“Los problemas de los jovenes solo pueden resolverse por la via
de la educacion, jamas por la fuerza, la violencia o la corrupcién”
Javier Barros Sierra
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RESUMEN

El acero inoxidable es uno de los materiales mas utilizados en la fabricacion de
equipos para la industria alimentaria. Se han desarrollado diferentes protocolos de
limpieza y desinfeccion para garantizar la seguridad de los alimentos procesados.
Los agentes quimicos (&lcalis y acidos fuertes) y el hipoclorito de sodio, son
capaces de eliminar residuos de alimentos y microorganismos; actualmente, estan
siendo reemplazados por agentes menos peligrosos. Un nuevo sistema es el agua
electrolizada (AE), que ha demostrado actividad contra microorganismos
patégenos y deterioradores, ademas elimina eficazmente la materia organica de
las superficies. El objetivo de este estudio fue evaluar un proceso de limpieza y
desinfeccién con AE alcalina y neutra, respectivamente, sobre superficies de acero
inoxidable como modelo para equipos de procesamiento de productos lacteos. Se
utilizaron placas de acero inoxidable tipo 304-2B, con y sin modificacion
superficial. Estas placas fueron pre-acondicionadas con leche cruda, seguida por
inoculaciones con una mezcla de tres microorganismos, de aproximadamente 10°
UFC/cm? cada uno (Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y
Microocccus luteus). Se utilizé un disefio experimental para evaluar la eficiencia de
la limpieza, usando tres concentraciones de AE alcalina, tres temperaturas y tres
tiempos de contacto. Después de cada tratamiento, se realizé una desinfeccién
con AE neutra. La variable respuesta fue la poblacion microbiana, determinada por
la técnica de Miles-Misra. El analisis estadistico mostr6 que el tiempo, la
concentracion, la modificacion, las interacciones tiempo-modificacion superficial y
temperatura-modificacion superficial tuvieron significancia estadistica (p <0,05). Se
observo una reduccién de alrededor de 4 log de la poblacion microbiana. Se
compararon dos fuentes de AE neutra, una comercial y otra del CIDETEQ, y los
resultados muestran que hay un comportamiento similar en cuanto a la
desinfeccién para ambas. Para realizar la limpieza y desinfeccién de las placas
con modificacion superficial fue necesario un tiempo de contacto menor debido a
que la superficie no ofrece proteccion fisica a los contaminantes. Este novedoso
sistema de lavado-desinfeccion utilizando AE es una alternativa mas ecoldgica y
con menor uso de agua que usando los agentes actuales, por lo cual su uso tiene
un futuro promisorio en la industria alimentaria.

Palabras clave: Agua electrolizada, acero inoxidable, electropulido.



SUMMARY

Stainless steel is one of the most used materials in processing equipment for food
industry. Different protocols for the cleaning and disinfection have been developed
to guarantee the safety of processed food. Chemical agents (strong alkalis and
acids) and sodium hypochlorite are able to remove food waste and
microorganisms; nowadays these are being replaced by less dangerous agents. A
new system is electrolyzed water (EW) that has demonstrated activity against
pathogen and spoilage microorganisms, besides, it eliminates effectively the
organic matter on surfaces. The objective of this study was to evaluate a cleaning
and disinfection process with alkaline and neutral EW respectively on stainless
steel as a model for processing equipment of dairy products. Stainless steel type
304-2B plates were used with and without surface modification. These plates were
preconditioned with raw milk, followed by inoculations with a mixture of three
microorganisms of approximately 10° UFC/cm? each one (Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa and Micrococccus luteus). An experimental design was
carried out to evaluate the efficiency of the cleaning process, using three
concentrations of alkaline EW, three temperatures and three contact times. After
each treatment, disinfection with neutral EW was done. The response variable was
the microbial population, determined by the Miles-Misra technique. Statistical
analysis showed that time, concentration, modification and the interactions time-
superficial modification and temperature-surface modification had statistical
significance (p <0.05). A reduction of about 4 log in microbial population was
observed. Two sources of neutral EW were compared; a commercial trademark
and other one produced by CIDETEQ, and the results showed that there is a
similar behavior for both of them regarding disinfection. For the cleaning and
disinfection processes of the plates with surface modification, a lower contact time
was required, because the surface does not provide a physical protection to
contaminants. This innovative system for cleaning-disinfection, using EW is a more
ecological alternative and with a lower consumption of water than using actual
agents, therefore, its use has a promising future in food industry.

Keywords: Electrolyzed Water, stainless steel, electropolished.
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1. INTRODUCCION

El aseguramiento de la inocuidad de los alimentos es de suma
importancia para la industria alimentaria, debido a que los alimentos contaminados
pueden ser una fuente de agentes infecciosos, provocando brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S) que tienen una alta morbilidad y
mortandad a nivel mundial. Los principales agentes infecciosos transmitidos por
los alimentos son bacterias patdgenas como Listeria monocytogenes, Salmonella
sp., Escherichia coli 0157:H7, entre otras. Ademas algunos hongos, levaduras,
parasitos, metabolitos de estos como toxinas o alérgenos, o0 algunos compuestos
quimicos como metales pesados o insecticidas. En otros casos no se puede
identificar el agente causante del brote debido a la falta de informacién por parte
de los pacientes o a la falta de muestras de los alimentos posiblemente

involucrados.

Los alimentos responsables de un mayor numero de brotes de
enfermedades destacan el huevo y sus derivados, los productos lacteos y los
productos carnicos. Los factores como un mal manejo de la temperatura, uso de
materia prima contaminadas, manipulacion inadecuada de los alimentos y una
limpieza deficiente de los equipos o utensilios tienen un impacto directo en la
inocuidad y se han determinado como factores que contribuyen a la aparicion de
brotes.

Para limpiar y desinfectar las materias primas, los productos terminados y
los equipos se utilizan agentes quimicos de naturaleza diversa, la efectividad para
remover contaminantes depende del agente. La mayoria de estos agentes tienen
riesgos relacionados tanto en su transporte y almacenamiento como en su uso,
por ejemplo el cloro, que es muy utilizado, es corrosivo para las superficies e
irritante para las mucosas y piel de los usuarios, por lo que se han buscado
agentes que cuenten con la misma o mayor efectividad pero que se reduzcan los

riesgos y sean mas amigables con el medio ambiente.



El agua electrolizada se ha distinguido como un agente con alta
efectividad contra microorganismos patdgenos y deterioradores presentes en los
alimentos, ademas de que reduce significativamente los riesgos asociados a su
manejo y almacenamiento. Para la produccién de este agente antimicrobiano es
necesaria una solucion de cloruro de sodio, una cdmara con electrodos (anodo y
catodo) y una fuente de poder. Durante su produccion se generan dos fracciones,
la fraccion acida (pH 2.5, Redox>1100 mV, 10-90 mg/L de cloro residual) y la
alcalina (pH 11, Redox 750 mV), ademas en camaras especiales se da la

produccién de agua electrolizada neutra y agua electrolizada ligeramente acida.

Su mecanismo de accion no se ha establecido completamente por ser un
sistema combinado, pero se sabe que el acido hipocloroso, el hipoclorito de sodio,
el ozono, los iones hidroxi, ademds del potencial de oxido-reduccién actian de
manera combinada y son los principales responsables de su actividad. Ademas,
se ha reportado que las especies electroquimicamente formadas tiene una mayor

actividad que aquellas que son quimicamente producidas.

Este nuevo sistema de agentes antimicrobianos se ha probado en
diversos materiales utilizados en la fabricacion de equipos, asi como en diferentes
alimentos frescos y procesados, logrando una reduccién de la microbiota por
debajo de los limites de deteccidon y en un menor tiempo de contacto que los
agentes tradicionales. La reduccion del tiempo de contacto es una ventaja
importante del agua electrolizada sobre los otros agentes, ya que reduce el tiempo
necesario para la limpieza de los equipos y materiales, lo cual tiene un impacto

positivo en la produccion.



2. REVISION DE LITETARURA

2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) son aquellas en las que el
agente infeccioso (bacterias, parasitos, virus o sus metabolitos) entra al organismo
por medio de un alimento. Estas enfermedades contindan siendo una amenaza a
la salud publica en todo el mundo y son una causa importante de morbilidad y
mortandad. Aunque la mayoria son leves y se asocian a sintomas
gastrointestinales agudos tales como diarrea y vomito, en algunas ocasiones las
ETA’s son mucho mas severa y peligrosa para la salud, especialmente en nifios,
personas adultas y personas inmunocomprometidas, ademas las infecciones

pueden ocasionar enfermedades crénicas (Al-Haq et al. 2005, Huang et al. 2008).

Una forma de prevenir estas enfermedades es realizando un control en la
calidad microbiolégica de las materias primas, hacer una limpieza y desinfeccion
adecuada de las superficies de los equipos previniendo la formacion de
biopeliculas, mantener bajo control el proceso de elaboracién, no realizar
operaciones que faciliten la contaminacion cruzada, implementar sistemas de
calidad, como el programa de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC), entre otros (Park et al. 2004, , Ayebah et al. 2005, Japakaset et al.
2006, Huang et al. 2008).

La inocuidad de los alimentos procesados o frescos debe estar
garantizada en cada paso, ya que en cada uno de ellos hay un riesgo de
contaminacion microbiana que puede causar el deterioro del alimento o puede dar
origen a un brote infeccioso. La contaminacion cruzada frecuentemente es la
culpable de la recontaminacion de los productos que ya han pasado por las
operaciones encargadas de disminuir o eliminar la microbiota dentro del alimento.
Los alimentos que mas se relacionan con los brotes de ETA’s son los productos
lacteos, los alimentos marinos, el huevo y sus derivados, la carne y el pollo, y

vegetales minimamente procesados (alimentos listos para su consumo).



Las superficies inertes de los equipos pueden servir como reservorio de
agentes patdgenos o deterioradores. Algunos microorganismos pueden tener la
capacidad de desarrollan biopeliculas, éstos son menos susceptibles a la accion
de los agentes desinfectantes, comparaciéon con los microorganismos que se
encuentran libres. Esto se debe a que la matriz de sustancias poliméricas
extracelulares o biopelicula que forman los mismos microorganismos y les permite
protegerse disminuyendo la permeabilidad a los compuestos quimicos (Al-Haq et
al. 2005, Deza et al. 2005, Huang et al. 2008, Issa-Zacharias et al. 2010). En
ocasiones, dentro de las plantas de procesamiento, se inicia la formacion de
biopeliculas en superficies que no estan en contacto directo con los alimentos
como paredes o en el suelo. En estos casos se puede dar una contaminacion por
la formacion de aerosoles cuando las instalaciones (las paredes o el suelo) de la
planta son lavadas, estos aerosoles pueden viajar y depositarse en las superficies

de los equipos y contaminar los alimentos (Chmielewski et al. 2003).

Los productos frescos pueden ser un vehiculo de microorganismos
patégenos o deterioradores, lo cual representa un peligro a nivel mundial, ya que
son consumidos por los beneficios que aportan a la salud, principalmente la mayor
biodisponibilidad de los nutrientes y en algunas ocasiones la no utilizacién de
productos quimicos como germicidas o fertilizantes (Issa-Zacharias et al. 2010).
Algunas infecciones gastrointestinales ligadas al consumo de vegetales
minimamente procesados son ocasionadas por contaminacién con bacterias
enteropatogénicas provenientes de las aguas de riego o del personal encargado
de la cosecha. El lavado con agua elimina tierra e insectos de la superficie, pero
tiene poco efecto sobre aquellos microorganismos que logran internalizarse en los
tejidos. Los microorganismos relacionados mas frecuentemente con productos
frescos son L. monocytogenes, Salmonella spp., Shigela spp., E. coli
enteropatogénica (EPEC) y el virus de la Hepatitis A (Deza et al. 2003, Issa-
Zacharias et al. 2011).



Los frutos tienen una vida de anaquel corta debido a la actividad
microbiana y al ataque de hongos, el lavado con agua no remueve completamente
la carga bacteriana por lo que es necesario el uso de agentes como el hipoclorito
de sodio, dioxido de cloro, bisulfito de sodio, dioxido de sulfuro, acidos organicos,
entre otros. Si bien el uso de éstos compuestos pude dar mejores resultados, la
desventaja es que su uso implica un riesgo a la salud de los operarios y un peligro

en su almacenamiento.

2.2. Sistemas de limpieza en la industria de alimentos

Se define como limpieza a la remocién o eliminacién de tierra, residuos de
alimentos, suciedad, grasa u otras materias no deseables de los alimentos o
superficies, el término de limpieza es muy amplio ya que no es un tratamiento
sobre la poblacion de microorganismos presentes. Otro término mas especifico es
el de desinfeccion, el cual se define como la reduccion del numero de
microorganismos (bacterias patdogenas o deterioradoras, virus 0 parasitos)
presentes en el medio ambiente, por medio del uso de agentes quimicos y/o
métodos fisicos, a un nivel que no comprometa la inocuidad de los alimentos. En
conjunto estas dos acciones aseguran la calidad e inocuidad de los alimentos, es
decir que se garantiza que los alimentos no causaran dafio al consumidor cuando
se preparan y/o cuando se consuman de acuerdo con el uso a que se destinan
(Walker et al. 2005a, OMS 2009). Los criterios que se toman en cuenta para
considerar una limpieza efectiva son la concentracion del agente sanitizante, el
tiempo de contacto con la superficie o el producto, la temperatura de aplicacién y
la accidbn mecénica o fisica, es decir el tallado, lavado manual o la presion utilizada

durante el lavado (Jasso 2008).

