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PROPIEDADES BIOQUIMICAS
Introduccion

Los alimentos marinos secados por energia termosolar ofrecen una rica fuente de
nutrientes esenciales para la salud humana. Segun la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), "la produccién de alimentos
secos mediante energia solar es una alternativa prometedora para mejorar la
seguridad alimentaria" (FAO, 2020). El proceso de secado termosolar permite
preservar las propiedades nutricionales de los productos marinos, manteniendo

intactos los beneficios de sus componentes naturales.

Entre las propiedades nutricionales destacadas de los alimentos marinos secados
por energia termosolar se encuentran proteinas de alta calidad, que contienen
aminoacidos esenciales como la lisina y la metionina (Kumar et al., 2022). Ademas,
son una excelente fuente de acidos grasos poliinsaturados, como los acidos grasos
omega-3, que ayudan a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(National Oceanic and Atmospheric Administration [NOAA], 2022). Los alimentos
marinos secados también son ricos en minerales esenciales, como el calcio, fosforo,
potasio y sodio (FAO, 2020). Asimismo, contienen vitaminas liposolubles, como la
vitamina A, D, E y K, fundamentales para la salud 6sea y la funcion inmunoldgica
(Kumar et al., 2022).

Finalmente, los alimentos marinos secados contienen antioxidantes y pigmentos
naturales, como la astaxantina y la ficocianina, que tienen propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas (NOAA, 2022). El secado termosolar permite
mantener estas propiedades nutricionales, minimizando la pérdida de nutrientes y

garantizando una alimentacion saludable y sostenible.



METODOLOGIA
Determinacion del Porcentaje de Cenizas

A partir de las muestras procesadas por la planta comunitaria, se peso 1 gr de cada
una y fueron colocadas en crisol, luego, las muestras fueron puestas a incinerar
durante 4 horas a 550 °C en una mufla de la marca Felisa, Mod: FE-340. Terminado
el tiempo de incineracion se dejé enfriar hasta los 100 °C y fue colocada en un
desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente (NMX-F-066-S-1978).
Finalmente, se pesd el material remanente y se realizd el calculo mediante la
siguiente formula:

(P — p)x 100

% ceniza =
M

En donde:
P = Masa del crisol con las cenizas en gramos.
p = Masa de crisol vacio en gramos.

M = Masa de la muestra en gramos.
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Figura 1. Ejemplo de muestras incineradas.

Cada muestra seca fue triturada, tamizada y conservada al vacio antes de su uso.
La concentracion de carbohidratos se determind aplicando el método de Dubois et

al. (1956), a través de una curva de calibracion de la absorbancia en funcion de la



concentracion, para la cual se prepararon soluciones de 0.1 a 1 mg/mL utilizando
dextrosa (J.T. Baker®) como estandar. Las muestras fueron molidas con la ayuda
de un mortero para facilitar el proceso de digestion, se pes6 2 mg de cada muestra
y fueron transferidas a tubos de ensayo, se agregd 4 ml de acido sulfurico
concentrado, se agito en vortex por 5 seg y se dejo digerir a bafio maria a 90°C
durante 1 hora. A continuacion, se procedi6 a transferir 100 uL del material digerido
a un tubo de ensayo, al cual se le anadieron 500 uL de agua. Tras esta adicion, se
agitd en vortex durante 5 seg. Luego, se incorporaron 500 uL de fenol al 5%, y
nuevamente se agité en vortex durante 5 seg. seguidamente, se agregaron 2.4 mL
de acido sulfurico, seguido de otra agitacion en vortex durante 5 seg. Finalmente,
se dejaron reaccionar por 15 min. Transcurrido el tiempo, se realizé la lectura en un
espectrofotometro de UV-Visible (Thermo-Scientific modelo Evolution 201) a una

longitud de onda de 488 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Figura 2. Proceso de digestion y determinacion de carbohidratos

Determinacién de Lipidos Totales

Para la extraccion y determinacion de lipidos se emple6 una adaptacién de la
metodologia propuesta por Ramalhosa y colaboradores (2012). Primero, las
muestras fueron trituradas hasta pulverizar, con la ayuda de una licuadora. El
proceso de extraccion mediante el método Soxhlet se realizdé con 3 gramos de cada
muestra, las cuales fueron envueltas en papel filtro de poro grueso, luego, se agrego
300 mL de hexano grado reactivo como solvente. El solvente se calentd hasta
alcanzar el punto de ebullicion, y se mantuvo el proceso en curso durante un periodo

de 6 horas. Al término de este tiempo, se procedié a la recuperacion del extracto



con hexano que contenia los lipidos totales. Luego, se llevo a cabo la recuperacion
del solvente y se procedi¢ a secar la muestra en un horno a una temperatura de
65°C durante un lapso de 20 horas. El proceso concluyé con la determinacion del

rendimiento obtenido.

Figura. 3. Método de extraccion por Soxhlet y determinacion de lipidos.

