada a diferentes concentraciones en
leche cruda bovina (5% y 10%), a dos tiempos de exposicién (0 y 30 minutos)

reducira la carga bacteriana (UFC/mL).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Leche

En la nutricibn humana, es indispensable como un alimento con alto valor nutritivo,
pues tiene varias aportaciones como carbohidratos, lipidos, proteinas y minerales,
al igual que calcio, cloro, cobre, fésforo, hierro, magnesio, potasio, sodio, yodo y
zinc, también contiene vitaminas como A, B6, B12, C, D, E, tiamina, riboflavina y
folatos, para solidos totales tenemos la composicién principal de proteina y grasa,
gue estos ultimos favorecen para la elaboracién de productos lacteos como: queso,

crema y mantequilla (Torres et al., 2021).

La leche se clasifica como uno de los alimentos méas nutritivos, ya que contiene una
abundante variedad de elementos que cubren las necesidades nutricionales de los

becerros (Vilca y Oyarce, 2022).

Cuando la leche tiene microorganismos perjudiciales y un elevado numero de
bacterias, no solo perjudica la calidad y la vida util de los productos derivados de la
leche, sino que también pueden suponer un peligro para la salud de quienes la

ingieren (Elutade et al., 2023).

Los atributos fisicoquimicos de la leche, tales como el nivel de grasa, proteinas y
solidos totales, son vitales para establecer su valor nutricional y su adecuacion para

la elaboracion industrial (Garcia et al., 2024).

Garantizar una calidad microbiana 6ptima en la leche es crucial para salvaguardar
la salud publica, minimizar pérdidas en la produccion y asegurar una vida util
adecuada de los productos lacteos, por ello, es imprescindible mantener altos

estandares en la calidad de la leche cruda, lo que requiere el desarrollo de sistemas
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gue supervisen y controlen este aspecto, asi mismo sistemas que establecen
esquemas bacterioldgicos especificamente disefiados para los procesos de

produccion de leche cruda de vaca (Montero, 2022).

En el afio 2020, Jalisco se destac6 como el principal generador de leche con la
produccion de 2,626 millones de litros, seguido por Coahuila con 1,458 millones,
Durango que alcanz6 1,291 millones, Chihuahua con 1,159 millones, Guanajuato
logrando 874 millones, y Veracruz con 767 millones; Puebla se situ6 en 449
millones, y el resto de las entidades sumando 2,606 millones de litros (SADER,

2021).

2.2 Microrganismos presentes en la leche

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son infecciones causadas por
la ingesta de microorganismos dafinos para la salud, ya que esto representa una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel global, especialmente
en paises con economias mas vulnerables, siendo asi como estas enfermedades
pueden convertirse en un problema critico de salud publica debido a su impacto
negativo en la calidad de vida, la productividad, el comercio y el turismo (Reyna y

Arteaga, 2022).

Antes de exhibir la Ley de Pasteurizacion Obligatoria en 1930, la leche representaba
un medio propicio para el crecimiento microbiano debido a las limitadas medidas
higiénicas aplicadas durante el ordefio y su distribucion, dejando como
consecuencia de estas practicas, que la leche fue responsable de graves
enfermedades, convirtiendose en uno de los principales factores asociados con la

alta mortalidad infantil (Lara y Zuiiga, 2022).
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Dentro de los microorganismos, el Staphylococcus aureus se destaca como el mas
comun en la leche, alterando su mezcla al disminuir su pH entre 4.3 y 4.5, por lo
tanto, se le considera un patdégeno causante de mastitis bovina, infecciones
superficiales y cronicas, asi como de trastornos gastrointestinales en la poblacion

humana (Asanza et al., 2024).

Frecuentemente el Staphylococcus depende mucho del tipo de explotacion
pecuaria, el tipo de producto lacteo a causa de su almacenamiento, manipulacion,
la poca higiene en su elaboracion y los métodos de ordefio, ademas de la diversidad
genética en la resistencia de agentes patégenos para las razas productoras de la

explotacion (Sessou et al., 2023).

Se ha descrito que uno de los motivos mas comunes de consulta en
gastroenterologia esta vinculado a las molestias que los pacientes relacionan con
los alimentos de su vida diaria, como sugerencia mas habitual en la préactica clinica
los médicos recomiendan limitar el consumo de lacteos pues estos representan una
posible conexidn ligada a estas molestias digestivas y la ingesta de éstos productos

(Jaramillo et al., 2023).