La naturaleza de la suciedad en la industria alimentaria es de una
naturaleza variada, es decir, puede ser organica (carbohidratos, proteinas, grasas
o compuestos derivados de hidrocarburos) o inorganica (sales, piedras, tierra o
metales, tanto iones disueltos como piezas metélicas de los equipos). La

presencia de esta suciedad puede favorecer el desarrollo de microorganismos y la



formacién de biopeliculas sobre las superficies contaminadas, por otro lado la
adhesidén de los depositos de sales, proteinas o grasa, sobre las superficies se ven
favorecidos por la energia libre y por las interacciones hidrofilicas o hidrofébicas

de los materiales (Zhao et al. 2005b).

Se han utilizado una enorme cantidad de compuestos quimicos, fisicos y
bioldgicos para limpiar y desinfectar desde las materias primas hasta los productos
terminados, pasando por los equipos y utensilios. A estos compuestos se les
denomina sanitizantes y se definen como un agente capaz de reducir los
microorganismos de una superficie, su eficiencia debe ser del 99.9% de reduccion
de microorganismos de prueba en un tiempo de contacto de 30 segundos. Estos
compuestos deben resistir el pH, no deben ser téxicos ni irritantes, deben tener
buena solubilidad, deben ser estables concentrados o diluidos, deben ser faciles
de aplicar y con una alta efectividad, ademéas de baratos (Ayebah et al. 2006,
Jasso 2008).

Los sanitizantes se clasifican en 6 grupos: 1) hal6genos; 2) &cidos
anionicos; 3) sales cuaternarias de amonio; 4) acido peracético; 5) anfotéricos; 6)
otros. Dentro de los haldégenos estan las especies cloradas (hipoclorito de sodio,
acido hipocloroso, cloro gas) y los compuestos iodados y las mezclas como iodo-
cloro y iodo-bromo. Los &cidos anidnicos son una combinacion de surfactantes
anionicos y acidos generalmente a pH menores de 3. Las sales cuaternarias de
amonio, como el cloruro de benzalconio, son utilizados para la sanitizacion
ambiental (pisos, drenajes, techos, etc.). El &cido peracético es producido por la
reaccion entre el acido acético y el perdoxido de hidrogeno, pese a su olor
desagradable es de alta eficiencia y de segura biodegradablidad. Los anfotéricos
son surfactantes con amplio espectro biocida, aunque el pH en el cual es efectivo
es neutro. Dentro de los otros sanitizantes se encuentran el ozono, la luz
ultravioleta, dioxido de cloro, extractos naturales, entre otros (Ayebah et al. 2006,
Jasso 2008).



Estos compuestos tienen un amplio espectro contra bacterias, hongos y
levaduras, cada uno con un mecanismo de accion diferente. EI mecanismo de
accion, por lo general dependera del tipo de microorganismos presentes y de la
estructura quimica del mismo, este mecanismo de accion esta basado en
reacciones de oxido-reduccién, ya que la efectividad del desinfectante esta
relacionada con la capacidad de oxidar los grupos funcionales presentes en las
membranas o paredes celulares (EPA 1999). Para algunos ha sido muy estudiado
dicho mecanismo y para otros no esta del todo claro, ya que participan varios
compuestos, es decir el agente es un sistema que debe su poder antimicrobiano a
la accion combinada de 2 o mas compuestos, un ejemplo de estos agentes es el
agua electrolizada donde tienen participacion el elevado potencial Redox y las
especias quimicas activadas electroquimicamente (Park et al. 2004, Deza et al.
2005, Japakaset et al. 2006). Algunos compuestos o métodos utilizados
tradicionalmente son hidroxido de sodio, hipoclorito de sodio, fosfato trisddico,
cloruro de cetilpiridinio, formaldehido, glutaraldehido, H,O,, irradiacion, acidos
organicos o minerales, enfriamiento rapido, congelacion, procesamiento a altas
presiones, shocks térmicos, entre otros (Deza et al. 2003, Al-Haq et al. 2005, Ren
et al. 2006). La efectividad de estos compuestos 6 procesos depende de la
presencia de sélidos, dureza del agua utilizada, la temperatura de aplicacién y del

tiempo de contacto (Chmielewski et al. 2003).

Como agentes quimicos de desinfeccion las soluciones de hipoclorito de
sodio (NaOCI) es uno de los mas utilizados, generalmente en una concentracion
de 50 a 200 mg de cloro/L, a esta concentracion la efectividad es baja, si se
aumenta esta concentracion, la eficiencia también aumenta pero se podrian formar
depdsitos de sodio en la superficie del alimento. Por otro lado, el cloro es muy
reactivo en presencia de materia organica, ya que tiene una alta atraccion por los
enlaces insaturados, por los compuestos nucleofilos (compuestos que donan
facilmente un par de electrones) y por los agentes reductores, formandose
compuestos  volatiles (aldehidos, clorofenoles), compuestos  téxicos

(trihalometanos) o compuestos carcinogénicos (organohaldgenos). La formacion



de estos compuestos peligrosos depende del pH y del tiempo de contacto de la
especie clorada y la materia organica (EPA 1999, Ayebah et al. 2006, Issa-
Zacharias et al. 2011).

El modo de uso de cualquiera de estos agentes implica un tiempo de
contacto o exposicion lo cual podria generar problemas, ya que se facilita la
formacion de depositos en la superficie de los productos, provoca cambio en las
propiedades sensoriales. Ademas, a nivel de superficies de equipos y utensilios
puede haber dafios como corrosion. Aunado a esto, algunos de ellos se han
dejado de utilizar por sus elevados costos y los riesgos que asociados a su uso, al
trasporte y al almacenamiento. Por esto es importante el desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos que reduzcan los riesgos asociados pero de igual o
mayor, asi como el establecimiento de Buenas Practicas de manufactura en el

ambiente del procesamiento de alimentos (Deza et al. 2003, Al-Haq et al. 2005).

2.3. Aguaelectrolizada (AE)

El AE es un sistema de limpieza y sanitizacion que muestra una alta
actividad antimicrobiana tanto en productos frescos como en superficies de
materiales utilizados en la fabricacibn de equipos para la industria alimentaria
(Walker et al. 2005, Issa-Zacharias et al. 2011, Mukhopadhyay et al. 2012).

La tecnologia del uso de AE se utilizd por primera vez en la industria de
alimentos en la primer década del siglo XX por Japan Soda Industry Association
una industria refresquera, aunque fue comercial hasta la década de los 80’s. A
través de los afios los equipos han sufrido cambios importantes, principalmente
enfocados en disminuir el tamafio y aumentar la eficiencia (Al-Hag et al. 2005,
Mukhopadhyay et al. 2012). Para la produccién del agua electrolizada sélo se
necesita agua potable, cloruro de sodio y el equipo, el cual ya se encuentra

disponible con cierta facilidad.



Generalmente el equipo consta de una camara dividida en dos por una
membrana o diafragma, que separa los electrodos, una fuente de poder y bombas
dosificadoras para la solucién de cloruro de sodio y agua. Algunos equipos ofrecen
la posibilidad de retirar la membrana o ajustar el pH permitiendo el intercambio de
iones a través de la membrana, con lo que se produce el agua neutra con
caracteristicas diferentes (Figura 1 y 2, Tabla 1). Mediante la membrana se
producen dos tipos de agua electrolizada con diferentes caracteristicas, la fraccion
acida recolectada en el catodo y la fraccion alcalina recolectada en el anodo. En la
literatura hay varias formas de referirse a estas fracciones, para la fraccion acida
se utilizan los términos agua electrolizada acida o agua electro-oxidada, para la
fraccion alcalina se utilizan los términos agua electrolizada alcalina o agua electro
reducida. Si se da una mezcla dentro del equipo de las anteriores aguas se

produce el agua electrolizada neutra o agua oxidada neutra (Al-Haq et al. 2005).

Electroquimicamente se producen especies activas de cloro (Cl, gas,
HOCI, OCI, CIO,) y de oxigeno (OH", O3, O,*, HO,) y se da un aumento en el
potencial de oxido-reduccion (Redox) por arriba de 1000 mV. Las especies
electroquimicamente activadas tienen un 400% mas de efectividad que las
producidas quimicamente. Estos factores (las especies activas y el Redox) se han
relacionado con una fuerte actividad antimicrobiana (Park et al. 2004, Issa-
Japakaset et al. 2006, Zacharias et al. 2010, Aider et al. 2012). Durante la
electrolisis de la solucién salina se forma el diéxido de cloro (ClO5), el cual puede
reaccionar con las moléculas de agua formando mas iones hiploclorito, ademas de
iones clorato e iones clorito. El nivel de dioxido de cloro debe ser vigilado ya que

para algunos paises este esta establecido en las normas oficiales (EPA 1999)



Tabla 1: Caracteristicas de las fracciones obtenidas de la electrolisis del agua

Cloro residual

Fraccién pH Redox (mV)
(ppm)
Acida® 2.5 >1100 10-90
Alcalina? 11.5-12.5 -750 NA
Neutra® 6.2-7.3 800-1000 500

" Huang et al., 2008.
% Hoja técnica A. A. LIMY, Ecorus.
% Hoja técnica A. A. DESY®. Ecorus.

Se ha mostrado que el agua electrolizada tiene un fuerte efecto
bactericida contra la mayoria de las bacterias patégenas y deterioradoras, ademas
de hongos y levaduras, en investigaciones alrededor del mundo, principalmente en
Japon y Estados Unidos (Al-Hag et al. 2005). Se han reportado el uso de agua
electrolizada contra microorganismos enddgenos e inoculados intencionalmente
en frutas, legumbres, en forma libre o en la formacién de biopeliculas, asi como en
superficies como el acero inoxidable, vidrio, plastico, caucho, entre otros (Deza et
al. 2003, Walker et al. 2005a, Japakaset et al. 2006, Abdulsudi et al. 2010).

Figura 1: Equipos de electrdlisis (Al-Haq et al. 2005, Huang et al. 2008)
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Figura 2: Diagrama de cadmara electrolitica

El AE alcalina no presenta una actividad bactericida significativa, su
principal actividad es saponificando las grasas y las proteinas, ademas
desestabiliza o disuelve las sustancias poliméricas extracelulares por lo que se
facilita la difusion de los desinfectantes. En general si el AE alcalina se utiliza
antes de un desinfectante aumenta la eficiencia de este, debido a la actividad del

AE alcalina sobre la materia organica (Ayebah et al. 2005, Ayebah et al. 2006)

Los factores que afectan esta actividad antimicrobiana del agua
electrolizada son el almacenamiento prolongado, debido a la evaporacion del cloro
gas y la descomposicion del HOCI; la exposicion a la luz; la agitacion durante el
tratamiento; el pH del medio debido a que la solubilidad del cloro depende de este
parametro (Al-Haq et al. 2005, Huang et al. 2008). La materia organica presente
puede inactivar al cloro, esto tiene doble aplicacién, por un lado si durante el
almacenamiento tiene contacto con materia organica pierde efectividad cuando
sea utilizada, por otro lado después de utilizar el agua electrolizada, por la materia
organica pierde su funcionalidad y regresa a ser agua comun (Ayebah et al. 2006,
Issa-Zacharias et al. 2010). Por estos factores adversos a la actividad microbiana

es conveniente que se genere el AE inmediatamente antes de utilizarla.
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El gasto inicial es otro de los inconvenientes, aunque los ahorros
producidos por esta tecnologia recuperan rapidamente el gasto inicial. Las
principales ventajas de este agente microbiano, como son la reduccion de los
riesgos tanto durante el almacenamiento como los asociados a la salud de los
operarios; reduce el tiempo de contacto y no deja residuos peligrosos; al contacto
con el agua del grifo el AE pierde actividad; en comparacion con las soluciones de
cloro o sosa, este nuevo sistema no produce deterioro en las superficies, como

corrosion o degradacion de resinas.

La mayor ventaja del AE es debido a las bajas concentracion de cloro
utilizadas y residual, su inactivacion cuando es diluida con agua corriente, por lo
gque se considera un sistema de agentes antimicrobianos amigable con el
ambiente (Liao et al. 2007, Aider et al. 2012).