Determinacion de Nitrégeno Total

Se utilizé una modificacion de la metodologia descrita en la NOM-F-68-S-1980 para
determinacion de proteinas en alimentos. 150 mg de cada muestra fue digerido en
un matraz Kjeldahl por ebullicién de 20 mL de acido sulfarico puro (J.T. Baker, grado
reactivo), 8 g de sulfato de sodio anhidro (CTR, grado reactivo) y 2 g de sulfato de
cobre pentahidratado (Sigma-Aldrich, grado reactivo) y perlas de cristal durante 3
horas, o hasta la clarificacion de la mezcla. A continuacion, la mezcla atemperada
fue destilada agregando 300 mL de agua destilada, zinc (Fermont, 20 Mallas) y 50
mL de hidroxido de sodio (Reasol, grado reactivo); los vapores y el condensado es
recibido en 50 mL de Acido bérico (Sigma grado reactivo) al 2% y unas gotas de
indicador Shiro Tashiro, hasta que el condensado presente pH neutro. Para finalizar,
el condensado es titulado con acido clorhidrico 0.1 N (J. T. Baker, 36.5-38% grado
reactivo) hasta que el indicador cambie de calor de verde a violeta. El contenido

total de nitrégeno se calcul6 con la férmula:

o VXN x0.014
% de nitrégeno = — %X 100




Donde:

V: Volumen de acido clorhidrico empleado para titular (cm3)
N: Normalidad del acido clorhidrico

m: Masa de la muestra (g)

0.014: Miliequivalente del nitrégeno

Y el contenido proteico se calculé utilizando el factor 6.25 de acuerdo con la relacion

nitrégeno proteina (16 % en alimentos)

Resultados

Determinacion del Porcentaje de Cenizas

Los valores del porcentaje de cenizas se presentan a continuacion en la siguiente
tabla No. 1.

Tabla 1. Valores porcentuales de cenizas en muestras procesadas por la planta comunitaria.

Muestra % Cenizas
Residuo de pescado 29.4+0.7
Alimento de tilapia 9.7+04
Alimento canino 13+0.3
Harina de pescado 28.8+2




Los resultados mostraron que las muestras “Residuo de pescado” y “Harina de
pescado” presentaron los porcentajes mayores de contenido de ceniza, en ese
sentido pudiera relacionarse a un alto contenido de sales minerales provenientes de

su naturaleza de origen.

Determinacion del Contenido de Carbohidratos Totales

Los valores del porcentaje del contenido de carbohidratos totales se presentan en la Tabla
2. Los resultados mostraron que las muestras “Alimento de Tilapia” y “Alimento Canino”

presentaron los valores mas altos de contenido de carbohidratos.

Tabla 2. Valores porcentuales de carbohidratos en muestras procesadas por la planta comunitaria.

Carbohidratos totales RENDIMIENTO
CARBOHIDRATOS
Muestra (ug por mg de muestra) (%)
Residuo de pescado <6 <0.6
Alimento de tilapia 21.69+0.99 2.17+0.1
Alimento canino 60.76+2.16 6.07+0.2
Harina de pescado <6 <0.6

Determinacion del Contenido de Lipidos Totales

Con relacion a los andlisis del contenido de lipidos totales (Tabla 3), los porcentajes
determinados indicaron un alto contenido de estas biomoléculas en todas las
muestras. De esta manera se confirma que los productos alimenticios de origen
marino pueden tener un alto contenido de lipidos, muchos de los cuales pueden ser

de gran aporte nutrimental.

Tabla 3. Contenido de Lipidos Totales en muestras procesadas por la planta comunitaria de energia

termosolar.
Muestra Peso extracto lipidico (mg por | Rendimiento
g de muestra) de lipidos
(%)
Harina de Pescado 92.63+2.74 9.26+0.27
Alimento Canino 121.74+0.89 12.17+0.09
Alimento Tilapia 115.39+1.03 11.54+0.1
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Residuos Pescado 111.4+£1.35 \ 11.14+0.13
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Determinacion de Nitrégeno Total

El rendimiento de proteinas de las muestras analizadas, mostraron que la “Harina
de pescado” y “Residuos de Pescado” presentaron el mayor porcentaje de proteina
a diferencia de las muestras de alimento. De esta manera, se confirma que tanto los
lipidos y las proteinas no disminuyen considerablemente en los productos que

fueron secados por la planta de energia termosolar.

Tabla 4. Contenido de Nitrégeno y Proteinas en muestras procesadas por la planta comunitaria de

energia termosolar

Muestra Nitrégeno total (%) Rendimiento proteina (%)
Harina de Pescado 10.23%0.1 63.97+0.67
Alimento Canino 5.97+0.18 37.33+1.16
Alimento Tilapia 5.29+0.01 33.05+0.67
Residuos de Pescado 9.33+0.28 58.39+1.78
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ANALISIS MICROBIOLOGICO
Introduccion

Actualmente, se cuenta con una variedad de métodos de prueba que permiten
monitorear los microorganismos presentes en los alimentos, y cada pais establece
sus propias normas oficiales que rigen la calidad sanitaria de sus productos
alimenticios. En México se cuenta con las Normas Oficiales Mexicanas las cuales
establecen los limites maximos de los microorganismos permitidos en los alimentos
de consumo. Existe una amplia variedad de Normas Oficiales Mexicanas
relacionadas a los alimentos, no obstante, la adecuada eleccion e implementacién
dependera de la naturaleza del alimento a analizar (COFEPRIS, 2023). Una de las
normas de interés primordial es la relacionada a los productos de la pesca, ya que
el consumo de recursos marinos desempefa una funcion importante en la soberania
alimentaria y la nutricion al proporcionar alimentos e ingresos economicos de la
poblacién (Flores Monter y Crespo Guerrero, 2023). Ademas, el consumo de
productos marinos como el pescado en mal estado puede ocasionar serios
problemas a la salud de los consumidores. Por ejemplo, se ha registrado que en la
carne de pescado los microorganismos bacterianos patdégenos causantes de
enfermedades para los humanos que se transmiten frecuentemente son Escherichia
coliy Salmonella sp., principalmente debido a la contaminacion con material fecal
del agua asociada al proceso de manipulacion que sufre el pescado posterior a su
captura (Rondén et al., 2020). Las normas oficiales que atienden la calidad de los
productos de la pesca son varias de las cuales se destaca la NOM-129-SSA1-1995
para los limites permisibles de coliformes totales, la NOM-242-SSA1-2009 que
establece los limites permisibles para Salmonella, y la NOM-210-SSA1-2014 para

los limites maximos permisibles para E. coli.