Debido a las caracteristicas fisicas, quimicas y/o bioldgicas de los productos
lacteos, carnicos, de la pesca, los alimentos preparados y cocidos, asi como el agua
y el hielo purificados, se consideran Alimentos Potencialmente Peligrosos (APP) ya
gue pueden propiciar el crecimiento de microorganismos y la produccion de toxinas
en cantidades que representan un riesgo para la salud del consumidor (Lozano-

Lopez et al., 2022).



2.3 Estudios relacionados con la reduccion bacteriana en la leche

Historicamente, la pasteurizacion siempre ha sido el principal enfoque en cuanto a
la erradicacion de microorganismos patdgenos por medio de altas temperaturas, sin
embargo, este procedimiento puede influir en las propiedades organolépticas y

nutritivas de la leche (Juarez, 2024).

La necesidad de una alta concentracion de agua electrolizada se debe a que el cloro
disponible reacciona con las proteinas y vitaminas de la leche, pero su uso resulta
beneficioso en la produccién y procesamiento organico de leche, asi como en areas
donde los recursos hidricos son limitados, ya que el agua electrolizada puede ser
utilizada eficientemente para desinfectar y enjuagar el equipo (Ramirez y Cano-
Buendia, 2020). Vargas-Bello-Perez et al. 2020, experimentaron que la
administracion de agua electrolizada a las vacas no altero significativamente la
produccion lactea, pero resulto en una reduccion considerable en los recuentos de

células somaticas.

En el ambito lacteo, la utilizacion de agua electrolizada aseguréd la obtencion de
leche de calidad, libre de contaminantes y segura para el consumo (Rahman et al.,
2023). En este contexto, al proporcionar agua electrolizada a las vacas, la cantidad
de leche no experimentd cambios, sin embargo, si se observo una reduccion en los
recuentos de células somaticas a favor del uso de agua electrolizada, por lo que
puede ser una opcion para manejar la aparicion de mastitits, en lugar de recurrir al

uso de antibiéticos (Vargas-Bello-Perez et al., 2020).



2.4 Propiedades antimicrobianas del agua electrolizada

El agua electrolizada es una alternativa efectiva, ya que se ha reportado que puede
disminuir las variedades de hongos y bacterias, al igual que se ha evidenciado tener
propiedades bactericidas contra diversas bacterias perjudiciales en condiciones “in
vitro” y también hongos, gracias a que su accion antimicrobiana se atribuye a su
elevado Eredox, su bajo pH y las diferentes categorias de cloro presentes (HCIO,

Cl2 y CIO-) (Saavedra et al., 2023).

Se obteniendo mediante la estabilizacion del NaOCI/HOCI, logrado por la
conversion electroquimica de una solucion acuosa de cloruro de sodio, también
denominada agua electrolizada, con la concentracion del 0,004% para cada
componente y ahi el ibn OCI- se forma durante la fagocitosis en la mediacién
enzimatica, para actuar como un mecanismo biolégico con caracteristicas

bactericidas (Romero-Collado et al., 2022).

El agua electrolizada se emplea en mdltiples sectores como la agricultura, la
higienizaciéon de alimentos, el bienestar animal y la sanitizacion en contextos

sanitarios y clinicos, debido a su tecnologia antimicrobiana (Yan et al., 2021).

La inactivacion bacteriana inducida por el agua electrolizada se debe, en gran
medida, a la capacidad del &cido hipocloroso (HOCI) y del ion hipoclorito (OCI") de
penetrar la membrana celular bacteriana, interfiriendo con procesos vitales

intracelulares (Ampiaw et al., 2021).

Las propiedades viricidas del agua electrolizada &cida frente al virus de la peste
porcina africana y el virus de la influencia aviar destacan su potencial como

desinfectante, y es recomendable tener en cuenta la contaminacion organica al
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utilizarla para establecer estrategias de control eficaces en aplicaciones para campo

(Rhee et al., 2021).

El agua electrolizada es una opcidén econdémica y altamente eficaz en comparacion
con los productos de limpieza convencionales, ya que elimina microorganismos
patdgenos y, al mismo tiempo, reduce los impactos negativos de los desinfectantes

guimicos peligrosos en el medio ambiente (Rebezov et al., 2022).

EL agua electrolizada limpia de manera eficiente en superficies, materiales y
aparatos dentales que estan expuestos a patdégenos, por lo que se sugiere su
utilizacién en el ambito de higiene dental durante la propagacion de SARS-Cov-2

(Cardenas et al., 2022).

Con el fin de examinar la fiabilidad del agua electrolizada, se llevé a cabo una
evaluacion de reaccion cutanea por el contacto al agua electrolizada, resultando en
hallazgos que indican un componente de reduccién superior al del estandar
antiséptico y del desinfectante, formaldehido, diferenciandose cuantitativamente del

estandar (Hidayat y Wulandari, 2022).