2.3.1. Mecanismo de accién del Agua Electrolizada
El mecanismo de accion de los diversos componentes, tanto de la parte

acida (Cl,, HOCI, OCI, O3, H,02), como de la parte alcalina (NaOH, OH), actian
como un sistema combinado. Aunado a estos componentes se tiene un alto valor
de potencial Redox (Al-Haqg et al. 2005). Existe una controversia sobre cual es el
componente con mayor actividad antimicrobiana, hay autores que sostienen que
las especies activadas electroquimicamente y el pH son las responsables de la
actividad, mientras que otros argumentan que el valor del potencial Redox es el
agente con mayor actividad. También hay una corriente de investigadores que
afirman que no se puede separar una actividad de otra, ya que el potencial Redox
provoca dafios a las membranas, debido a que el oxigeno toma electrones de las
moléculas, con esto se pierde la estabilidad de la membrana y se da la formacion
de poros y la consecuente salida del componente celular, al mismo tiempo el pH
facilita la entrada del HOCI, que es la especie clorada con mayor actividad, ya que
inhibe la oxidacién de la glucosa. Por otro lado un potencial Redox diferente al de

las células, ocasiona modificaciones del metabolismo, asi como el gasto del ATP
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para restablecer la integridad de las células (Huang et al. 2008, Issa-Zacharias et
al. 2011, Mukhopadhyay et al. 2012).

A un pH de 7 y a 15°C el acido hipocloroso representa el 97%, segun la
Ley de Nernst, a un pH mayor aumenta la concentracion de OCI" que es menos
oxidante y con menor actividad. El potencial Redox disminuye al aumentar el pH,
es decir que el poder oxido-reductor aumenta cuando mas aumenta el cloro
residual, lo que indica que esta especie es la responsable del poder oxidante (EPA
1999, Park et al. 2004, Japakaset et al. 2006).

El cloro oxida los grupos sulfidrilos de las enzimas importantes en el
metabolismo de los carbohidratos. Otras actividades atribuidas al cloro son:
interrumpir la sintesis de las proteinas; oxida los grupos amino y carboxilo de los
aminoacidos a nitritos y aldehidos respectivamente; reacciona con los acidos
nucleicos, dafia el material genético; inhibe la captacién de oxigeno e interrumpe
la fosforilacion oxidativa; forma derivados toxicos N-clorados de la citosina; entre
otras (Park et al. 2004, Japakaset et al. 2006, Huang et al. 2008, Aider et al. 2012).

Las especies activas de oxigeno como el ozono o el peréxido de
hidrogeno también tienen actividad, ya que generan radicales libres vy
desencadenan sefiales que provocan la muerte celular (Liao et al. 2007, Huang et
al. 2008). La capacidad oxidante del oxigeno depende fuertemente del pH, ya que
a pH neutro o ligeramente alcalino la reaccién es mas rapida. Por otro lado el
ozono puede actuar por dos vias, una implica una oxidacién directa de la materia
organica y la otra es por la formacion de radicales hidroxilos, los cuales al ser mas
oxidantes que el propio ozono reaccionan de forma mas rapida con la materia
organica, la via por la cual reacciona el ozono dependera de las condiciones del
medio (EPA 1999).

El rango de potencial Redox en el que crecen las bacterias va desde 200
a 800 mV para las aerobias y de 200 a 400 mV para las anaerobias. Este rango de
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potencial de oxido-reduccién contribuye al control del ambiente celular, a la
diferenciacion, al crecimiento, a la muerte y adaptacién. A lo largo de los procesos
fisiologicos y patolégicos esta potencial va cambiando (Liao et al. 2007). El
potencial Redox de la fraccion acida es mayor a 800 mV, que es superior al
maximo que soportan las bacterias, esto ayuda a entender el poder antimicrobiano
de esta fraccion, debido a que una ligera elevacion del potencial de oxidacion
desencadena sefiales de apoptosis 0 necrosis si el cambio es severo. Estas
sefales son desencadenadas por el alto gasto de energia para contrarrestar el
ambiente oxidante y porque es dafiada la maquinaria encargada de la produccion
de ATP’s. Otra de las modificaciones causada por el estrés oxidativo es la
formacion de puentes disulfuro en residuos diferentes a los normales en las
proteinas, con lo que se pierde la estructura y la actividad (Park et al. 2004, Liao et
al. 2007).

2.4. Limpiezay sanitizaciéon de superficies inertes

Como se ha mencionado la limpieza y la desinfeccién de las superficies
con las cuales tiene contacto el alimento es un punto importante que se debe
atender para evitar una contaminacién cruzada o recurrente. En la industria de
productos lacteos se emplea generalmente un sistema llamado CIP (Clean In
Place) (Figura 3) que consta de 4 etapas, las cuales son: 1) enjuague con agua
caliente; 2) lavado con una solucién altamente alcalina (NaOH, KOH o polifosfatos,
al 5%); 3) lavado con solucién &cida (acido sulftrico o fosférico, al 6%); y 4)
aplicacion solucién sanitizante. De manera general se sanitiza con una solucién de
200 a 400 ppm de NaOCI (Latorre et al. 2010). Se consideran enjuagues con
agua entre etapas. Mediante el agua caliente se remueven los residuos de
alimentos; la solucion alcalina se encarga de remover depdsitos de grasa y
proteinas adheridos a la superficie; la solucion acida neutraliza el alcali del lavado
anterior, disuelve minerales y deja un ambiente oxidante que retarda el desarrollo
microbiano; y la solucion sanitizante retira los microorganismos que no estan
fuertemente unidos a la superficie (Chmielewski et al. 2003, Walker et al. 2005a y
2005b).
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Cuando la estructura o conformacion de las superficies, es mas porosa o
rugosa es necesario llevar cabo un procedimiento de limpieza con mayor fuerza tal
vez utilizando agentes quimicos con mayores concentraciones, temperatura o
tiempo de contacto. Estos parametros son importantes cuando se hace un
tratamiento de limpieza, ya que la combinacion adecuada combinacion de estos
parametros determina la eficiencia del procedimiento. En general a una mayor

temperatura y concentracion el tiempo de contacto debe ser menor.

Enjuague con Lavado solucion Enjuague con

: NaOH 6000 ppm :

1 agua corriente

SQua Cornente - (0.6 %), 80°C, 30 ’ d .
5-10 min min 5-10 min

L

. g . Lavado solucion
Deslllnfecmon EnJuague. con H,PO, 5000
solucién NaOCl . agua corriente »
200 10 mi : ppm (0.4%), 50-
ppm, 10 min 5-10 min 60°C. 15 min

N

Enjuague con
agua corriente

5-10 min

Walker et al. 2005
Figura 3: Diagrama del proceso de un lavado tipo CIP (Clean in Place)

Las soluciones alcalinas contienen una alta concentracion de iones
hidroxilo (OH"), por lo que estas soluciones son altamente cadsticas y pueden
provocar dafios a la piel o a los ojos de los usuarios u operarios, por otro lado las
soluciones cloradas desprenden cloro en forma de gas. Es por esto que se estan
dejando de utilizar para la limpieza y sanitizacion de equipos. Al trabajar con

soluciones cloradas existe el riesgo de que estas especies cloradas reaccionen
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con la materia organica formando compuestos altamente cancerigenos, estos

compuestos son denominados trihalometanos, como ya se habia mencionado.

Los trihalometanos (THM'’s) (Figura 4) son generados por la sustitucion de
tres &tomos de hidrogeno por igual niumero de &omos de algin halégeno, la
presencia de cloro residual (cloro gas, ion hipoclorito, acido hipocloroso) en las
soluciones de sanitizacion, altas temperaturas sostenidas por largos tiempos, la
presencia de precursores organicos, concentracion del bromo en el agua utilizada,
ademas del tiempo de contacto son factores que favorecen la formacién de estos
compuestos toxicos. La presencia de dioxido de cloro (ClIO,) evita la formacion de
trihalometanos, ya que este compuesto oxida rapidamente la materia organica

evitando que esta reaccione con los compuestos clorados (Bove et al. 2002).

o o H

H

I
CHIuF
cl cl - C
) “\"Br
| F Br o)

Figura 4: Estructuras de algunos trihalometanos

Walker y colaboradores (2005b), remplazaron las soluciones normalmente
utilizadas con agua electrolizada alcalina y acida, utilizaron un equipo japonés de
Electric Co. Ltd., modelo ROX15SA, en el procedimiento de lavado CIP en un
planta de ordefia, encontrando que este nuevo procedimiento muestra resultados
similares a los mostrados por el método original con soluciones de NaOH y acidos
minerales. Las condiciones que mejores resultados obtuvieron fueron 10 minutos
de contacto a una temperatura de 60°C para ambos lavados. ElI AE acida tenia
aproximadamente 50 ppm de cloro residual total. Estos investigadores
demostraron que el remplazar los agentes quimicos por AE es una buena forma
de reducir los riesgos relacionados con el uso de agentes quimicos toxicos y
reducir los costos, ademas de tener un procedimiento mas amigable con el

ambiente.
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Este nuevo sistema de agentes antimicrobianos se ha utilizado en la
limpieza y desinfeccion de superficies, asi como en diversos productos
alimenticios como peces, aves, frutas y vegetales, logrando una reduccion de la
microbiota reto por debajo del limite de deteccién. Los microorganismos reto han
sido bacterias patdgenas como L. monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7,
Salmonella spp., entre otras, asi como bacterias propias del alimento, logrando
una reduccion de la microbiota total de la misma magnitud que los tratamientos
tradicionales e incluso mayores. Lo que es importante resaltar es que el todos los
tratamientos se tiene una reduccion del tiempo de contacto para lograr una
considerable reduccion microbiana (Park et al. 2002, Deza et al. 2005, Issa-
Zacharias et al. 2010, Abdulsudi et al. 2010).

Algunas partes de los equipos pueden poco accesibles y tener poco
contacto con los agentes utilizados en la limpieza, por lo que la remocion de
sélidos y la destruccion de los microorganismos se dan con menor eficiencia. Este
factor podria favorecer la formacion de biopeliculas y la supervivencia de los

microorganismos a los subsecuentes lavados (Chmielewski et al. 2003).

2.5. Formacion de biopeliculas en el ambiente del procesamiento de
alimentos

La formacién de biopeliculas es una adaptacién de las células procariotas,

representando una forma de sobrevivir en ambientes hostiles y de colonizar

nuevos nichos (Hall et al. 2009). Un gran numero de microorganismos tiene la

capacidad de formar biopeliculas, la mayoria de las bacterias patdgenas y

deterioradoras de alimentos estan asociadas a la formacién de biopeliculas.

Se define una biopelicula como una comunidad microbiana adherida a
una superficie, rodeada de una sustancia polimérica extracelular de diversas
naturalezas y longitudes, llamada matriz (Hall et al. 2009). Los componentes del
material polimérico en el que estan embebidos estd compuesto por una mezcla de

polisacéaridos, proteinas, fosfolipidos, acidos teicoicos y nucleicos, y otras
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sustancias poliméricas, lo que le permite tener una humedad relativa de entre 85y
95% (Chmielewski et al. 2003). Esta matriz tridimensional da proteccion a la
comunidad bacteriana contra la respuesta inmunitaria del huésped, el tratamiento
con antibidticos, los agentes antimicrobianos, las condiciones adversas del medio
ambiente como sequia, altas temperaturas o presiones altas, ademas de que

puede servir como fuente de alimento para las bacterias (Aider et al. 2012)

La prevencion del establecimiento de biopeliculas en superficies es un
punto crucial para el cumplimiento de la seguridad y asegurar un producto de
buena calidad, cuando se ha establecido la biopeliculas se da una contaminacién
constante e indefinida de los productos y su remocion es complicada. Un factor
que favorece el establecimiento es una limpieza inadecuada de los equipos, ya
que se van acumulando residuos de materia organica dando las condiciones

apropiadas para el desarrollo de las bacterias (Latorre et al. 2010).

Se ha demostrado que el tipo de alimento procesado y el del material con
el que esta hecho el equipo, ademéas de la topologia de la superficie, son factores
importantes en la formacién y en la posterior eliminacion de las biopeliculas.
Cuando las superficie del material presenta defectos o ralladuras son mas dificiles
de limpiar en comparacion con aquellas que son lisas, si a los defectos se unen
algunas caracteristicas, como las cargas electroestaticas o fuerzas de van der
Waals, propias de los materiales o el preacondicionamiento con materia organica

la adhesion de las bacterias se ve facilitada.

La formacién de las biopeliculas consta de varias fases, las cuales son: 1)
ataque inicial o adhesion; 2) formacidén de microcolonias y sustancias poliméricas;
y 3) maduracion de la biopelicula (Figura 5). Después de que ha madurado se
puede presentar un desprendimiento de pequefas fracciones de esta (esta podria
considerarse como la fase 4 de la formacion de las biopeliculas), con lo que se
favorece la colonizacion de nuevos nichos (fase 5). El factor que favorece este

desprendimiento es el bajo nivel de fuentes de carbono en el microambiente, lo
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que aumenta lo produccién de sustancias poliméricas extracelulares vy
consecuentemente el crecimiento de la matriz. En aquellos lugares con una
abundante fuente de carbono se favorecera la adhesion de las fracciones
desprendidas, esto es importante ya que si se realiza un lavado inadecuado y hay
sobrevivencia de microorganismos o la biopelicula se encuentra en zonas poco
accesibles del equipo se puede dar una recontaminacion del equipo (Chmieleski et
al. 2003).

Figura 5: Etapas de formacién de biopeliculas: 1) Fijacidn; 2) Desarrollo;

3) Maduracion; 4) Desprendimiento; y 5) Colonizacién en otro nicho.