Con base a lo anterior, haciendo uso de las Normas Oficiales Mexicanas
enunciadas, el presente trabajo tuvo como objetivo determinar la cuantificacion de
coliformes totales, la presencia de Salmonella y de la estimacién de la densidad de
E. coli a través de la técnica del Numero Mas Probable en alimentos procesados a
través de la Planta Comunitaria de Tecnologia Termosolar.
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METODOLOGIA
Cuenta de Microorganismo Coliformes Totales en Placa

Preparacion de soluciones diluyentes:

Para la cuantificacion de coliformes totales en placa se requiri6 preparar de
manera previa soluciones diluyentes. De acuerdo con los resultados obtenidos en
analisis previos se optd por utilizar sélo el agua peptonada como solucion diluyente,
ya que los resultados obtenidos son similares a los obtenidos con la solucion
reguladora de fosfato (ambas presentadas como opciones viables de uso en la
NOM-242-SSA1-2009). En este sentido siguiendo lo mencionado por la norma se
pes6 1 gramo de peptona de caseina, 8.5 gramos de cloruro de sodio (NaCl) y se
disolvieron en un litro de agua destilada. Se ajust6 el pH a 7 + 0.1 con hidréxido de
sodio 1 N y/o acido clorhidrico 1 N. Posteriormente esta solucién diluyente fue
dividida en 90 mL en matraces Erlenmeyer y se esterilizé a 121° £ 1 °C durante 15

minutos, se dejo enfriar y se mantuvo en refrigeracion entre 0 a 5 °C hasta su uso.

Preparacion de diluciones primarias y diluciones de las muestras

Los analisis microbiolégicos fueron realizados a cuatro muestras de productos
derivados de pescado secado por energia termosolar, los cuales se denominaron

de la siguiente manera:

Tabla 1. Denominacién establecida para las muestras de productos derivados de pescado seco.

No. Descripcion Nomenclatura asignada
1 Restos de pescado Muestra 1 (M1)
2 Harina de pescado Muestra 2 (M2)
3 Alimento tilapia Muestra 3 (M3)
4 Alimento canino Muestra 4 (M4)
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Figura 1. Muestras de pescado secado por energia termosolar. a) Restos de pescado, b) harina de

pescado, c) alimento tilapia y d) alimento canino

De acuerdo con lo enunciado en la NOM-242-SSA1-2009, para la cuenta de
coliformes totales en placa se tomaron de manera aséptica 10 gramos de muestra.
Es importante mencionar que todo el material utilizado para los analisis fue
desinfectado y esterilizado en autoclave para evitar la contaminacién cruzada. Asi
mismo, el personal encargado de realizar los analisis utilizd en todo momento
cubrebocas y guantes estériles de latex. Posterior al pesaje, las muestras fueron
colocadas en contenedores de licuadora y se les agregd 90 mL de solucion
diluyente. Se licué por 1 minuto hasta homogeneizar la muestra y se dejo reposar

para que las particulas mas grandes sedimentaran.

De manera paralela se prepararon seis tubos con 9 mL de la solucion diluyente. De
la muestra previamente licuada se transfiri6 1 mL al primer tubo, obteniendo una
dilucién 10", Este procedimiento se repitié hasta obtener una dilucion final de 10-5.
Los tubos resultantes fueron homogenizados con 25 movimientos de arriba — abajo

en un tiempo maximo de 7 segundos. Finalmente se dejaron reposar hasta su uso
(Fig. 2).

14
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« Agua peptonada

Productos deribados de

d

2 pescado seco

o -
~——

1 minuto

|

Productos deribados de
f pescado licuados

7,77(
: O \ 1mL TmL 1mL TmL TmL
Agitar 7 segundos i
(cada tubo)
107 107 107 10

Productos deribados de
pescado licuados
Solucién diluyente:

« Agua peptonada

Figura 2. Diagrama general de preparacion de diluciones primarias de las muestras de productos

de pescado seco.
Preparacién de medios de cultivo para la deteccién de coliformes totales en placa

Se utilizé el medio de cultivo selectivo Agar Bilis y Rojo Violeta (ABRV) de la marca
MCD LAB S.A. de C.V. el cual se preparé siguiendo las especificaciones del
fabricante. Una vez esterilizado el medio se colocé en un bafio maria (Shel Lab)
para mantener una temperatura de 45 + 1.0 °C que permitiera asegurar la viabilidad
del inéculo proveniente de las muestras analizadas. Una vez en la temperatura
adecuada (procurando que el tiempo no sea mas de 20 minutos de haber preparado
las diluciones primarias), se colocaron 15 mL del medio en cajas de Petri e
inmediatamente 1 mL de la dilucion previamente preparada de la muestra. Se
mezclé de acuerdo con lo mencionado por la NOM con seis movimientos de derecha
a izquierda y seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj y seis de
atras hacia adelante, con el objetivo de homogeneizar el inéculo de la muestra. Se
dejaron reposar las cajas hasta su solidificaciéon para finalmente después verter 4
mL de medio de cultivo nuevamente. Se dejo solidificar y se incubd a 35°C durante
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24 horas. Pasado el tiempo se registré la cantidad de UFCs desarrolladas (Fig. 3).