Las de superoxidacién con pH neutro son utiles ya que tienen propiedad microbicida
de amplio espectro gracias a su composicién de especies activas de cloro y oxigeno
al igual que su alta capacidad REDOX, con el propésito de provocar una lisis
osmatica a través del dafo a la estructura bacteriana, en beneficio es inofensivo
para tejidos de organismos vivos, comprobando en varios estudios recientes que,
ademas, poseen efectos regenerativos para las heridas cronicas (Sandoval-Cuevas

et al., 2023).
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El agua electrolizada puede ser devuelta al entorno tras su utilizacion, lo que ayuda
a reducir la cantidad de sustancias halogenadas que se concentran en el entorno
(Liu et al., 2020). En contraste de las estrategias tradicionales como los antibioticos
0 vacunas, el agua electrolizada elimina la necesidad de sustancias quimicas extra,
lo que la convierte en una opcion amigable con el entorno y adecuada para el uso
humano, asi como para situaciones donde el empleo de quimicos téxicos no es

aconsejable (Goh et al., 2021).

Un estudio de interrelacion mostré6 que la repercusion de agentes infecciosos
gastrointestinales en la ingesta de agua y alimento, asi como la evacuacion liquida
de los lechones se redujo, por lo tanto, los hallazgos proponen que el agua
electrolizada con un leve nivel acido podria reemplazar los medicamentos para
reducir los trastornos digestivos en lechones que han sido recientemente
destetados (Hao et al., 2023). Se ha estudiado el agua electrolizada y los hallazgos
indican que presenta un efecto sinérgico de desactivaciéon sobre las esporas (Jia et

al., 2023).

2.5 Aplicaciones del agua electrolizada en la industria alimentaria

El agua electrolizada tiene diversas aplicaciones, abarcando la eliminacién de
principales tipos de agentes patdgenos, entre ellos: bacterias, hongos, virus,
protozoos, algas y nematodos (Iram et al.,, 2021). El agua ionizada podria
representar una opcién innovadora para el cultivo del tomate, puesto que no impacté
en el desarrollo de las plantas, sino que demostré ser eficiente para disminuir las
colonias de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (Cmm) vy, como

resultado, la gravedad en las plantas de tomate (Santoyo et al., 2023).
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Diversas sustancias desinfectantes, tales como el hipoclorito de sodio, el ozono
disuelto en agua, el dioxido de cloro y el peréxido de hidrogeno, han sido aplicadas
con el objetivo de reducir la carga microbiana, preservar las propiedades
fisicoguimicas y sensoriales, y alargar la vida poscosecha de frutas y hortalizas

(Mendoza et al., 2022).

Se llevé a cabo una evaluacion donde utilizaron 10 W/cm?a la par de la desinfeccion
utiizando agua electrolizada ligeramente acida, enfocandose en Ila
descontaminacion de las cascaras de huevo y, de modo particular, en la Salmonella
enteritidis, observando una disminucion significativa de 6,54 Log UFC/g (Ramirez-

Crespo et al., 2022).

Un efecto adverso se observé al aplicar solamente agua electrolizada ligeramente
acida sobre el grosor y la fortaleza de la cascara; por el contrario, la fusion de ésta
misma y el Carbono potencid su resistencia y previno la deshidratacién del mismo

(Cabanillas-Beltran et al., 2020).

A pesar de que existen otras alternativas, los compuestos clorados, como el
hipoclorito de sodio, siguen siendo los desinfectantes mas eficaces y utilizados para
el control microbiol6gico, especialmente en el lavado de productos frescos, donde
se aplican comunmente en concentraciones que oscilan entre 50 y 200 mg/L

(Nyamende et al., 2021).

El tratamiento con agua electrolizada &cida permiti6 mantener mayores niveles de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante en manzanas recién cortadas, en

comparacion con el uso de acidos organicos o en control (Plesoianu et al., 2022).
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El agua ionizada, generada a través de un proceso de electrélisis de una disolucion
diluida de NaCl (en ocasiones KCl o MgCL2) es una camara electrolitica, se ha
transformado en los ultimos veinte afios en uno de los agentes de desinfeccién mas
destacados para la gestion de la higiene en el sector alimentario, gracias a su

potente efecto antimicrobiano y su bajo coste operativo (Zhao et al., 2021).

El uso de agua electrolizada oxidante no afecta adversamente la calidad de las
frutas, y los resultados obtenidos corroboran la accion antifungica del agua
electrolizada oxidante frente a las cepas analizadas, asi como su habilidad para

sanar los frutos previamente infectados (Rodriguez-Pereida et al., 2021).