El ataque inicial o adhesion se divide en dos fases, la fase reversible y la
no reversible. La primera son los primeros 5 a 30 segundos en los que se da la
fijaciobn de las células a la superficie. Dicha adhesion puede ser pasiva, por
gravedad o dinamica de los fluidos; o activa, por flagelos, pilis, cargas
electroestaticas, fuerzas de van der Waals, formacién de capsula bacteriana, entre
otras. La fase irreversible comienza con la produccion de los polimeros
extracelulares, lo cual puede tomar desde 20 minutos hasta 4 horas maximo, esto

depende de cada bacteria y de su metabolismo.

La formacion de microcolonias, segunda fase de la formacion de
biopeliculas, resulta de la agregacion y del crecimiento de las bacterias,

acompafiados por la formacion de los materiales que componen la matriz
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extracelular. Cuando dos o més bacterias con la capacidad de formar biopeliculas
se unen la matriz tiene una composicion mas compleja, por lo que la matriz es

mas estable contra las condiciones ambientales adversas.

Los genes responsables de la expresion y regulacién de las vias de
produccion de los compuestos responsables de la adhesion y formacién del
material polimérico extracelular se encienden bajo el estimulo externo de estrés
ambiental (presion osmotica, pH, temperatura, falta de nutrientes, entre otros) o

densidad de la poblacién (Chmielewski et al. 2003).

Latorre y colaboradores en 2010, recolectaron en 4 ocasiones diferentes
(entre mayo del 2007 a marzo del 2008) muestras de un equipo de ordefia
(tanque, tuberias y filtros) y del suelo en una planta procesadora de lacteos,
encontraron 15 cepas de L. monocytogenes las cuales fueron encontradas en los
tres primeros muestreos, aun después de hacer lavados de los equipos y de la
planta. Por medio de microscopia electrénica de barrido observaron la presencia
de biopeliculas en las irregularidades de las superficies. Se tienen reportes
indicando la presencia de biopeliculas por largos periodos, incluso por afios.

Se ha reportado la presencia de biopeliculas en acero inoxidable, vidrio,
plastico, caucho, entre otros, algunas de las cuales son muy utilizados en la
fabricacion de equipos para la industria alimentaria. Las consecuencias de la
presencia de biopeliculas en plantas de procesamiento de alimentos es que una
contaminacion continda de los productos reduce la vida de anaquel, puede
ocasionar una reduccion en la transferencia de calor, ademas ciertas bacterias
podrian generar reacciones de corrosibn en las superficies, entre otras
(Chmielewski et al. 2003). Por otro lado la presencia de obstrucciones
(bioensuciamiento o incrustaciones) en las tuberias provoca una caida en la
presién considerable, por lo que es necesaria mayor potencia en el bombeo (Zhao
et al. 2005a).
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2.6. Tipos de Acero

El acero es una aleacion metélica, los componentes principales son: el
hierro (98%) y el carbono que puede ir desde un 0.1 a 2% dependiendo del tipo de
acero que sea, debido a que con la adicion de otros metales se le dan
caracteristicas diferentes a este material y las propiedades fisicoquimicas pueden
ser mejoradas. Estos otros elementos pueden ser el cromo, niquel, aluminio,
cobalto, molibdeno, entre otros, todos aportan una caracteristica diferente, incluso
se realizan aleaciones con mas de dos metales buscando el mejoramiento del

acero.

Para realizar una clasificacién de los diferentes tipos de acero se utilizan
los elementos de la aleacién y la proporcion en la que estan presentes, una de las
clasificaciones divide a los tipos de acero en: al carbén, aleados, de baja aleacién

ultrarresistente e inoxidable.

2.6.1. Aceros al carbono
Estos aceros tienen una cantidad variable de carbono, ademés de
manganeso, silicio y cobre. Entre los productos fabricados con este acero estan
maquinaria, carrocerias de automdviles, piezas para la construccion, cascos de
buques, entre otras. Estos aceros presentan una alta resistencia mecanica y a la

traccion.

2.6.2. Aceros aleados
Este tipo de acero se puede dividir a su vez en estructurales y especiales,
segun los elementos metalicos de la aleacion. Entre los principales componentes
estan el vanadio, molibdeno, estos en bajas proporciones, y el manganeso, silicio

y cobre, en mayor cantidad.

Los usos de estos aceros es principalmente en partes de maquinarias

(engranes, flechas, palancas, etc.), herramientas de corte y moldeo, entre otros.
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Las caracteristicas a resaltar son su alta resistencia a las altas temperaturas y a la

corrosion.

2.6.3. Aceros de baja aleacidn ultrarresistentes
Debido a la concentracion alta de carbono y por ende baja de otros
elementos esta familia de aceros es la mas resistente, en comparacion con las
otras, es por su alta resistencia que las piezas fabricadas pueden ser mas

delgadas sin afectar con esto su resistencia.

2.6.4. Aceros inoxidables

Esta familia de aceros contiene cromo, niquel y molibdeno dentro de la
aleacioén, por lo cual tienen una gran resistencia a la oxidacion, ya que el cromo
que contiene reacciona con el oxigeno formando una capa pasivada, la cual
protege a los atomos de hierro de la interaccion con el oxigeno. Ademas gracias a
esta combinacion de metales el acero inoxidable tiene alta resistencia al trabajo
mecanico, a las altas temperaturas pos tiempos largos, a la corrosion y oxidacion
por la humedad, los &cidos y algunos gases resultantes del proceso de
fabricacion.

Debido a su resistencia este es el material mas utilizado en la fabricacién
de equipos y utensilios en las industrias alimenticias y farmacéuticas. Otra de las
caracteristicas a resaltar es que son higiénicos y de facil limpieza. Por la amplia
variedad de elementos de la aleacion el acero inoxidable tiene una clasificacion

particular, dada precisamente por lo metales aleados (Tabla 2).

El metal mas importante dentro de la aleacion es el cromo, debido a que
es el metal que le confiere la resistencia a la oxidacion y a la corrosion, esto es
porque al reaccionar con el oxigeno ambiental produce una capa pasiva que aisla
los &tomos de hierro altamente reactivos. Esta capa puede ser afectada por la
presencia de acidos producidos por los productos o por la adhesion de

microorganismos sobre la superficie.
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Tabla 2: Clasificacion de los aceros inoxidables empleados en la fabricacion de

equipos industriales

Grado 304 304L 316 316L 317 400 825 C-276
Carbono 0.08 0.035 0.08 0.035 0.08 0.03 0.05 0.03
Manganeso  2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 2.00
Fosforo 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.03
Azufre 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.024 0.03 0.02
Silicio 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.50 0.50 1.00
Cromo 18.0a 18.0 16.0 a 16.0 18.0a 195a 21.0
20.0 a 18.0 a 20.0 23.5 a
20.0 18.0 23.0
Niguel 8.0 8.0 1000a 100 11.0a 63.0a 38.0a 4.5
allo a 14.0 a 14.0 70.0 46.0 a
13.0 15.0 6.5
Molibdeno 2.0 2.0 3.0 2.5 2.5
a a a a a
3.0 3.0 4.0 3.5 3.5
Otros CuFe FeCu N
elementos Al, Ti

Composicion quimica en %, el restante pertenece de hierro

El acero inoxidable se puede clasificar dependiendo de los metales

presentes en la aleacién y de la interaccién que tengan, ademas de la forma de

los cristales formados en la matriz, las familias principales son:

e Austenitico, formado por hierro, cromo, niquel y carbono

e Ferritico, formado por hierro, cromo y carbono

e Martensitico, formado por hierro, cromo y carbono, la diferencia con el

anterior es que en este ultimo la proporcién de carbono es mayor

e Duplex, formado por hierro, cromo y niquel, la forma cristalina es una

combinacion entre la presentada en la familia del acero austenitico y el

ferritico, llamada austenoferrita.
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2.7. Adhesiéon de microorganismos sobre superficies inertes

Debido a las caracteristicas electroestéticas, asi como la fuerzas de van
der Waals y las interacciones acido-base de la superficie del acero inoxidable se
puede favorecer la adhesion de los microorganismos sobre la misma y la posterior
formacion de biopeliculas. Las caracteristicas de las membranas celulares o de la
pared celular de cada microorganismo también influirdn en este proceso, es decir,
si las cargas superficiales son afines a las de la superficie se favorecera el
establecimiento sobre la superficie (Andrade et al. 2010). Las fuerzas de
atraccion y de repulsion estan implicadas en la adhesion de las bacterias a las
superficies. Estos incluyen fuerzas de van der Waals a una distancia de 50 nmy
las fuerzas electrostaticas a una distancia de 20 nm entre la superficie y los
microorganismos; en este punto se adhieren reversiblemente a una superficie. A
una distancia de 1,5 nm, los enlaces ionicosy las fuerzas hidrofobas estan
presentes. Enla transicibn de la uniénreversible a la union irreversible,
diversas fuerzas de corto alcance estan involucradas, incluyendo los enlaces
covalentes y puentes de hidrogeno, asi como las interacciones hidrofébicas
(Rosmaninho et al. 2007). Las bacterias se mueven hacia una superficie a través
de los efectos de las fuerzas fisicas, tales como el movimiento browniano,
las interacciones de vander Waals, las fuerzas gravitatorias, la carga
electrostatica, y las interacciones hidrofébicas. Las bacterias son atraidas por las
fuerzas de largo alcance hasta que las de corto son las que predominan (Andrade
et al. 2010).

Varios estudios han demostrado la importancia de la hidrofobicidad de
superficie en el proceso de adhesién. Esta propiedad puede ser la principal fuerza
impulsora para la adhesion de la mayoria de los patdogenos. Los microorganismos
tienen muchas formas diferentes de usar el efecto hidrofobo con el fin de adherirse
a substratos (Hilbert et al. 2003).

Una caracteristica importante de estudiar de los materiales es el patron

topografico, ya que se pueden presentar fisuras, grietas y rajaduras que pueden
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ser suficientemente grandes para contener las bacterias. La rugosidad de la
superficie es generalmente considerada como una posible causa de las grandes
discrepancias observadas entre las predicciones teodricas y las observaciones
experimentales de las bacterias en las superficies. En la literatura, hay opiniones
contradictorias sobre el efecto de las propiedades de superficie en el proceso de
adhesién bacteriana. Varios estudios han demostrado que existe una correlacién
positiva entre la adhesion y la rugosidad de la superficie mayor, mientras que
otros informan de que no correlacion entre las irregularidades superficiales y la
capacidad de las bacterias a adherirse. Este conflicto de opinion puede ser
debido al grado de rugosidad de la superficie estudiada, las especies bacterianas
ensayadas, los pardmetros fisicoquimicos dela superficie,y la técnica
de la utilizada para determinar la presencia de la célula en la superficie. Se ha
planteado la hipétesis de que las bacterias preferentemente se adhieren
a superficies mas asperas, por tres razones: una mayor superficie disponible para
la fijacion, la proteccion de las fuerzas de cizallamiento, ylos cambios
quimicos que causan preferenciales interacciones fisicoquimicas (Hilbert et al.
2003, Rosmaninho et al. 2007).

2.8. Recubrimiento de superficies inertes
Una de las estrategias mas utilizadas para evitar la adhesién de
microorganismos, agua u otros compuestos sobre superficies implica utilizar
polimeros sintéticos para recubrir la superficie de los materiales. Con esto se
reduce las posibles interacciones hidrofilicas entre las superficies y los posibles

contaminantes.

Estos recubrimientos, al evitar la adherencia sobre las superficies, buscan
reducir los problemas causados por los depésitos de sales, proteinas y grasas en
los equipos, ademas de que se previene la formacion de biopeliculas de bacterias.
Estos problemas como se ha mencionado son la reduccién en la trasferencia de

calor, el aumento en la presion en tuberias, formacion excesiva de hielo sobre las
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superficies, la corrosion de las superficies, entre otros (Zhao et al. 2005a; Cao et
al. 2009).

Los aspectos mas importantes para la adherencia son la energia libre y el
angulo de aproximacion de la particula hacia la superficie. Es en la energia libre
de la superficie donde interfieren los polimeros ya que las moléculas de estos son
altamente hidrofébicas y reducen la energia libre, y es la capa mas exterior la
encargada de dar la hidrofobicidad a la superficie, por esta caracteristica se
denominan superficies superhidrofobicas. Entre més hidrofilica sea la superficie se
favorece la adherencia, por lo que las superficies recubiertas muestran ciertas

propiedades antimicrobianas (Zhao et al. 2005b).

Son muchos los materiales utilizados en el recubrimiento de las
superficies, como el politetrafluoroetileno (PTFE) comUnmente llamado tefldn,
nanoparticulas de Ni-P (Zhao et al. 2005a); resinas de un polimero de acrilico
(estireno-butilmetacrilato-glicidilmetacrilato) (Cao et al. 2009); dimero de
alquilcetona (AKD), polipropileno (PP), trimetiimetoxisilano (TMMOS), entre otros
(Feng et al. 2002), siendo el aspecto mas importante para estos recubrimientos es

el tamafio de particula del polimero utilizado.