Este procedimiento se realizd por triplicada y para cada una de las muestras

analizadas.
\ Muestra
Agar Bilis y Rojo \, — } } Incubar
Violeta (ABRYV) | ) /

\\_“‘J
45°C+/-1.0°C Dilucién 101 )
1ml I ‘
. ; / \‘, Solidificar ﬂ__ T
/4 35°Cpor24h
s il
(

A

. Derecha e izquierda, arriba
\15 il } y abajo (7 segundos)

&

=®’¢l

=%

Solidificar UFCs

>
Triplicado < \.,
>

Proceso para cada dilucién
Figura 3. Diagrama general del proceso de inoculacion en el Agar Bilis y Rojo Violeta

DETERMINACION DE SALMONELLA EN ALIMENTOS

La determinacion de Salmonella consistié en cinco etapas fundamentales: 1) pre-
enriquecimiento, 2) enriquecimiento selectivo, 3) seleccion de medio sdlido, 4)
identificacion bioquimica y 5) serotipificacion, los cuales se detallaran a

continuacion.

Pre-enriquecimiento

Se pesaron 25 gramos de muestra en recipientes desinfectados y esterilizados, y
se colocd en un contenedor de licuadora bajo las mismas condiciones de esterilidad.
Posteriormente se afadieron 225 mL de caldo lactosado de la marca MCD Lab S.A.
de C.V,, el cual fue preparado siguiendo las especificaciones del fabricante. Una vez
colocado en el contendor se licu6é la muestra durante 1 minuto, se transfirié a un

recipiente de boca ancha y se dejo reposar durante 60 minutos. Pasado el tiempo
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se midio el pH y se ajustd con hidroxido de sodio y/o acido clorhidrico 1 N estériles

para ajustar a un pH final de 6.8 £ 0.2. Una vez ajustado el pH la muestra se dejo

en incubacién por 24 horas a 35°C (Fig. 4).

225 ml

Caldo lactosado

Productos deribados de
pescado seco

1 minuto

« @]

@

4

L.

~500mL

[ilvl

pHa6.8+0.2

[

[

60 minutos

v

Incubar

=

35°Cpor24h

Figura 4. Diagrama general del proceso de pre-enriquecimiento de las muestras

Enriquecimiento selectivo

Para el enriquecimiento selectivo de Salmonella se utilizé caldo tetrationato (MCD

Lab S.A. de C.V.) y caldo selenito cistina (Condalab) como medios de

enriquecimiento. La preparacion se realizd siguiente las especificaciones del

fabricante, por lo que para el caldo tetrationato fue necesaria la adicién de una

solucién de yodo-yoduro y verde brillante al 0.1%, respetando la relacion de 2 mL y

1 mL respectivamente por cada 100 mL de caldo. Una vez preparado los medios se

dispensaron en tubos de ensayo por triplicado, a un volumen final de 10 mL.

Finalmente, de las muestras incubadas en el pre-enriquecimiento se agitaron, se

tom6 1 mL y se inocularon en cada uno de los tubos de caldo tetrationato y caldo

selenito cistina, para dejar en incubacion por 24 horas a 35°C (Fig. 5).
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Medios de enriquecimiento
Muestra incubada

— V.
| — =
| '? & ;
. Incubar
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Caldo tetrationato I
' — Triplicado III
Por cada 100 ml de caldo

Caldo selenito cistina

35°C por 24 h

10ml

Figura 5. Diagrama general del proceso de enriquecimiento selectivo de las muestras.
Seleccion y siembre en medios sélidos

De acuerdo con la NOM-242-SSA1-2009 para el reconocimiento visual se
seleccionaron 3 medios de cultivo selectivos sodlidos: 1) Agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) de la marca Dibico, 2) Agar Verde Brillante (AVB) de la marca
MCD Lab S.A. de C.V.y 3) Agar Salmonella y Shigella (ASS) de la marca MCD Lab
S.A. de C.V. La preparacion de los medios de cultivo fue acorde a las

especificaciones de los fabricantes.

De los tubos en incubacion de la etapa de enriquecimiento se tomaron y se agitaron
para homogeneizar el contenido. Con un asa bacteriolégica se tomé un pequeio
indculo y se estrid en tres placas de cada uno de los agares preparados: XLD, AVB
y ASS. Una vez finalizado el estriado, las placas se dejaron en incubacién 24 horas
a 35°C con sus respetivos controles (cajas sin inoculacion) (Fig. 6). Pasado el
tiempo las colonias fueron inspeccionadas y se constrasté su morfologia colonial

con la siguiente tabla:
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Tabla 2. Descripcion de colonias tipicas de Salmonella esperadas de acuerdo con el medio de cultivo

sélido empleado.

Medio de cultivo

Descripcion de colonias tipicas de
Salmonella

XLD

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato

AVB

Agar Verde Brillante

ASS

Agar Salmonella y Shigella

Plagueo de
medio de cultivo

Agar Salmonellay Shigella (ASS)

Colonias rosas o rojas que pueden ser
transparentes con o sin centro negro. En
algunos casos las colonias pueden aparecer
completamente negras

Colonias rojas o rosas que pueden ser
transparentes rodeadas por medio
enrojecido; las bacterias fermentadoras de
la lactosa dan colonias amarillas.