A parir de investigaciones anteriores, proponemos la suposicion de que el agua
electrolizada podria desempefiar un papel crucial como herramienta desinfectante
en sistemas acuaticos para enfrentar enfermedades significativas como la vibriosis
provocada por V. Harveyi, una grave amenaza para la fauna marina, tanto
invertebrada como vertebrada, ademas, su propésito es optimizar las dosis de cloro,
disminuyéndolas a niveles apropiados para futuras aplicaciones in vivo, asegurando
asi la eliminacién efectiva de bacterias sin perjudicar negativamente a las especies

marinas (Blasco et al., 2025).

2.6 Impacto de la concentracion de agua electrolizada en la eficiencia

bacteriana

La cantidad de cloro (CI2, OCI- y HOCI), el potencial de 6xido-reduccion (ORP), y el
pH desempefian un papel crucial en la efectividad antimicrobiana del agua
electrolizada, dado que el HOCI es el agente de inactivacion mas potente del grupo

del cloro (Yan et al., 2021).
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Se analiz6 la medida antifungica de cepas de mohos termorresistentes mediante su
exposicion a distintos reactivos, incluyendo agua electrolizada éacida y cinco
desinfectantes liquidos comerciales, dando como resultado revelaron la eficacia
antifingica se incremento al aumentar la concentracién de agua electrolizada acida

(Chen y Wang, 2022).

El agua electrolizada con un pH equilibrado (7) es una innovadora férmula
antimicrobiana, que afecta sobre una amplia gama de microorganismos, siendo
segura para el humano y el ambiente, ya que su eficiencia de superoxidaciéon con
pH equilibrado es empleada para disminuir la germinacion de esporas y el desarrollo

del tubo germinativo en hongos de relevancia poscosecha (Molina, 2022).

2.7 Importancia del tiempo de contacto en los procesos de desinfeccion

Los resultados obtenidos demostraron que un tiempo minimo de exposicion de 45
segundos al agua electrolizada es suficiente para lograr una reduccion significativa
en los recuentos de Salmonella spp. y en las concentraciones de imidacloprid,
especificamente, se observé una disminucion de 4 log UFC/g en los recuentos de
Salmonella spp. y una reduccién del 48,57 % en las concentraciones de imidacloprid

(Cap et al., 2020).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del estudio

Este experimento se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro, en el laboratorio de quimica del departamento de Ciencias
Basicas; Ubicado en Periférico Raul Lépez Sanchez, Valle Verde, 27054 Torreon,

Coah. Coordenadas 25°23'36"N 101°00'02"O.

= s

Figura 1. Ubicacion UAAAN
3.2 Transporte de la muestra ya recolectada

Llevar la muestra en una nevera con hielo para alcanzar una temperatura entre 2°
C y 7°C; en el caso de productos que estan congelados, deben ser transportados

en estado de congelacion.

Figura 2. Muestra de leche
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3.3 Disefio experimental

El presente estudio se desarrollo bajo un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 3x2, donde se evaluaron tres concentraciones de agua electrolizada (0 %,
5% y 10 %) y dos tiempos de exposicién (0 y 30 minutos), con dos repeticiones por
tratamiento. En total, se analizaron 12 unidades experimentales, correspondientes
a las combinaciones de tratamiento aplicadas a muestras independientes de leche
cruda bovina. Cada muestra fue tratada con la concentracién asignada y expuesta

al tiempo correspondiente.

3.4 Preparacion de muestra

Antes de preparar el estudio fisico-quimico, mezclamos la muestra agitandola y
haciendo inversidn constantemente en su recipiente. Cuando observemos la
formacion de grumos, calentamos en bafio maria en una temperatura de 38°C y con
ayuda de un agitador desprendemos todo lo que pueda adherirse a las paredes del
recipiente. Mantenemos la leche a 20°C al tomar nuestras muestras necesarias para

el andlisis, agitando 10ml de muestra en repeticion (control).

3.4.1 Soluciéon de Hidroxido de Sodio 1,0 N

Cuadro 1. Ingredientes para Solucién de NaOH 1,0 N

INGREDIENTES CANTIDADES

Hidréxido de sodio 4,09

Agua 100 mL
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3.4.2 Solucion Reguladora de Fosfatos (solucion concentrada)

Cuadro 2. Ingredientes para Solucién reguladora de fosfatos

INGREDIENTES CANTIDADES
Fosfato de sodio monobasico 34,09
Agua 1,01

Disolvimos el fosfato en 500ml de agua, ajustando el pH a 7,2 con solucion de
hidréxido de sodio 1,0 N. completamos hasta un litro con agua, después se esterilizd
en un tiempo de 15 min a 121° + 1,0°C, conservamos en refrigeracion (la solucién
concentrada), extrayendo 1,25 ml de nuestra solucién concentrada y después diluir
en 1l de agua (la solucién de trabajo). Pasando a dividir en porciones de 99,90 y
9ml segun sea necesario, se esteriliz6 nuevamente a 121° + 1,0°C por 15 min,
verificando que nuestro pH y los volimenes finales de la solucién de trabajo

coincidan con los iniciales.