2.9. Pulido de acero
Los recubrimientos utilizados sobre las superficies de los equipos hechos
de acero presentan un problema que limita su uso, principalmente en equipos que
realicen trabajos que impliquen alguna presion. Este problema es que el
recubrimiento puede desprenderse y contaminar con residuos el producto, ademas
de que las zonas que quedan libres por el desprendimiento pueden ser atacadas
por las sustancias corrosivas propias del alimento u ofrecer proteccion para los

microorganismos y promover la formacion de biopeliculas (Zhao et al. 2005a).

Una alternativa para el recubrimiento es el pulido de la superficie, esto se

hace con el objetivo de reducir las imperfecciones y los defectos visibles. Esta
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técnica consiste en retirar una capa de metal de la superficie mediante una
operacion de abrasion, para lo cual se utilizan lijas de diferentes tamafios de
grano. El tamafio del grano utilizado dependera de que tan liso sea el acabado
requerido. Debido al tratamiento se pueden generar polvos finos que pueden

dafiar al operador o dejar residuos.

Si es necesario un terminado mas liso se puede realizar un proceso de
abrillantado, el cual consiste en frotar la superficie con liquidos, pastas o lijas de
granos mas finos. El resultado es una superficie finamente pulida y brillosa.
Debido al uso de pastas o liquidos este proceso puede dejar residuos toxicos que
pudieran ser trasferidos a los productos elaborados, por lo que se han
desarrollado técnicas alternativas de acabado que no dejen residuos peligrosos
(Van Hecke 2006).

Dentro de este tipo de acero el mas utilizado es el tipo 304, cuya
composicién es cromo 18-20%, niquel 8-11%, manganeso 2%, silicio 0.75%,
carbono 0.08% y otros con menos de 0.08%. Las caracteristicas mas importantes
es su alta resistencia a la corrosién y oxidacion debida al contacto con los
alimentos y por los detergentes utilizados en la limpieza y desinfeccion (Jullien et
al. 2002, Van Hecke 2006). Especificamente el acabado 2B ofrece la mejor
topografia de la superficie, ya que su bajo nivel de rugosidad en la superficie hace
a este acero muy higiénico y facil de limpiar, ademas de que se reduce la
adhesion de los microorganismos (Jullien et al. 2002).

2.10. Electropulido
Esta es una técnica de pulido que a diferencia de las mecanicas no utiliza
ljas o arenas para obtener superficies lisas, el electropulido esta basado en el
proceso de electrdlisis, dado por un flujo de corriente y una solucion electrolitica,
generalmente formada por una mezcla de acido fosférico y sulfarico. El acabado
va a depender de la intensidad de corriente y del tiempo de exposicion. El brillo

resultante depende de la eliminacion de las crestas y valles microscopicas, es

27



decir, depende de la reduccién de las microrugosidades (Chi-Cheng y Chi-Chang
2008).

A la mezcla de electrolisis se pueden adicionar otros elementos como
agua, glicerol, entre otros, con el objetivo de reducir los costos y evitar que se
formen depdsitos de iones metélicos sobre la superficie y se ve afectado el

resultado y se tengan zonas defectuosas (Jullien et al. 2002)

En la figura 6 se muestra el diagrama general de una celda electrolitica,
los elementos a resaltar es la mezcla electrolitica, el anodo es la pieza metalica a
pulir, el cdtodo puede ser otra pieza metalica, aunque es recomendable que sea

del mismo material que el anodo y la fuente de poder.

Fuente = a —— H,SO,/H,PO,

- Rejilla

Depésito

Catodo .
) Catodo
Pieza
(Anodo)
Calentador
(Kosmo¢ 2010)

Figura 6: Diagrama general de una celda electrolitica

En la figura 7 se pueden observar micrografias que muestran la reduccion
de las crestas y valles de la superficie del acero inoxidable, en comparacién con
una placa pulida. Jullien y colaboradores en el 2002, demostraron que el
terminado o grado de rugosidad de placas de diferentes tipos de acero es un
factor significativo para darle el estatus de higiénico, es decir, que entre menor sea

la rugosidad de la superficie sera mas higiénico el acero, es decir que las
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superficies mas lisas, ademas de aumentar la resistencia a la corrosién, son
menos susceptibles a alojar contaminantes y su limpieza y mantenimiento es mas

facil.

Figura 7: Micrografias de la superficie de placas de acero, A) placa de acero
inoxidable sin pulir; B y C) placas de acero inoxidable pulido, 100 y 10 ym
respectivamente; D y E) placas de acero electropulido, 100 y 10 um
respectivamente (Kosmac¢ 2010 y Jullien et al. 2002).

2.11. Disefo de experimentos

La finalidad de realizar un experimento es obtener conclusiones generales a
partir de las respuestas a determinadas condiciones experimentales. El disefiar
adecuadamente los experimentos es el factor con mayor importancia para que la
informacion sea confiable y las inferencias hechas a partir de esta informacion
sean confiables. Por otro lado la cantidad de informacion dependera del nimero
de experimentos realizados, aunque este numero dependera de los factores
econdémico, temporal, recursos materiales y técnicos, ente otros, por lo que el uso
racional de estos recursos permitira obtener la inferencia estadistica mas precisa
posible con el minimo coste.
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Es por esto que el disefio estadistico de experimentos se debe usar como
una metodologia que permite plantear distintas estrategias para seleccionar,
controlar, analizar e interpretar diferentes condiciones de estudio en un fenémeno
de una manera objetiva y sistémica (Castafio y Dominguez 2010). Los mejores
disefios seran aquellos que minimizan la varianza de los estimadores de los
parametros, lo cual es el objetivo final de un disefio de experimentos. Puesto que
no se pueden minimizar todas las varianzas simultdneamente se intenta
minimizarlas en algun sentido. En cada caso se tendra que definir cual es el
criterio estadistico mas apropiado, por lo que no se puede hablar de una formula
universal, por lo que se han desarrollado una amplia gama de disefios de

experimentos (Rodriguez Diaz 2001).

El proceso de planeacion de un disefio de experimentos contempla los
pasos de: 1) planteamiento del problema; 2) seleccién de los factores (variable de
la cual interesa estudiar su efecto), y los niveles (puntos especificos o intervalos
dentro de un factor); 3) seleccion de la variable respuesta; 4) plantear y efectuar el
disefio experimental; 5) andlisis de datos, y 6) plantear las conclusiones y
recomendaciones que resulten del analisis de los resultados (Castafio y
Dominguez 2010).

Se han desarrollado diferentes diseiios de experimentos, que pueden ser
utilizados segun la informacion que se desee, los factores que se analizaran o la
complejidad de las interacciones que haya entre los niveles, también es importante
tomar en cuenta el tiempo y los recursos técnicos y econdmicos disponibles para

la realizacion del experimento.

2.11.1. Disefio optimo de experimentos
El primer reporte que se tiene de estos disefios de experimentos es del afio
de 1918 cuando Kristine Smith propuso un criterio para la regresién polinomial, a
partir de este afio se han realizado un sinfin de modificaciones y optimizaciones,

debido a las ventajas que presenta. Este disefio de experimentos busca obtener a
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mayor informacién con el menor numero de experimentos, ademas de que esta
informacion debe tener la menor varianza posible. Estos disefios permiten estimar
pardmetros sin sesgos y con minima varianza, para lo cual requiere de un menor
namero de corridas experimentales, en comparacion con los demas disefios de

experimentos (Rodriguez Diaz 2001, L6pez y Ramos 2007).

Para plantear un disefio 0ptimo se debe empezar por la eleccion del modelo
de regresion, lo siguiente es determinar en qué condiciones experimentales, los
factores y sus niveles, se debe medir la respuesta. Después se debe elegir el
criterio de optimizacion, para obtener una mejoria en la calidad de la inferencia
estadistica con un bajo costo. Por ultimo se debe utilizar un algoritmo para el
calculo del disefio, para lo cual se cuenta con un gran numero de paquetes

estadisticos.

Las ventajas de estos disefios son:

e La posibilidad de utilizar criterios estadisticos combinados o compuestos, lo
que resulta en disefios razonablemente buenos desde varios puntos de vista,;

e Estos disefios pueden reducirse a tamafios de muestra bajos, con una mayor
utilidad y su célculo es alcanzable;

e Existe la posibilidad de calcular disefios restringidos o definir los limites del
dominio experimental, de modo que las condiciones de frontera no sean tan
extremas y por tanto sea factible su mediciébn en la préactica, estos limites
pueden estar dados por condiciones de seguridad o limitaciones técnicas;

e Mediante la estandarizaciébn de los criterios se corrige el problema de
invariancia con respecto a cambios de escala y proporciona disefios eficientes
para todos los parametros del modelo (Rodriguez Diaz 2001);

e Reduccion en los costos de experimentacion;

e Entre otras.
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Las limitaciones son:
Estos disefios son “modelo dependientes”, es decir, es necesario elegir
previamente el modelo;
El disefio es 6ptimo de acuerdo a un criterio, que depende de los objetivos del
estudio estadistico y podria ser un “mal’ disefio para los demas criterios;
Se da el caso de que los disefios obtenidos exigen tomar observaciones
extremas;
Algunos criterios no son invariantes para cambios de escala, lo que significa
darle una importancia desmedida a algunos parametros con respecto a otros;

Entre otros (Rodriguez Diaz 2001).
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar un proceso de limpieza y desinfeccion utilizando agua electrolizada
alcalina y neutra sobre acero inoxidable con y sin modificacion superficial como

modelos de las superficies utilizadas para el procesamiento de productos lacteos.

OBJETIVOS PARTICULARES

g Modificar, mediante un electropulido, y caracterizar la superficie del acero
inoxidable del tipo 304 acabado 2B.

s> Evaluar la actividad antimicrobiana del AE neutra sobre una mezcla de tres
microorganismos en caldo.

s Evaluar la capacidad de adhesion de una mezcla de microorganismos
sobre una superficie de acero con y sin modificacion superficial.

s Evaluar un procedimiento alternativo de limpieza, usando un disefio
experimental utilizando AE alcalina en tres concentraciones de cloro
residual total, tres tiempos de contacto, tres temperaturas con y sin
modificacion superficial, seguido de un tratamiento de sanitizacion con AE
neutra.

s> Determinar las condiciones mas eficientes para la remociéon de los
microorganismos adheridos sobre la superficie de acero inoxidable con y

sin modificacion superficial
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4. METODOLOGIA

4.1. Electropulido de placas de acero inoxidable 304-2B

Para realizar el electropulido se siguidé la metodologia propuesta en la
norma de la ATM B916 del 2002 con modificaciones personales hechas por el Ing.
Monreal en 2011. El procedimiento comienza con un desengrasado por inmersion
en una solucion de sosa al 6%, durante 5 minutos a una temperatura de 70°C, la
placa de acero se retira de la solucidén alcalina y se enjuaga con agua comdun.
Después del desengrasado se realiza un activado de la superficie con acido
clorhidrico al 5% a temperatura ambiente durante 30 segundos, este activado se
realiza para retirar la capa de oxido formada de forma natural en la superficie del
acero que lo protege de la accion del oxigeno y acidos que estan en contacto con

las superficies. El exceso de acido se retira con agua comun.

El electropulido se realiza en una cadmara electroquimica, la placa a pulir se
conecta al electrodo positivo (dnodo) y al electrodo negativo (catodo) se conecta
una pieza metélica cualquiera, generalmente se utiliza una pieza del mismo
material. La densidad de corriente debe estar entre 20 y 37 Amp/dm2 y se debe
estimar toda el rea de la pieza para que la corriente sea homogénea. Para las
piezas con las que se trabajaron el proceso se realiz6 a una intensidad de

corriente de 2.5 Amp, durante 6 minutos y a una temperatura de 80°C.

Después del electropulido es necesario realizar un pasivado de la
superficie, para favorecer la formacién de una capa de oxido sobre la superficie,
esto se realiza sumergiendo la placa en una solucion de acido nitrico al 30% a una
temperatura de 71°C durante 20 minutos. El exceso de &cido se retira con agua

comun y se seca la placa.

4.2. Conservacién de microorganismos
En este trabajo se utilizaron las siguientes bacterias: Enterococcus faecalis,

Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, estos microorganismos se
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cultivaron bajo las condiciones optimas para cada uno (Tabla 3) y en un medio de
cultivo nutritivo (caldo soya tripticaseina), para favorecer su crecimiento y asegurar

cuentas altas.

Tabla 3: Condiciones de cultivo de los microorganismos utilizados

Microorganismo  Temperatura (°C) Tiempo (horas) Medio de cultivo
E. faecalis 30 24
Caldo agar soya
M. luteus 30 o )
_ tripticaseina
P. aeruginosa 37 24

Para la conservacién de los microorganismos se utilizan chaquiras de
vidrio, y se lavan con una solucion de &cido clorhidrico, para neutralizar la
alcalinidad propia del vidrio. Se enjuagan las chaquiras con agua destilada hasta

pH neutro. Se esterilizan en seco.

Por otro lado se prepara un cultivo, bajo condiciones éptimas, de cada
microorganismo, para posteriormente inocular en un tubo inclinado con agar soya-
tripticaseina (AST), después del tiempo de incubacién respectivo se realiza una
suspensién del microorganismos con una mezcla 1:1 de leche descremada 20%

p/v y glicerol al 20%v/v.