Colonias translucidas, ocasionalmente
opacas. Algunas dan centro negro. Las
colonias fermentadoras de la lactosa son
rojas.

Caldo tetrationato incubado

(Muestra)

Caldo selenito cistina incubado

(Muestra)

-y

Triplicado

Incubar

Triplicado

24ha35°C

=

Triplicado

Figura 6. Diagrama general de la siembra en medios sélidos.
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Identificacion bioquimica

Para la identificacion bioquimica de Salmonella se utilizaron los medios de cultivo
Agar Triple Azucar Hierro (TSI) de la marca BD Bioxon y Agar Hierro Lisina (LIA) de
la marca MCD Lab S.A de C.V., ambos medios se prepararon de acuerdo con las
especificaciones enunciadas por el fabricante. Los medios fueron dispensados de
10 mL en tubos de ensayo para dejar solidificar de manera inclinada. De las colonias
obtenidas en los medios sélidos XLD, AVB y ASS (seccién 1.2.3.) y que cumplieron
con la descripcion de colonias sospechosas (tabla 2) se inocularon en el agar
inclinado de la siguiente manera: con un asa bacterioldgico se tomo la colonia y se
realizé una puncién en el fondo del tubo y finalizdé con un estriado en la superficie
inclinada. Una vez realizada la inoculacion en los tubos se dejaron en incubacion
por 24 horas a 35°C (Fig. 7). Pasado el tiempo de incubacion se analizé de manera

visual los tubos y se contrasto lo observado con lo enunciado en la siguiente tabla:
Tabla 3. Resultados esperados de las pruebas bioquimicas para Salmonella (NOM-242-SSA1-2009).
Medio de cultivo

Descripcion de colonias tipicas de

(Prueba bioquimica) Salmonella

En el fondo del tubo se observa el vire del
indicador debido a la fermentacién de la
glucosa; en la superficie del medio se observa un

TSI color rojo mas intenso que el medio original
debido a la no fermentacidn de la lactosa ni de
Agar Triple Azucar Hierro la sacarosa. En la mayoria de los casos se

observa coloracion negra a lo largo de la
puncién debido a la produccién de dcido
sulfhidrico (H2S).

Se observa intensificacion del color purpura en

LIA todo el tubo por la descarboxilacién de la lisina.
Considerar negativos aquellos cultivos que
Agar Hierro Lisin produzcan claramente color amarillo en el fondo

del agar. La mayoria de las cepas de Salmonella
producen acido sulfhidrico (H2S) con
ennegrecimiento a lo largo de la puncion.
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Agar inclinado
Agar triple Azdcar Hierro (TSI)

Colonias sospechosas
provenientes de XLD, AVB y ASS

Incubar

_ | |I| j
|

Agar inclinado
Agar Hierro Lisina (LIA)

Colonias sospechosas
provenientes de XLD, AVB y ASS

24ha35°C

Puncién y estriado

Figura 7. Diagrama general del proceso de realizacién de las pruebas bioquimicas para la

determinacién de Salmonella
Serotipificacion de colonias sospechosas

Como prueba confirmativa de presencia de Salmonella se realizé la serotipificacion.
Se empled el antigeno somatico de Salmonella (Antisuero polivalente O) de la
marca BD Difco el cual fue reconstituido con 3 mL de solucién salina estéril al 0.85%,
se almacend en refrigeracion hasta su uso. Por otro lado, en un portaobjetos dividido
con una linea en el centro, se colocaron dos gotas de solucion salina estéril (0.85%).
De cada uno de los tubos de las pruebas bioquimicas en donde se desarrollaron
colonias sospechosas de Salmonella se tomé con un asa una porcion de la colonia
y se suspendié en ambas gotas de solucion salina del portaobjetos. A una de las
gotas se le afiadioé una gota del antisuero polivalente somatico O y con ayuda de un
aplicador de madera se mezclé hasta su homogenizacion. Seguidamente el
portaobjetos se agitd de atras hacia adelante aproximadamente por un minuto.
Finalmente se dejé reposar y se observd el aglutinamiento de las células

bacterianas (Fig. 8).
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De acuerdo con la NOM-242-SSA1-2009 se considero positiva la prueba cuando se
presento aglutinamiento en la gota en donde se colocd la solucion salina, la muestra
y antisuero, y negativa en donde no se presentd aglutinamiento (solucion salina y la

muestra).

‘

Cultivos incubados de TSI
Cultivos incubados de LIA

Solucién salina al 0.85%
Aglutinamiento

Muestra sospechosa de
Salmonella

® 6—»u 'Q o]_

Solucién salina al 0.85% Antisuero Antisuero
+muestra Agitar 1 ml (de arriba polivalente O Polivalente O Antisuero reconstituido

hacia abajo) SalmonellaO
Poly A-1&Vi

Figura 8. Diagrama general de la serotipificacion de colonias sospechosas de Salmonella.