3.4.3 Agua Peptonada

Cuadro 3. Ingredientes de Agua Peptonada

INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 109
Cloruro de sodio 8,509

Agua 1,01
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Figura 3. Ingredientes del agua peptonada.

Disolvemos todo en un litro de agua, ajustando el pH a 7 £ 0,1 junto con hidréxido
de sodio 1,0 N. Distribuimos en cantidades de 99,90 y 9 ml, después esterilizamos
a 121° + 1,0°C en 15 minutos, tomando en cuenta que el pH y los volumenes finales
de la solucion de trabajo deba ser igual a los del inicio. Si no usamos
inmediatamente el diluyente, almacenamos en un lugar sin luz a temperatura de 0°

a 5°C que no pase de un mes en tiempo, para no alterar su volumen o composicion.

3.4.4. Preparacién de tubos de ensayo con diluyente

Agitamos manualmente de 25 movimientos arriba y abajo, en un arco de 30cm con
intervalos de tiempo de 7 segundos. Tomamos 1 ml de la muestra y diluimos con 9
ml del diluyente, que debe encontrarse a una temperatura similar, teniendo cuidado
de no tener contacto de la pipeta con el diluyente. Tener en cuenta el uso de Voértex

para agitar los tubos.

3.4.5. Diluciones decimales

Pasamos 1 ml 6 10, 11 ml de la dilucion primaria 1 + 9 (10-1), en otro recipiente con

nueve veces el contenido del diluyente estéril a una temperatura Optima, evitando
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gue la pipeta entre en contacto con éste. Mezclamos con cuidado cada muestra

con diluyente y trabajamos con las diluciones de la primera a la sexta.

-

Figura 4. Tubos de ensayo para diluciones

3.5 Preparacién de agares

3.5.1 Agar Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estandar)

Cuadro 4. Ingredientes para Agar para cuenta estandar

Ingredientes Cantidades
Extracto de Levadura 250
Triptona 50¢g
Dextrosa 10g
Agar 1509
Agua 1,01

Figura 5. Preparacion del Agar para cuenta estandar
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e Disolvemos los componentes del medio deshidratado en 1l de agua para
después hervir para conseguir una disolucion total. Vertimos todo en
recipientes de vidrio estériles, llenandolos a la mitad. Llevamos a la autoclave
a 121° + 1,0°C en 15 minutos, checando que el pH debe ser de 7,0 £ 0,2 a
temperatura de 25°C. Para zpoder utilizar, enfriamos a 45°C £ 1,0 °C en
agua y mantenemos hasta su momento de uso, sin tener que volver a
fundirse mas veces. En medios deshidratados, seguimos instrucciones de la
fabrica. Para algunos alimentos se requiere un cultivo especial que se
especifica al describir la técnica para ese alimento.

e Acomodamos nuestra mesa de trabajo para colocar las cajas Petri de forma
gue permita realiza cdmodamente la inoculacion, la adicion del medio de
cultivo y la homogeneizacion. Antes de inocular, marcamos las tapas de las
cajas con la informacion necesaria y realizamos el procedimiento en
duplicado. Es necesario realizar la preparacién y diluciéon de muestras de alimentos

para su andlisis microbioldgico.

e Una vez inoculadas las diluciones en las cajas Petri, afiadimos entre 12y 15
ml del medio preparado. Mezclamos mediante 6 movimientos de derecha a
izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y
6 de adelante hacia atras, trabajando sobre una superficie lisa y horizontal.
Asegurese de que el in6culo se incorpore completamente al medio, evitando

que este entre en contacto con la tapa de las cajas. Deje solidificarse.

Se incluy6 una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente preparado como

control de esterilidad.
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El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al diluyente

hasta que se aflade el medio de cultivo a las cajas no debe exceder los 20 minutos.

Se incuban las cajas en posicion invertida (con la tapa hacia abajo) durante el
tiempo y la temperatura requeridas, dependiendo del tipo de alimento y del

microorganismo.