Se colocan aproximadamente 30 chaquiras estériles en un vial estéril y se
vierte la suspension microbiana, se agita para que todas las chaquiras se cubran
con esta y se colocan chaquiras en cada microtubo estéril. Los microtubos se
almacenan en ultracongelacion a -70°C (Gherna 1994).

4.3. Mezcla de microorganismos
Para realizar la mezcla de los microorganismos se toma un microtubo de
las conservas de cada cultivo y se activa por separado en 10 ml caldo soya-
tripticaseina (CST) a las condiciones oOptimas para cada uno. La mezcla de

microorganismos se prepara con 1ml del CST de cada cultivo, el cual se centrifuga
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a 4000 rpm por 4 min, el precipitado se lava con solucién salina (SS) al 0.85% y se
centrifuga bajo las mismas condiciones. El precipitado se resuspende en el mismo
volumen de SS y se mezclaron en el mismo tubo, este tubo se agita para

homogeneizar la mezcla.

4.4. Capacidad antimicrobiana del AE neutra

Para determinar la capacidad antimicrobiana del AE neutra (Desy®) se
pone en contacto la mezcla de microorganismos (alrededor de 10° UFC/mL) a
diferentes tiempos (30, 90 y 180 s) con una solucion a diferentes concentraciones
de cloro residual (5,10, 20, 30 y 40 ppm). En un tubo con 9 ml de la solucién de AE
neutra se coloca un mililitro de la mezcla de microorganismos, de acuerdo a los
tiempos de contacto correspondiente. Se toma un mililitro y se traspasa a un tubo
con 9 ml de buffer de neutralizacion (Difco, fosfato monobéasico de potasio,
tiosulfato de sodio y arilsulfonato), se deja actuar por 30 segundos para después
realizar diluciones decimales seriadas en SS. Las células supervivientes al
tratamiento con AE neutra (Desy ®) se pueden determinar por la técnica de Miles-
Misra en AST o extensién en superficie, las cajas se incuba a 30°C por 24 horas
independientemente de la técnica de conteo.

4.5. Capacidad de adhesion de la mezcla de microorganismos sobre la
superficie de acero

Las placas de acero estériles (180°C por 2 h) se pre-acondicionan con 400

ML leche cruda, este volumen se extiende con un hisopo estéril para cubrir toda la
superficie, se deja secar por 10 min en la campana de flujo laminar. Después de
este tiempo se colocan dos inoculos 400 pyL de la mezcla de microorganismos
(alrededor de 10° UFC/mL), después de cada uno se deja secar 15 y 30 min
respectivamente (Walker et al. 2005b, Jullien et al. 2002). La recuperacion de
células se realiza con dos hisopos estériles hUumedos con SS, uno por cada mitad
de la placa, la placa se frota en cuatro direcciones (vertical, horizontal y dos
diagonales) para recuperar la mayor cantidad de células. Los hisopos se colocan
en un tubo con 10 mL de SS, el cual se agita en el vortex por 1 min,

posteriormente se realizan las diluciones decimales seriadas necesarias. El
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recuento de células recuperadas se lleva a cabo en AST después de 24 horas de

incubacion.

4.6. Proceso de lavado y desinfeccion con AE alcalinay AE neutra

Placas de acero inoxidable se inoculan de acuerdo con metodologia
descrita en (4.4). Después del segundo secado del inéculo se realiza un enjuague
con agua destilada estéril, posteriormente se lleva a cabo el proceso de lavado,
para el cual se sumerge la placa de acero en 400 mL de AE alcalina, a la
concentracion correspondiente, y se deja el tiempo indicado para cada tratamiento
en el diseflo experimental. Posteriormente, se coloca la placa en otro recipiente
para la etapa de desinfeccion usando 400 mL de AE neutra (Desy ®) diluida a una
concentracion de 40 ppm de cloro residual total, esta etapa de desinfeccion se
efectia por 3 min. Para neutralizar la accion del cloro se enjuaga la placa con 15
mL de amortiguador neutralizante. La recuperacion de células y recuento se

realiza como en el apartado anterior.

4.7. Disefio Optimo de Experimentos
Tabla 4. Disefio del experimento

Niveles
Factores 1 0 1
Tiempo de exposicion (min) 10 20 30
Concentracion de AE
. 100 200 300
alcalina (ppm)
Temperatura (°C) 30 40 50
Modificacion superficie Sin Con

37



Tabla 5: Tratamientos del disefio éptimo (16 tratamientos y 2 réplicas)

Tratamiento Tiempo Concentracion Temperatura Modificacion
1 10 100 40 Sin
2 20 100 50 Sin
3 30 300 30 Con
4 10 100 30 Con
5 30 100 50 Con
6 10 300 30 Con
7 30 300 50 Con
8 30 100 30 Sin
9 10 100 30 Con

10 10 300 30 Con
11 20 200 40 Con
12 30 300 30 Con
13 10 100 40 Sin
14 30 300 50 Con
15 10 200 30 Sin
16 30 100 50 Con
17 10 100 30 Con
18 30 200 50 Sin
19 20 300 30 Sin
20 20 300 30 Sin
21 20 100 50 Sin
22 10 300 50 Sin
23 30 300 40 Sin
24 10 200 30 Sin
25 20 100 50 Sin
26 10 100 50 Con
27 30 300 50 Con
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Tabla 5: Continuacion

Tratamiento Tiempo Concentracion Temperatura Modificacion
28 10 300 50 Sin
29 30 100 30 Sin
30 10 300 30 Con
31 10 300 50 Con
32 30 200 50 Sin
33 30 300 30 Con
34 20 300 30 Sin
35 10 200 30 Sin
36 30 100 50 Con
37 10 300 50 Con
38 10 100 50 Con
39 30 300 40 Sin
40 20 200 40 Con
41 30 200 50 Sin
42 10 100 50 Con
43 20 200 40 Con
44 30 100 30 Sin
45 10 300 50 Sin
46 30 300 40 Sin
47 10 100 40 Sin
48 10 300 50 Con

Se considera como unidad experimental a las placas de acero pre-
acondicionadas con leche cruda de vaca, inoculada con una mezcla de bacterias.
La variable respuesta es la poblacion microbiana remanente por centimetro

cuadrado, y las unidades seran UFC/cm?.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1. Electropulido de placas de acero inoxidable 304-2B
Las placas electropulidas (Figura 8), no presentan defectos notables a
simple vista, ademas de que la superficie se ve mas brillante en comparacion con
las placas que no fueron sometidas a este procedimiento. La superficie
electropulida ademas se ve mas brillante, o cual es un indicativo de que la

rugosidad es menor.

Figura 8: Placas electropulidas, A) antes del procedimiento de electropulido,

B) Después del proceso de electropulido

Para comprobar lo observado se analiz6 la superficie de las placas
mediante una microscopia de fuerza atébmica (Figura 7 A y B). Esta técnica de
microscopia proporciona imagenes tridimensionales en una escala nanométrica,
mediante la medicién de fuerzas atomicas entre la superficie y una sonda a una
distancia muy corta (0.2-10 nm). En las micrografias se pueden observar las
imagenes tridimensionales, en donde las zonas que se observan de un color
blanco o amarillo claro estdn mas altas en comparacién con las zonas mas
oscuras. Para las placas pulidas se observa una alta heterogeneidad en la
superficie, ya que se observa una gran diferencia de alturas entre las crestas y

valles, en contraste las placas electropulidas presentan una alta uniformidad en lo
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que respecta a la superficie, es decir que no presenta diferencias importantes

entre las crestas y valles.

Por otro lado, el equipo utilizado grafica un histograma (Figura 7 C y D)
para visualizar de una forma mas sencilla la rugosidad promedio de la superficie.
En estos histogramas se puede observar que las placas que solo tienen el
acabado de pulido normal para este tipo de acero inoxidable tienen una amplia
distribucion en cuanto a la rugosidad de la superficie, mientras que para las placas
electropulidas se observa que esta rugosidad tiene una menor distribucién, es
decir que es mas homogénea y no presenta irregularidades importantes en la

superficie.

500 1000 1500 2000

ulahA1id Kl

0 100 200 300

FRURINTA FINI

Figura 9: Micrografia de Fuerza atémica de placas de acero inoxidable, A) placa
pulida; B) placa electropulida; C) histograma de rugosidad promedio de placas

pulidas; D) histograma de rugosidad promedio de placas electropulidas

4



En las microscopias de fuerza atdmica ademés de las claras diferencias
gue se observan en cuanto a la homogeneidad de la superficie, es importante
resaltar la diferencia en las escalas, ya que en la imagen no es apreciable. La
micrografia de la placa pulida (figura 9 A) esta en micrémetros (um) y va desde 0.0
a 0.9 y para las placas electropulidas (figura 9 B) esta en Amstong (A) y va desde
0 a 300. Esta diferencia nos da otra idea de la diferencias en la superficie después

del procedimiento de electropulido.

La rugosidad promedio para las placas de acero inoxidable bajo de 32.7 nm
a 2.16 nm, lo que representa una disminucion de mas del 90% de la rugosidad
superficial. Jullien y colaboradores en 2002, mencionan que una superficie mas
lisa es mas facil de limpiar ya que no ofrece una proteccion fisica a las esporas de
B. cereus, por tanto podria decirse que es mas higiénica ya que es mas facil de
limpiar, ademas mencionan que del acero inoxidable 304 con acabado 2B hay una
adhesion ligeramente mayor en comparacion con la superficie electropulida, esta

diferencia no es estadisticamente significativa.

Chi Cheng y Chi Chang en el 2008 utilizando una mezcla de acidos
fosforico y sulfurico, y glicerol redujeron la rugosidad promedio de 44.7 nm a 7.3
nm, lo que representa una reduccion de alrededor del 85%. Estos autores
mencionan que el factor con mas relevancia durante el electropulido es el tiempo
durante el cual se realiza el electropulido, con menor significancia se encuentran la
densidad de corriente por area y la temperatura a la cual se realiza el proceso. Si
se deja por mucho tiempo el metal a pulir dentro de la mezcla electrolitica el metal
se desgasta y comienzan a aparecer imperfecciones en la superficie por el
desgaste excesivo. Estas imperfecciones son notorias a simple vista y se ven
como picaduras sobre la superficie, que ademéas de disminuir el brillo de la
superficie podrian ofrecer nichos protegidos y la posterior formacion de depdsitos

de minerales, proteinas o biopeliculas bacterianas.
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5.2.  Mezcla de microorganismos
Después de realizar las conservar en chaquiras de vidrio se realiz6 una
activacion de una conserva para comprobar la pureza. Pasado el tiempo de
incubacion se pudo observar una sola morfologia colonial en las cajas. Estas
observaciones se verificaron con una tinciéon de Gram para cada microorganismo,
observandose una sola morfologia celular, asi como el Gram especifico para cada
microorganismo. En la figura 10 se observan los cultivos puros para cada

microorganismo.

\.

Figura 10: Cajas con cultivo puro de A) E. faecalis; B) M. luteus; C) P. aeruginosa

Para determinar la poblacion microbiana de la mezcla se activd otra
conserva, a las condiciones Optimas para cada bacteria, después de la activacion
de los cultivos se realiz6 un recuento por separado para cada cultivo, por la
técnica de Miles-Misra, los conteos fueron:
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. 34 UFC {103
E. faecalis: (—)

20 uL \1mL

P. aeruginosa:

30 UFC(
20 ul

7 UFC (103
M. luteus: (—)
20 uL \1mL

1mL

=1.7x10° UFC/mL
) = 1.5x10° UFC/mL

= 3.5x10" UFC/mL

Después de realizar la mezcla, el conteo de microorganismos fue de

18x107 UFC_
0.02 mL

= 9x10° UFC/cm?. El nivel de inéculo en la mezcla es alto, debido al

tiempo de incubacién de los cultivos y a que los microorganismos aun se

encuentran en la fase logaritmica de la curva de crecimiento, esto de acuerdo con

observaciones anteriores. A pesar de que el M. luteus no tenia un crecimiento al

nivel de los otros dos microorganismos no se dio una dilucién en la mezcla.

5.3. Capacidad antimicrobiana del AE neutra

Los resultados para la capacidad bactericida se muestran en la tabla 6,

para su mejor visualizacion se muestra también esta informacion en la figura 11.

Tabla 6: Actividad antimicrobiana del AE neutra (Desy®) sobre la mezcla de

microorganismos a diferentes tiempos de exposicion

Concentracién  Tiempo de Log Concentracién T(I:?)Ttg?:to(l)e Log
(ppm) contacto (s) UFC/mL (ppm) (s) UFC/mL
0 7.6 0 7.6
30 7.1 30 0.0
Control 20
90 7.3 90 0.0
180 7.1 180 0.0
0 7.6 0 7.6
30 7.3 30 0.0
5 30
90 2.9 90 0.0
180 0.0 180 0.0
0 7.6 0 7.6
30 0.0 30 0.0
10 40
90 0.0 90 0.0
180 0.0 180 0.0
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Figura 11: Capacidad antimicrobiana del AE neutra (Desy®) sobre la mezcla de

microorganismos a diferentes tiempos.