Método para la estimacion de la densidad de Escherichia Coli por la técnica del
NUmero Mas Probable (NMP)

La estimacion de la densidad de Escherichia coli consistié en dos etapas, la primera
correspondiente al enriquecimiento de las muestras y la segunda a la comprobacion
de la presencia de E. coli. Para el enriquecimiento se pesaron 10 gramos
demuestra, se coloco en un contendor de licuadora estéril y se le afiadiéo 90 mL de
agua peptonada estéril para licuar durante 1 minuto. Posteriormente se dejoé reposar
la muestra licuada para que las particulas grandes sedimentaran. Seguidamente se
tomaron 10 mL de la superficie de las muestras licuadas y se colocaron en tubos
Falcon que contenian 10 mL de Caldo Glutamato con Minerales Modificado (MMGB)
a doble concentracion de la marca Sigma-Aldrich. A la dilucion resultante se le
denomind como “dilucién primaria”. De la dilucion primaria se tomd 1 mL y se coloco
en tres tubos con 9 mL de MMGB a doble concentracion, para asi obtener
“diluciones secundarias”. Este procedimiento se repitid hasta la obtencion de una

diluciéon 1:2000. De cada una de las diluciones secundarias a doble concentracion
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se inocularon 3 tubos con MMGB a concentracion simple, tomando 1 mL y diluyendo
en 9 mL de MMGB a concentracion simple, hasta obtener tres replicas a una dilucién
1:10. Este procedimiento se repitid hasta obtener una dilucion de 1:1000. Se
mezclaron los tubos con los indculos diluidos y se dejaron en incubacién a 37°C +

1.0 por 24 horas.

Pasado el tiempo de la incubacidn resultante se comprobd que se presentase una
coloracion en aquellos tubos evidentemente amarilla, los cuales se estriaron en
placas de agar TBX (Triptona-Bilis-X-Glucuronido) de la marca Milipore para obtener
colonias aisladas. Una vez realizado el estriado en las placas estas se dejaron en
incubacion a 44°C + 1°C por 24 horas. Después del periodo de incubacion se
observo la coloracion de las colonias bacterianas desarrolladas. Se tom6 como
positivo para Escherichia coli cuando las colonias presentaron una coloracion azul-
verdoso (obscuro palido) lo cual indico la presencia de la b-glucuronidasa (Fig. 9).
Finalmente, con los datos obtenidos se estimo6 el Numero Mas Probable (NMP) por
gramo de muestra analizada tomando como referencia la tabla de intervalos de
confianza 1.1 de la NOM-242-SSA1-2009.

10g

P

= x
\ / Diluciones secundarias

Filite seco de pescado \ { MMGB doble
\
110 1:100 1:1000

Licuar

1 min 120 1200 1:2000 dcit Agar TBX

.
.
|

-

|

!

=R |

H 1:100 1:1000 =7
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ Diluciones MMGB s
simple Incubacion

l 44°C1"Cpor24h

Muestra
10mi

. O.

M ‘:‘ o : 80 )\

: I ( 0290

« 0 o9 o
=g \ 70

= o)
Incubacién

37°C+1°Cpor24h Escherichia coli

Enriquecimiento Confirmacion

Figura 9. Diagrama general del proceso de obtencién de Escherichia coli de muestras de productos

derivados de pescado seco.
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RESULTADOS
Coliformes Totales en Placa

Los resultados evidenciaron que, de las cuatro muestras analizadas, sélo la
muestra 1 y la muestra 2 se consideraron positivas para coliformes totales ya que
presentaron crecimiento microbiano caracteristico. La muestra 3 y la muestra 4 no
presentaron desarrollo bacteriano en ninguna de las diluciones probadas (Fig. 10).
La estimacion de la densidad de coliformes totales se observa en la figura 11, en la
cual se evidencia que la muestra 1 fue la que mayor densidad de coliformes

presento, seguido de la muestra 2.

Dilucién Control 10° 102 10° 104 108 108

Muestra 1
(Restos de
pescado)

Muestra 2
(Harina de
pescado)

Muestra3
(Alimento
tilapia)

Muestra4
(Alimento
canino)

Figura 10. Coliformes totales aislados en la a) muestras 1 y b) muestra 2. No hay desarrollo

microbiano en la c) muestra 3 y d) muestra 4.
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9.00E+03
8.00E+03
7.00E+03
6.00E+03
5.00E+03

4.00E+03
3.00E+03
2.00E+03

UFC/g de muestra analizada

1.00E+03

0.00E+00
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

Productos derivados de pescado seco

Figura 11. UFC/g de coliformes totales de muestras de productos derivados de pescado seco.

Debido a que en la en la NOM-242-SSA1-2009 sélo se especifica el valor en NMP/g
para productos frescos, refrigerados y congelados, se decidi6 tomar como
referencia el limite maximo especificado para coliformes totales de la NOM-129-
SSA1-1995: Bienes y servicios. Productos de la pesca: secos-salados, ahumados,
moluscos cefalépodos y gasteropodos frescos-refrigerados y congelados.
Disposiciones y especificaciones sanitarias. Con ellos se pudo comprobar que los
valores de UFC obtenidos de las muestras no sobrepasan el limite establecido de
500,000 UFC/g (Tabla 4). No obstante, pese al bajo valor de coliformes encontrado
se deja en evidencia de que es necesaria una mejor gestion del control higiénico de
los productos derivados de pescado seco antes y durante la manipulacion y

empaquetado.
Tabla 4. Densidad bacteriana de coliformes totales de productos derivados de pescado seco

Limite permisible

Muestra UFC/g de muestra obtenido UFC/g de muestra®
Muestra 1 6000 500,000
Muestra 2 3733 500,000
Muestra 3 0 500,000
Muestra 4 0 500,000

*Valor maximo permisible establecido en la NOM-129-SSA1-1995.
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Determinacion de Salmonella