Figura 6. Incubacion de cajas Petri con muestra ya preparada

Cuadro 5. Crecimiento de Grupo Bacteriano con relacién a temperatura y tiempo de incubacion

Grupo bacteriano Temperatura Tiempo de incubacion
Termofilicos aerobios 55+ 2°C 48 + 2h
Mesofilicos aerobios 35+2°C 48 + 2h
Psicrotréficos 20 £ 2°C 3 -5 dias
Psicrofilicos 5+2°C 7 -10

3.6 Conteo por placa

Al investigar la presencia de microorganismos viables en un alimento, la técnica mas
comunmente empleada es la cuenta en placa. Sin embargo, esta metodologia no

tiene como objetivo detectar todos los microorganismos presentes. Las diferencias
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en las especies, sus necesidades nutricionales, los rangos de temperatura
requeridos para su crecimiento y la disponibilidad de oxigeno influyen en los
resultados, por lo que el nUmero de colonias contadas representa Unicamente una
estimacion de la cantidad real. Este resultado, no obstante, permite evaluar si el

manejo sanitario del producto ha sido adecuado.

Para el recuento de microorganismos como termofilicos, psicrofilicos y psicotroficos
es fundamental para evaluar la estabilidad de un producto bajo distintas condiciones

de almacenamiento.

Figura 7. Presencia de Microorganismos en
caja Petri

Para garantizar resultados reproducibles y significativos, es crucial seguir
rigurosamente las instrucciones y controlar de manera precisa las condiciones del

procedimiento.

Esta técnica es ampliamente aplicable para estimar la presencia de

microorganismos viables en diversos tipos de alimentos.

e Cuando leemos las placas hay que seleccionar aquellas con 25 — 250 UFC,

para no tener error en la cuenta.
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3.7 Célculo del Método.

Tras el periodo de incubacién, las placas fueron evaluadas para identificar aquellas
gue contenian entre 25 y 250 colonias, criterio aceptado como intervalo confiable
para el conteo. Este procedimiento se realiz6 utilizando un contador de colonias y
un registrador manual. De las tres diluciones sembradas, se seleccionaron las que

cumplieron con este rango para el calculo de UFC por gramo o mililitro.

Una sola dilucion valida: Cuando Unicamente una dilucion presenté placas dentro

del intervalo adecuado, se calculé el promedio de colonias observadas en esa
dilucion y se multiplicé por el inverso del factor de dilucién correspondiente para

determinar la concentracion bacteriana.

Dos diluciones validas: Si dos diluciones cumplieron con el criterio de 25 a 250

colonias, primero se obtuvo el promedio de colonias para cada dilucion, y luego se

promediaron los resultados para reportar un valor final mas preciso.

En casos donde las placas no cumplian con los criterios estandar, se

aplicaron los siguientes lineamientos:

e Placas con menos de 25 colonias: Se realizo el conteo y se estimé la UFC
multiplicando por el factor de dilucion. Este dato fue reportado como "valor
estimado".

e Placas con mas de 250 colonias: Se conté una porcion representativa de la
placa (mitad o cuarto del area total) y se extrapolé el conteo multiplicando por
2 0 4, respectivamente. En placas con cuadricula visible, se consideré que
una caja Petri de 100 mm contiene 65 cuadros en total. Los resultados

también se reportaron como "valor estimado”.
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Colonias con crecimiento extendido

Se consideraron diferentes formas de crecimiento atipico:

Cadenas de colonias no claramente separadas, posiblemente por
disgregacion bacteriana.

e Formacién de pelicula entre el agar y el fondo de la caja Petri.

e Crecimiento en forma de pelicula sobre el borde de la superficie del agar.

e Colonias que cubrian mas del 50% de la superficie o presentaban inhibicion

en mas del 25%.

En estos casos, se aplicaron los siguientes criterios:

e Las cadenas individuales se contaron como una colonia. Si existian varias
cadenas aparentemente independientes, se consideraron colonias distintas.

e Las colonias con crecimiento extendido que impidieran el conteo confiable

fueron reportadas como "crecimiento extendido".

e En presencia de crecimiento extendido en una dilucion, se utilizé Unicamente

la dilucién que permitiera un conteo claro.

Otros criterios de conteo

e Placas sin colonias: Cuando no se observé crecimiento en ninguna dilucion,
se reportd el resultado como “menor que el valor de la dilucidbn mas baja

utilizada”.

Placas duplicadas:

e Siunaréplica presentaba entre 25y 250 colonias y la otra superaba las 250,

ambas fueron consideradas para el calculo.
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e Si se obtuvo una placa dentro del rango adecuado en cada una de dos
diluciones distintas, se usaron todas para determinar el promedio.

e Sidos placas de una dilucién estaban dentro del rango y solo una de otra lo
estaba, se incluyeron las cuatro placas en el andlisis, sin descartar las fuera
del rango.

e Finalmente, los conteos fueron ajustados segun el factor de dilucion
correspondiente para expresar los resultados como UFC por gramo o mililitro.
Los valores fueron redondeados a dos cifras significativas. Si el tercer digito
era cinco o mayor, se redondeo al nimero inmediato superior; si era menor

a cinco, se trunco.