Se observa que el control mantiene un nivel casi constante a lo largo del
experimento. El tratamiento con 5 ppm de cloro residual total muestra una
disminucién lenta, en comparacion con las otras concentraciones, a los 30
segundos no tuvo una reduccion significativa (p> 0.05) en comparacion con el
control, a los 90 segundos se presento una reduccion de alrededor de 4 logaritmos
y a los 180 segundos la poblacion estaba por debajo del limite de deteccion del
método empleado. A partir de la concentracion de 10 ppm de cloro residual total
se observa que una reduccion significativa (p> 0.05), es decir que la reduccién fue

mayor los 7 logaritmos desde los 30 segundos.

El proceso de desinfeccion con AE neutra, ya se ha estandarizado en
trabajos anteriores, y se utilizan 40 ppm de cloro residual total; con estos
resultados queda demostrado que esta concentracion estd por encima de la
concentracion necesaria para tener una reduccion significativa en la poblacién de
la mezcla utilizada en el trabajo. La razén por la cual no se utiliza una

concentracion mas baja (10, 20 o 30 ppm de cloro residual total), durante la
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desinfecciébn es porque la materia organica de la leche puede interferir en la
efectividad del AE neutra. Estos resultados concuerdan con lo mostrado por
Ayebah y colaboradores en el 2005 y 2006, estos autores sostienen que ante la
presencia de materia organica disminuye el potencial Redox y la concentracion de
cloro residual, con lo que la actividad bactericida disminuye conforme aumenta la
concentracion de materia organica en el medio. También demuestran que la

actividad aumenta directamente al aumentar el tiempo de exposicion.

Se realiz6 una comparacion del AE neutra de Desy® con una muestra de
AE neutra del departamento de electroquimica de la unidad de CIDETEQ del
estado de Querétaro, se trabajo bajo las mismas condiciones y los resultados se
muestran en la tabla 7 y en la figura 12. Se puede observar que a los 30 segundos
de contacto con el AE neutra del CIDETEQ sobre la mezcla de microorganismos

hay una disminucion significativa (p>0.05) de alrededor de 6 ciclos logaritmicos,

para los tiempos de contacto restantes la reduccion fue hasta por debajo del limite
de deteccion del método. En base a estos resultados se puede decir que el AE
neutra del CIDETEQ tiene una mayor actividad contra la mezcla de
microorganismos, esta diferencia se puede atribuir al potencial Redox o a la

concentracion de otros agentes oxidantes ademas del cloro residual.

Tabla 7: Actividad antimicrobiana AE neutra (CIDETEQ) sobre la mezcla de
microorganismos a diferentes tiempos de exposicion

Tiempo de

Concentraciéon  Tiempo de Log Concentracion contacto Log
(ppm) contacto (s) UFC/mL (ppm) (s) UFC/mL
0 8.7 0 8.7
30 8.0 30 0.0
Control 20
90 8.0 90 0.0
180 7.9 180 0.0
0 8.7 0 8.7
30 2.2 30 0.0
5 30
90 0.0 90 0.0
180 0.0 180 0.0
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Tabla 7: Continuacién

Tiempo
Concentracion  Tiempo de Log Concentracion de Log
(ppm) contacto (s) UFC/mL (ppm) contacto UFC/mL
(s)
0 8.7 0 7.6
30 0.0 30 0.0
10 40
90 0.0 90 0.0
180 0.0 180 0.0
10 -
C
8 *— —e
NE 6 - ——e—— Control
S o 5 ppm
5 ——-v—— 10 ppm
2 4 - — =4 —-- 15 ppm
- — - — 20 ppm
— —0—— 30 ppm
2 o
O i T . D T T D
o] 30 60 90 120 150 180

Tiempo (s)

Figura 12: Capacidad bactericida del AE neutra (CIDETEQ) sobre la mezcla de

microorganismos a diferentes tiempos.

Los resultados mostrados por el AE neutra de ambas fuentes concuerdan
con lo observado por Arevalos-Sanchez y colaboradores en el 2012, estos
investigadores prueban este nuevo agente antimicrobiano contra L.
monocytogenes Scott A, a los 30 segundo de contacto con el microorganismo el

AE neutra Desy® y a una concentraciéon de 20 ppm de cloro residual, logro una
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reduccion en la poblacion de L. monocytogenes mayor a los 6 logaritmos, a una
temperatura de 30°C. Si esta temperatura disminuye (4°C) el tiempo de contacto
necesario. A una concentracion de 15 ppm de cloro residual la reducciéon fue

menor para el mismo tiempo.

Para el presente estudio la concentracion de cloro residual necesario para
una reduccion fue menor, 10 ppm para ambas AE neutras, esto podria ser por la
sensibilidad de los microorganismos a las especies reactivas. Otra razén para esta
diferencia seria la presencia de las sustancias poliméricas extracelulares que dan

una proteccion extra a la célula.

5.4. Capacidad de adhesion de la mezcla de microorganismos sobre la
superficie de acero

Fue necesario estandarizar este procedimiento, de acuerdo a lo reportado

por Walker y colaboradores en el 2005. Los cambios realizados fueron debido a

inicialmente no se logré recuperar a los microorganismos adheridos a la superficie,

las modificaciones realizadas fueron un preacondicionamiento con leche cruda y

se utilizar dos hisopos en lugar de uno para la recuperacién de células de la

superficie.

Se realizaron dos experimentos independientes para determinar la
capacidad de adhesion sobre la superficie de acero, los resultados se muestran en
la tabla 8.

Tabla 8: Poblacion microbiana recuperada de la superficie de acero
preacondicionado (pruebas preliminares)

Experimento Placa 1 (UFC/cm?) Placa 2 (UFC/cm?)
Primero 1.5x10* 2.2x10*
Segundo 7.3x10* 1.2x10*
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Los tratamientos del disefio experimental se realizaron en lotes de cuatro a
la vez por lo que se necesito incluir controles sin tratamiento para cada grupo. Los
controles también nos ayudan a verificar la adhesién de los microorganismos
sobre la superficie, estos resultados se muestran en la tabla 9 y graficamente en la

figura 13.

Tabla 9: Poblacion microbiana recuperada de la superficie de las placas de acero

inoxidable

Controles sin tratamiento Placas pulidas Placas electropulidas

1 3.8 4.1
2 3.1 4.4
3 3.7 4.5
4 3.6 4.3
5 3.9 4.1
6 3.6 4.5
7 3.1 4.0
8 3.8 4.6
9 3.9 4.0
10 3.8 4.4
11 3.4 4.2
12 3.6 4.3

La concentracion de células de la mezcla es de alrededor de 10° UFC/mL,
si se toma en cuenta el inoculo y el area en la cual es extendido esta
concentracion es de alrededor de 10° UFC/mL. Las células recuperadas de las
placas estan alrededor de 10* UFC/mL, esta diferencia se puede deber a que la
topografia de la superficie dificulta la recuperacion de las mismas, otra causa
puede ser la técnica de recuperacion. Esta técnica de recuperacion por frotacion
con hisopo fue estandarizada en el laboratorio, ademas para el experimento es la

técnica adecuada.
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Figura 13: Poblacién microbiana recuperada de las superficies pulida y sin pulir de

acero inoxidable preacondicionada con leche cruda

Hilbert y colaboradores en el 2003 concluyen que la rugosidad de la
superficie no afecta a la remocion de las células adheridas ni a la resistencia del
material a la corrosion de la misma.

Estos resultados concuerdan con lo observado en este trabajo, ya que hay
una diferencia significativa (p>0.05) entre las poblaciones para las placas pulidas
en comparacion con las electropulidas. Se observa que para las placas de acero
electropulidas se tiene una recuperacion mayor en comparaciéon con las placas
pulidas, lo cual se puede atribuir a la rugosidad de la superficie y debido a la
presencia de microirregularidades en la topografia se pueden crear nichos

protegidos para las células, con lo que se dificulta se recuperacion.

5.5. Disefio experimental 6ptimo
En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para los tratamientos
del disefio experimental 6ptimo y sus réplicas. Estos resultados se analizaron con

el programa estadistico JMP 5.0.1.
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Debido a las limitaciones de control de temperatura en incubadoras
diferentes, se realizaron 4 tratamientos al dia, ademas de los controles para cada

tipo de superficie (placas pulidas y electropulidas).

Tabla 10: Tratamientos del disefio 6ptimo y variable respuesta

Tratamiento Tiempo Concentracién Temperatura Modificacién UFC/cm?

1 10 100 40 Sin 5
2 20 100 50 Sin 3
3 30 300 30 Con 1
4 10 100 30 Con 1
5 30 100 50 Con 4
6 10 300 30 Con 1
7 30 300 50 Con 6
8 30 100 30 Sin 5
9 10 100 30 Con 3
10 10 300 30 Con 2
11 20 200 40 Con 12
12 30 300 30 Con 4
13 10 100 40 Sin

14 30 300 50 Con 6
15 10 200 30 Sin 17
16 30 100 50 Con 8
17 10 100 30 Con 4
18 30 200 50 Sin 7
19 20 300 30 Sin 2
20 20 300 30 Sin 2
21 20 100 50 Sin 4
22 10 300 50 Sin 5
23 30 300 40 Sin 1

N
IS

10 200 30 Sin

[y
SN
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Tabla 10: Continuacion

Tratamiento Tiempo Concentracién Temperatura Modificacién UFC/cm?
25 20 100 50 Sin 2
26 10 100 50 Con 6
27 30 300 50 Con 7
28 10 300 50 Sin 6
29 30 100 30 Sin 1
34 20 300 30 Sin 4
35 10 200 30 Sin 13
36 30 100 50 Con
37 10 300 50 Con
38 10 100 50 Con
39 30 300 40 Sin
40 20 200 40 Con 17
41 30 200 50 Sin
42 10 100 50 Con
43 20 200 40 Con 14
44 30 100 30 Sin 4
45 10 300 50 Sin 4
46 30 300 40 Sin 1
47 10 100 40 Sin 3
48 10 300 50 Con 6

Es necesario verificas que los resultados para los tratamientos y sus

replicas no estdn muy dispersos y que la variacion entre ellos sea pequefia. Para

esto se realiz6 una grafica (Figura 14), donde se agruparon los tratamientos y sus

replicas, de la cual se puede concluir que entre los datos obtenidos, para cada

tratamiento y sus replicas no hay una variabilidad importante, por lo que se

procedié a analizar los datos con el programa estadistico.
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Figura 14: Resultado de los tratamiento y sus replicas

El andlisis de residuales (Figura 15), es otra herramienta que ayuda a
verificar si los datos presentan tendencias 0 sesgos que pudieran interferir en el
andlisis estadistico, haciendo poco confiable las inferencias resultantes. Para este
caso esta grafica de residuales muestra que no hay una tendencia en los datos
anormal, es decir que todos se encuentran dentro de un area no muy alejada de la

media, por lo tanto los datos son confiables desde este punto de vista.
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Al realizar el analisis estadistico se observa que el modelo es significativo

con un valor de significancia de p< 0.05 y con una R? de 0.8606. El modelo
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tampoco muestra carencia de ajuste, como se observa en la figura 16. Estos
resultados ofrecen la certeza necesaria como para que las inferencias estadisticas

realizadas a partir del modelo van a ser confiables.

Analysis of Variance
154 g e ' Sum of
e Source DF  Squares Mean Square  F Ratio
© R ] Model 13 679.44024 522646 161488
2 104 . - Error U 11003893 32364 Prob>F
£ L CToial 47 78947917 <0001*
= Lack Of Fit
[&] T L RIREREREEEEEEE
- Sum of F Ratio
A Source DF Squares Mean Square  3.1372
. PRE Lack Of Fit 2 18.03893 901946  Prob=F
0 ' 5 "0 15 Pure Error 32 92.00000 287500 0.0570
CFU/cm? Predicted P<.0001 TotalBmor 34 11003893 Max RSq
RSg=0.86 RMSE=1.799 0.8825

Figura 16: Analisis de varianza del disefio éptimo

Los factores principales que tienen significancia estadistica (Figura 17), son
el tiempo, la concentracion de AE alcalina y la modificacién superficial, ademas de
las interacciones dobles tiempo-modificacién y temperatura-modificacion. El

término cuadratico de la concentracién también tiene significancia estadistica.

'| Effect Tests
Sum of

Source Nparm DF Squares FRatio Prob>=F
Time 1 1 26.05731 2.0512 0.0076*
Concentration 1 1 45 64889 141047 0.0006*
Temperature 1 1 0.03988 0.0123 09123

Modification 1 1 36.07655 11.1470 0.0021*
Time*Concentration 1 1 9.90830 3.0615 0.0882

Time*Temperature 1 1 0.39479 0.1220 0.7290

Time*Modification 1 1 78.24957 241777 =0001*
Concentration*Temperature 1 1 1272812 3.8328 0.0555

Concentration*Modification 1 1 0.10164 0.0314 0.8604
Temperature*Modification 1 1 G67.98043  21.0047 =0001*
Time*Time 1 1 428639 1.3244 0.2578

Concentration*Concentration 1 1 313.92928 96.9984 = 0001*
Temperature*Temperature 1 1 11.94990 36923 0.0631

Figura 17: Efectos significativos del disefio optimo
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Tomando los factores significativos se puede armar el modelo para este

disefio 6ptimo, el cual es:

y = -0.0007X,% + 0.137X3X4 + 0.149X1X4 + 0.924X4 -0.012X, — 0.089X; + 17.436

De donde X1 es el tiempo de exposicion (10, 20 o 30 minutos); X2 es la
concentracion del AE alcalina (100, 200 o 300 ppm); X3 es la temperatura del
lavado con el AE alcalina (30, 40 o 50°C); y X4 es la modificacion superficial, sin
modificacién o con modificacién superficial (electropulido). La variable respuesta
(y) es el nimero de UFC por centimetro cuadrado después del lavado y

desinfeccion.