La determinacion de Salmonella permitié identificar que de las cuatro muestras
analizadas sélo dos evidenciaron desarrollo de colonias sospechosas, siendo estas
la muestra 1 y la muestra 2. La morfologia de las colonias bacterianas
sospechosas de la muestra 1 (Fig. 12) y muestra 2 (Fig. 13) en los medios cultivo
selectivo correspondié a lo enunciado por la NOM-242-SSA1-2009 (tabla 2). En el
Agar XLD las colonias desarrolladas fueron totalmente negras. Es importante
mencionar también se present6 desarrollo de colonias amarillas que cambiaron la
coloracion del agar a amarillo, indicando la fermentacion de la lactosa. De acuerdo
con las especificaciones del fabricante la coloracién de las colonias fue un factor
sospechoso de presencia adicional de la bacteria Escherichia coli. En el AVB las
colonias fueron rojas y las bacterias fermentadoras de la lactosa fueron de color
amarillo. Finalmente, en el Agar SS las colonias desarrolladas fueron de coloracion

negra y rojas; fermentadoras de la lactosa.

Muestra 1
(Restos de pescado)

AgarXLD

Agar VB

Agar SS

Control R1 R2 R3

Figura 12. Colonias sospechosas de Salmonella aisladas de la muestra 1 en los diferentes medios

cultivo solidos.
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Muestra 2
(Harina de pescado)

Agar XLD

Agar VB

Agar SS

Control R1 R2 R3

Figura 13. Colonias sospechosas de Salmonella aisladas de la muestra 2 en los diferentes medios

de cultivo sélidos.

Por su parte la muestra 3 (Fig. 14) y muestra 4 (Fig. 15) no evidenciaron desarrollo bacteriano

alguno.

Muestra 3
(Alimento tilapia)

AgarXLD

Agar VB

Agar SS

Control R1 R2 R3

Figura 14. Medios de cultivo sélidos sin colonizacion microbiana de la muestra 3.
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Muestra 4
(Alimento canino)

Agar XLD

Agar VB

Agar SS

Control R1 R2 R3
Figura 15. Medios de cultivo sélidos sin colonizacién microbiana de la muestra 4.

Las pruebas bioquimicas realizadas evidenciaron que de las colonias microbianas
desarrolladas en los medios de cultivo sélidos y sembradas en los tubos con agar
LIAy TSI, se detectdé comportamiento sospechoso de presencia de Salmonella en
ambas muestras (muestra 1 y muestra 2) (Fig. 16). Es importante destacar que,
aunque no todos los tubos en donde se desarrollé crecimiento cumplieron con las
caracteristicas tipicas de Salmonella, al menos uno proveniente de la muestra dio
positivo, indicando asi la presencia en toda la muestra. Por otro lado, debido a la
ausencia de colonias bacterianas desarrolladas en los medios de cultivo solidos de
las muestras 3 y la muestra 4, no fue necesaria la continuacién con las pruebas
bioquimicas por lo cual se descartdé por completo la presencia de algun

microorganismo del género Salmonella o similares.

De la muestra 1 y la muestra 2 se pudo determinar la presencia de bacterias
fermentadoras de lactosa, de sacarosa y glucosa, ya que en algunos casos la
coloracion del fondo de los tubos en el TSI cambié de coloracion de roja a amarilla.
Por otro lado, en algunos casos se detecto la produccion de gas en el fondo de los
tubos, lo que ocasion6 el desprendimiento del agar. Finalmente se evidenci6 la
precipitacion de H2S (acido sulfhidrico). Por su parte, en el agar LIA en la mayoria
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de los casos se detectd la produccion de H2S y en algunos casos el fondo cambi6

a coloracion amarilla lo que indicé la fermentacion de la glucosa (Fig. 16).

TSI LIA TSl LIA TSI LIA TSl LIA

Muestra 1
(Restos de
pescado)

Muestra 2
(Harina de
pescado)

Figura 16. Pruebas bioquimicas realizadas a las colonias sospechosas de Salmonella de la

muestra 1y muestra 2.

Finalmente, con el Antisuero Somatico O se confirmé la presencia de Salmonella en
ambas muestras. En la figura 17 se puede observar que de las colonias
sospechosas desarrolladas en los medios de cultivo TSI y LIA de la muestra 1, 6
presentaron el aglutinamiento celular caracteristico para Salmonella. Para la
muestra 2 se confirmd el aglutinamiento de tres colonias aisladas de los medios

bioquimicos, confirmando la presencia de Salmonella (Fig. 18).
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Muestra 1
(Restos de
pescado)

Muestra 2
(Harina de
pescado)

Figura 18. Prueba de aglutinamiento de las colonias bacterianas provenientes de la muestra 2.
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Densidad de Escherichia coli

Los resultados evidenciar que la muestra 1 y la muestra 2 presentaron el cambio
de color en los tubos inoculados con la muestra correspondiente, indicando de
manera presuntiva la presencia de Escherichia coli. Con estos datos se estimo la
densidad de E. coli con la cual se determin6 que la muestra 1 present6 el menor
valor de NMP/g de muestra, seguido de la muestra 2 (Tabla 5). Por su parte la
muestra 3 y muestra 4 no presentaron desarrollo de E. coli. En la siguiente table
se resumen los valores calculados de NMP/g de muestra para las cuatro muestras
evaluadas. Con la estimacion de la densidad solo la muestra 2 sobrepasa los

valores permisibles de densidad de Escherichia coli.

Tabla 5. Estimacién del Numero Méas Probable (NMP) por muestra analizada.