Figura 8. Contador de Colonias

3.8 Informe de la Prueba

Reportar como: Unidades formadoras de colonias, UFC/g o ml, de bacterias
aerobias en placa en agar triptona extracto de levadura o agar para cuenta estandar,

incubadas durante 48 horasa 35+ 2°C
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3.9 Andlisis estadistico

La variable de respuesta fue la concentracion bacteriana expresada como unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), cuantificada segun los lineamientos
de la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994. Los datos obtenidos fueron
analizados mediante estadistica descriptiva y analisis de varianza (ANOVA),

utilizando el software RStudio® version 4.4.1
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Recuento de colonias y concentracién bacteriana (UFC/mL)

Las muestras de leche cruda tratadas con agua electrolizada mostraron diferencias
en la cantidad de colonias formadas en placa a los 0 y 30 minutos de exposicion
(Cuadro 6). A los 0 minutos, el promedio de unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) fue de 719500000, mientras que a 5% a O minutos se redujo a

514500000, lo que indica una disminucion en la carga bacteriana tras el tratamiento.

Cuadro 6. Conteo de colonias y concentracion bacteriana en leche tratada con agua electrolizada.

Concentracion Minuto Repeticion Colonias UFC/mL  Promedio

Control (0) 0 1 926 92600000

Control (0) 0 2 513 51300000 19200000

Control (0) 30 1 532 53200000

Control (0) 30 2 831 83100000 081500000

5% 0 1 477 47700000

5% 0 2 552 55200000 1400000

5% 30 1 435 43500000

5% 30 2 442 44200000 438500000

10% 0 1 451 45100000

10% 0 2 331 33100000 S9t000000

10% 30 1 846 84600000
767000000

10% 30 2 688 68800000

*Promedios de colonias contadas y unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) en leche cruda tras
el tratamiento con agua electrolizada a concentraciones de 5% y 10%, asi como un control sin tratamiento (0%).
Las mediciones se realizaron a los 0 y 30 minutos de exposicion.

4.2 Andlisis estadistico (ANOVA)

El andlisis de varianza mostré6 que no hubo diferencias estadisticamente

significativas (p > 0.05) entre los tiempos evaluados (Cuadro 7), aunque se observo
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una tendencia clara de disminucién en la carga bacteriana tras 30 minutos de
exposicidn. La variable “Minuto” presenté un valor de p = 0.379, mientras que el

efecto de la interaccion concentracion:tiempo no fue significativo (p = 0.165).

Cuadro 7. Andlisis de varianza (ANOVA) para el efecto de concentracién y tiempo sobre UFC/mL

Df Sum Sq Promedio+Sq F Pr (>F)

Value
Concentracion 2 1.006e+17 5.030e+16 1.979 0.219
Minuto 1 2.288e+16 2.288e+16 0.900 0.379

Concentracion:Minuto 2 1.257e+17 6.286e+16 2.473 0.165

Residuos 6 1.525e+17 2.542e+16

*Resultados del analisis de varianza para determinar el efecto de los factores “concentracion” (0%,
5% y 10%) y “tiempo de exposicién” (0 y 30 minutos) sobre la carga bacteriana en leche cruda,
expresada como UFC/mL. El andlisis no mostré diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos ni en la interaccion concentracion-tiempo (p > 0.05).

Figura 9. Cultivo de Leche con 10% de Agua
Electrolizada en 30 min a la 1x10-6 de dilucién.

Los resultados obtenidos revelaron una disminucion en la carga bacteriana de leche
a los 0 minutos de agua electrolizada al 10%, en comparacién con el control. Aunque
esta diferencia no alcanz6 significacion estadistica (p > 0.05), se identific6 una clara
tendencia hacia la reduccion de UFC/mL, lo que respalda el potencial antimicrobiano

del tratamiento aplicado (Figura 11).
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Este comportamiento puede explicarse por la accion de las especies reactivas
generadas durante la electrolisis, como el acido hipocloroso (HOCI), que actian
desnaturalizando proteinas y alterando la permeabilidad de las membranas

celulares bacterianas (Yan et al., 2021).

Estudios han respaldado la eficacia del agua electrolizada como agente bactericida,
especialmente en matrices complejas como los alimentos liquidos, donde el tiempo
de contacto favorece su accion antimicrobiana. Zhang et al. (2021) demostraron que
la inmersién prolongada de semillas en agua electrolizada levemente acida eliminé
por completo la presencia de Enterobacteriaceae tras 6 horas de tratamiento, en

comparacion con una reduccion de solo 2.94 log UFC/g tras 0.5 horas de remojo.