La interpretacién de estos resultados es complicada por la significancia de
los factores principales y de algunas interacciones dobles, por lo que se analizaron
las curvas de superficie respuesta, las cuales ofrecen informacién del cambio de la
respuesta por la interaccion entre dos factores a la vez. Dado que el factor de
modificacion es significativo se tienen que analizar las curvas por separado para
cada nivel de este factor, es decir se analizaron las curvas de cada una de las
interacciones dobles para las placas pulidas y para las placas electropulidas por

separado.

En la figura 18 se muestran las graficas de superficie respuesta para las
placas pulidas. Para la curva de tiempo-concentracién (Figura 18 A) se observa
que la respuesta cae disminuye mas rapido en el eje de la concentracién,
comparado con la caida en el eje del tiempo. El punto de mayor respuesta para
estos dos factores es 22 minutos y 200 ppm de AE alcalina. El intervalo donde se
tiene una respuesta muy cercana a la mejor es de 16 a 28°C minutos y de 179 a
218 ppm de AE alcalina.

Para la interaccion de tiempo-temperatura (Figura 18 B) se observa que

disminucion en ambos ejes no es tan pronunciada, como en el caso anterior. Las
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coordenadas del punto donde la respuesta es mejor es de 22 minutos y 45°C, el
intervalo donde la respuesta no se aleja de este punto es entre los 16 a 30
minutos y de 38 a 50°C. En cuanto a la grafica de Temperatura-concentracion el
intervalo de la temperatura es amplio, lo cual coincide con lo observado en la
grafica, este intervalo va de 37 a 52°C. En el eje de la concentracién el intervalo
donde la respuesta esta cerca es mejor es de entre 165 a 230 ppm de AE alcalina.
Los valores en los cuales se da la mejor respuesta son, para la temperatura 45°C

y para la concentracion 198 ppm.
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Figura 18: Graficas de superficie respuesta para las placas pulidas, A) Tiempo-

concentracion; B) Temperatura-concentracion; C) Tiempo-temperatura.
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Si se juntan los intervalos para las tres curvas de superficie repuesta para
las placas pulidas se obtiene un intervalo donde la respuesta no esta alejada de
mejor tratamiento y el tratamiento donde se predice la mejor respuesta para la
limpieza y desinfeccion de las placas pulidas. EI mejor tratamiento para las placas
sin pulir esta definido por los valores de 22 minutos, 200 ppm de concentracion de
AE alcalina y 45°C. Aun cuando no sea posible trabajar bajo estas condiciones, es
posible usar las condiciones mas cercanas sin sacrificar tanto la respuesta, y
estan dados por los intervalos antes mencionados, los cuales van de 20 a 28
minutos; de 179 a 218 ppm de AE alcalina; y de 38 a 50°C para las placas de
acero inoxidable 304-2B.

Las graficas para las placas electropulidas se presentan en la figura 19,
donde la grafica de Tiempo-concentracion (Figura 19 A), muestra que la caida de
la curva sobre el eje del tiempo tiene una caida mas suave, en comparacion con la
caida del eje de la concentracién. Se puede interpretar como que el tiempo es
menos sensible a los cambios, en comparacion con la concentracion. El punto en
el que se da la mejor respuesta estd dado por las siguientes coordenadas: 5
minutos y 206 ppm de AE alcalina. En la grafica de Tiempo-temperatura (Figura
19 B) se observa que los dos factores muestran una pendiente suave en ambos
ejes, las mejores condiciones estan definido por los siguientes valores: 5 minutos y
37 °C para el tiempo y la temperatura. En el caso de la grafica de Temperatura-
concentracion (Figura 19 C) la pendiente de esta curva, para el eje de la
concentracion es mayor en comparacion de la que muestra el eje de la
temperatura. El punto 6ptimo para esta interaccion esta en las valores de 36°C y
201 ppm de AE alcalina. El intervalo de estos valores en los cuales se pueden
mover sin menosprecio de la respuesta son, para la temperatura de 31 a 41°C y

para la concentracion entre 179y 222 ppm.

Los valores que determinan el mejor tratamiento son 5 minutos; 203 ppm de

AE alcalina a 37°C. Este tratamiento puede moverse en los intervalos dados por
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los siguientes valores, para el tiempo de 2 a 8 minutos; para la concentracion de
195 a 214 ppm; y para la temperatura de 32 a 40°C.
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Figura 19: Graficas de superficie respuesta para las placas electopulidas,

A) Tiempo-concentracion; B) Tiempo-temperatura; C) Temperatura-concentracion

Para verificar que el disefilo es aceptable y que predice los resultados
adecuadamente se realiz6 una grafica con tres ejes (Figura 20), dos estan
definidos por los factores principales y el tercero es la variable respuesta. Para las
placas pulidas (Figura 20 A) se observa que la zona predicha por el modelo esta
alejada de la zona donde la poblacién microbiana en UFC/cm? es alta y por tanto
esta cerca de los tratamientos donde la reduccion fue mayor. El grafico para las

placas electropulidas (Figura 20 B) muestra lo mismo que la grafica anterior, es
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decir que la zona predicha por el modelo esta alejada de los tratamientos con una
reduccion menor. Con esto se puede concluir que el modelo se ajusta a los

resultados y lo predicho por este es confiable.

= ‘ o \ 6 Tme Mejor respuesta
- respuesta \_—15

Figura 20: Grafica 3D para las placas de acero inoxidable A) pulidas; y B)
electropulidas

Para confirmar los resultados se realizaron pruebas confirmatorias (Tabla
11), para esto se llevaron a cabo los dos mejores tratamientos, obtenidos de las
graficas de superficie respuesta y dos tratamientos del disefio experimental
seleccionados al azar, pero cumpliendo la caracteristica de que hayan presentado

una alta reduccion de la poblacion microbiana sobre la superficie de las placas.

Tabla 11: Tratamientos confirmatorios para el disefio 0ptimo

_ Tiempo Concentracion  Temperatura o Respuesta
Tratamiento Modificacion
(s) (Ppm) °C) (UFClcm?)
1 22 200 45 Sin 0.4
2 5 200 35 Con 0.5
8 30 100 30 Sin 3.6
6 10 300 30 Con 1.7
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Dado que en estos tratamientos confirmatorios se obtuvieron buenas
reducciones de poblacién microbiana, se puede concluir que lo predicho por el
modelo se ajusta a lo observado. Los mejores tratamientos tienen una reduccién
de alrededor de 10° y 10* UFC/cm? para las placas sin pulir y para las placas
electropulidas, respectivamente. Ademas los tratamientos del disefio experimental
muestran resultados semejantes a los reportados en la tabla 10.

Tabla 12: Tratamientos realizados con el AE neutra del CIDETEQ

_ Tiempo Concentraciéon  Temperatura o Respuesta
Tratamiento Modificacién
(s) (Ppm) °C) (UFClcm?)
1 22 200 45 Sin 0.8
2 5 200 35 Con 1.2
8 30 100 30 Sin 7.2
6 10 300 30 Con 2.4

Se realizaron estas mismas pruebas confirmatorias, utilizando la otra fuente
de AE neutra proveniente del CIDETEQ, asi como también se llevd a cabo la
determinacion de su actividad antimicrobiana. Estos resultados se muestran en la
tabla 11, se observa que la reduccion obtenida con el AE neutra del CIDETEQ y la
comercial Desy® son similares, tanto en los mejores tratamientos como los
predichos por el disefio éptimo. Por lo observado en las graficas de actividad
antimicrobiana se esperaria que la reducciones fueran mayores a las presentadas,
esto no fue lo que se observo en los resultados obtenidos. Estas diferencias se
pueden deber a la presencia de la materia organica de la leche, ya que esta
materia organica interfiere en la actividad del AE neutra y reduce su efectividad.
Por otro lado en la actividad antimicrobiana se observa que la reduccion dada por
el AE neutra del CIDETEQ, es en un menor tiempo. En posible que se pueda

estudiar estos tratamientos pero variando el tiempo de contacto.

Ayebah y colaboradores en el 2006, demostraron que al realizar una

limpieza con AE alcalina y una desinfeccion con AE acida hay una reduccion de
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alrededor de 4 y 5 logaritmos tanto en células libres como en biopeliculas
formadas por Listeria monocytogenes en presencia de materia organica. En
ausencia de materia organica esta reduccion aumenta por arriba de los 6
logaritmos después de un minuto de tiempo de contacto. Esta diferencia se debe a
que la materia organica baja el potencial Redox de la solucién, ademas de reducir
la concentracion de cloro residual, por lo que la actividad antimicrobiana del AE
acida disminuye cuando aumenta la concentracion de materia organica. Los
autores mencionan también que la actividad antimicrobiana aumenté al

incrementar el tiempo de contacto.

Esto concuerda con lo observado en el presente estudio, ya que la
reduccion mostrada por el AE neutra es de alrededor de 4 logaritmos, tanto para el
AE Desy® como para la del CIDETEQ. Por lo que, estos nuevos agentes de
limpieza y desinfeccibn pueden ser utilizados para sustituir a los agentes
tradicionales, ya que presentan una mayor eficiencia de limpieza y desinfeccion
de superficies. Ademas, no presentan los riesgos asociados como en caso de
acidos y alcalis fuertes. Es importante resaltar el uso secuencial del AE alcalina
seguida del AE neutra, ya que de esta forma es cuando presenta una mayor
actividad y eficiencia. Por otro lado, cabe resaltar que se disminuye el consumo de
agua al eliminar los enjuagues intermedios para retirar los residuos de los agentes
de limpieza y desinfeccion, con lo que se puede considerar como un

procedimiento mas ecoldgico y amigable con el ambiente.
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6. CONCLUSIONES

El electropulido propicié una reduccion en la rugosidad promedio de 30 nm,
con lo que se obtuvo una superficie sin una diferencia importante entre las crestas
y valles presentes. Esta caracteristica es importante, ya que al no presentar nichos
de proteccién para la materia organica o para los microorganismos se puede evitar
la formacion de incrustaciones de grasa o proteinas, la formacién de formas de

resistencia como las biopeliculas bacterianas.

La actividad antibacteriana mostrada por el AE neutra Desy® y la
proporcionada por el CIDETEQ se puede considerar como buena, ya que logran
una reduccion en la poblacion de microorganismos de la muestra de alrededor de
7 y 8 logaritmos, respectivamente, a los 30 segundos de contacto y a una
concentracion de 10 ppm de cloro residual para ambas AE neutras. Esta actividad
antibacteriana sigue siendo aceptable aun con la presencia de materia organica de
la leche, ya que de las placas se recuperaron pocas células de las placas de acero

inoxidable.

La mezcla de microorganismos utilizada en este trabajo mostro una
capacidad limitada de adhesion, ya que el nivel de células recuperadas fue bajo.
Una posible causa es la topografia de las placas, debido a que las placas sin pulir
pueden ofrecer refugio para las bacterias en las rugosidades y defectos, al
contrario de las placas electropulidas, de las cuales se recuperéd alrededor de un
ciclo logaritmico de diferencia, por otro lado, para mejorar la recuperaciéon de los
microorganismos adheridos sobre la placa de acero inoxidable se podria probar

otro procedimiento de recuperacion.

Los factores principales del disefio éptimo que fueron significativos son el
tiempo, la modificacion superficial y la concentracion del AE alcalina, también las
interacciones dobles entre el tiempo de exposicion y la modificacion superficial, y

la de la temperatura del lavado y la modificacion superficial resultaron
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significativas, ademas del factor cuadréatico de la concentracion del AE alcalina. El
modelo propuesto para el disefio experimental éptimo fue significativo (p<0.05), ya
que se ajusta a los resultados y la prediccion del mismo es confiable. Los
tratamientos predichos por el modelo con una mejor respuesta son: para las
placas pulidas es 22 min, 200 ppm de AE alcalina y 45 °C; para las placas
electropulidas es 5 minutos, 203 ppm de AE alcalina y 37 °C. Estos tratamientos
fueron utilizados para realizar pruebas confirmatorias y los resultados mostraron
una reduccion similar a los obtenidos con aquellos tratamientos con una mejor

respuesta, es decir alrededor de una célula por centimetro cuadrado.

El proceso de lavado y desinfeccién secuencial alternativo, utilizando agua
electrolizada alcalina y neutra, propuesto en este trabajo puede remplazar a los
utilizados actualmente en la industria, ya que presenta una alta efectividad en la
remocion de materia organica y bacterias adheridas a la superficie de acero
inoxidable, independientemente de las caracteristicas de la superficie siempre y

cuando se haga la correccion del tiempo de contacto.
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