Aunque no se observaron diferencias significativas bajo las condiciones evaluadas,
estos resultados aportan evidencia de que el uso de agua electrolizada puede
contribuir a la reducciéon microbiana en leche sin la necesidad de tratamientos
térmicos. Esta observacion es relevante, ya que representa una alternativa viable
para aplicaciones en la industria lactea donde se busca conservar las propiedades
sensoriales y nutricionales del producto. Se recomienda ampliar el namero de
tratamientos y replicaciones en futuras investigaciones, asi como incluir la
caracterizacion de los géneros bacterianos presentes, para fortalecer la evidencia

del efecto bactericida observado y comprender mejor los mecanismos implicados.

Ademas, en el presente estudio, los resultados obtenidos revelaron que, en el caso
del tratamiento con agua electrolizada al 10%, la carga bacteriana en leche fue

menor a los 0 minutos que tras 30 minutos de exposicion.
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indican la desviacién estandar.
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Aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p > 0.05), el

comportamiento observado resulta interesante, ya que contrasta con la tendencia

esperada de reduccion progresiva de UFC/mL con mayor tiempo de exposicion.

El incremento observado en algunas condiciones podria estar asociado a la

neutralizacion parcial de las especies oxidantes activas del agua electrolizada por

compuestos organicos presentes en la matriz lactea, como lipidos y proteinas, que

actian como agentes reductores y limitan su accion bactericida, especialmente en

exposiciones prolongadas; asimismo, la inestabilidad de los compuestos reactivos
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generados durante la electrolisis puede contribuir a una menor efectividad, ya que
su actividad desinfectante se ve comprometida si no se mantienen condiciones
Optimas de almacenamiento y aplicacion. Lo anterior debido a que es importante
destacar que el HOCI representa el principal agente activo en el agua electrolizada
acida y neutra; su carga neutra le permite atravesar la bicapa lipidica de las
membranas celulares por difusion pasiva, provocando dafio tanto extracelular como
intracelular, 1o que explica en parte su elevada eficacia germicida (Suarez et al.,

2023).

La eficacia del agua electrolizada como agente antimicrobiano no solo depende del
tiempo de exposicion, sino también de diversos factores fisicos, quimicos y
microbiol6gicos; estudios han sefialado que variables como el tipo de
microorganismo, la temperatura y la matriz del alimento tratado pueden influir
significativamente en su efectividad. Ademas, durante el proceso de elaboracion y
aplicacién del agua electrolizada, elementos como la concentracion de NacCl, la
intensidad de corriente, el tiempo de electrdlisis, la temperatura y dureza del agua,
el caudal, el tipo de electrodos utilizados, las condiciones de almacenamiento, la
presencia de sustancias organicas y la oscilacién del sistema pueden modificar sus
propiedades fisicoquimicas y, en consecuencia, su capacidad desinfectante (Zhao
et al.,, 2021). Estos factores deben considerarse al interpretar los resultados y al
comparar la efectividad del tratamiento en diferentes estudios o condiciones
experimentales. Por tanto, los resultados obtenidos en este estudio destacan la
necesidad de realizar pruebas mas especificas que incluyan la identificacién de
microorganismos presentes, asi como ensayos con tiempos intermedios 0 mas

breves que permitan establecer el punto de maxima efectividad.
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5. CONCLUSIONES

Este estudio evaluo el efecto de dos concentraciones de agua electrolizada (5% y
10 %) y dos tiempos de exposicién (0 y 30 minutos) sobre la carga bacteriana en
leche cruda de bovino. Los resultados muestran que, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas, el tratamiento al 5 % produjo una tendencia
a la reduccién bacteriana con el tiempo, mientras que el tratamiento al 10 %
incrementd la carga microbiana tras 30 minutos. Este comportamiento indica que
tanto la concentracibn como los compuestos organicos presentes en la leche
pueden influir en la eficacia del agua electrolizada, y que mayores concentraciones
no siempre se traducen en mayor reduccién bacteriana. Por lo tanto, es fundamental
continuar evaluando estas variables de forma integrada para optimizar protocolos
de higiene alternativos. Se sugiere reforzar el disefio experimental mediante un
mayor numero de réplicas, identificar las especies bacterianas involucradas y
considerar otros factores como la temperatura de aplicacion y tiempos intermedios.
Estas acciones permitiran desarrollar recomendaciones préacticas claras y eficaces
para la industria lactea, buscando mejorar la seguridad microbioldgica sin

comprometer la calidad nutricional ni sensorial del producto.
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