. .. Confirmacibn NMP/gde Limite
Combinacidén .. L.
L de coloracion  muestra maximo
Muestra Dilucién de tubos L.
. permisible
positivos
NMP/g*
0.1 3 +
Muestra 1 0.01 2 + 150 NMP/g
0.001 1 +
0.1 3 +
Muestra 2 0.01 3 + 460 NMP/g
0.001 1 +
400 NMP/g
0.1 0 -
Muestra 3 0.01 0 - <3 NMP/g
0.001 0 -
0.1 0 -
Muestra 4 0.01 0 - <3 NMP/g
0.001 0 -

*Valor maximo permisible establecido en la NOM-242-SSA1-2009, Productos y
servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y procesados.

Especificaciones sanitarias y métodos de prueba.
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Finalmente se pudo comprobar la presencia de Escherichia coli en la muestra 2
debido al desarrollo de colonias de coloracion azul verdoso, el cual indico la
presencia de la enzima glucuronidasa, altamente especifica para E. coli. Es
importante mencionar que, aunque en la muestra 1 no hubo coloracion azul
verdoso, si se presentd crecimiento bacteriano, lo que puede indicar la presencia de
una variante adicional de E. coli que es negativa a la b-B-glucuronidasa,
especialmente la cepa O157 la cual puede llegar a representar el 3 al 4 % de las E.

coli detectadas en muestras ambientales (Fig. 19).

Control
Cepa de referencia

Dilucién 0.1 0.01 0.001

Muestra 1
(Restos de
pescado)

Muestra 2
(Harina de
pescado)

Figura 19. Confirmacion de la presencia de Escherichia coli en Agar TBX (Triptona-Bilis-X-
Glucurénido)
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TALLER DE BUENAS PRACTICAS EN MICROBIOLOGIA
Introduccion.

La diversidad de microorganismos en los ecosistemas marinos es enorme, y su
influencia en la calidad y seguridad de los alimentos marinos es fundamental. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), "la contaminacion microbiana es una
de las principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos" (OMS,
2020). En este sentido, es esencial comprender la microbiologia de los alimentos

marinos para garantizar su inocuidad y calidad.

Los alimentos marinos, como pescados, crustaceos, moluscos y algas, pueden
albergar una variedad de microorganismos, incluyendo bacterias, virus y levaduras
(Gram et al., 2015). Estos microorganismos pueden ser beneficiosos, como los

probidticos, o patégenos, como Salmonella, E. coli y Vibrio (FAO, 2018).

La microbiologia de los alimentos marinos también se ve influenciada por factores
como la temperatura, pH, salinidad y procesamiento (Kumar et al., 2022). Por
ejemplo, el secado y la congelacion pueden reducir la carga microbiana, mientras
que la temperatura inadequada puede favorecer el crecimiento de microorganismos
patdogenos. En este contexto, es fundamental aplicar técnicas de analisis
microbiolégico y control de calidad para garantizar la seguridad y calidad de los
alimentos marinos (ICMSF, 2011). La investigacion en microbiologia de alimentos
marinos es continua, y su aplicacion practica es crucial para proteger la salud

publica.

Por lo anterior, los profesores — investigadores adscritos al Centro de Investigacion
en Microbiologia Ambiental y Biotecnologia (CIMAB) de la Universidad Auténoma
de Campeche colaboradores del proyecto PRONAII (319524) en coordinacion con
la Dra. Margarita Castillo Téllez, organizaron e impartieron el taller “Buenas
practicas en microbiologia” a la comunidad de pescadores que forman parte del
proyecto "Planta comunitaria para el secado de productos pesqueros operada con
energia termosolar para su integracion en comunidades rurales". Dichas

actividades, realizadas se presentan a continuacion:
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Metodologia

Los profesores — investigadores adscritos al Centro de Investigacion en
Microbiologia Ambiental y Biotecnologia (CIMAB) de la Universidad Autbnoma de
Campeche colaboradores del proyecto PRONAII (319524) en coordinacién con la
Dra. Margarita Castillo Téllez, organizaron e impartieron el taller “Buenas practicas
en microbiologia” a la comunidad de pescadores que forman parte del proyecto
"Planta comunitaria para el secado de productos pesqueros operada con energia

termosolar para su integracién en comunidades rurales".

El programa del taller se presenta a continuacion:

fuAcAM o
Taller “Buenas Practicas en Microbiologia” ===~

En el marco del proyecto:
“Planta comunitaria para el secado de productos pesqueros operada con energia termosolar

para su integracion en comunidades rurales” — CONAHCYT 319524

- 10:00hrs: Registro y bienvenida

- 10:15hrs: Charla “Microbios en el ambiente” Ponente: Dr. Juan Carlos Camacho Chab.

- 10:45 hrs: Charla “Hongos microscépicos” Ponente: Dra. Maria Manuela Reyes Estebanez

- 11:15hrs: Charla “Microbios en los alimentos y enfermedades asociadas” Ponente: M. en C. Juan Enrique Pereafiez Sacarias
- 11:45 hrs: COFFEE BREAK

- 12:00hrs: Taller experimental: “El ABC para manejar alimentos de manera segura”

Imparten: M. en C. Juan Enrique Pereafiez Sacarias, Dra. Maria Manuela Reyes Estebanez y estudiante: pQFB. Edrai J Ascencio
Naal.

- 12:45 hrs: Taller experimental “Conociendo la quimica de los alimentos y nutrientes”

Imparten: M. en C. Augusto Ignacio Aimeyda Cen, M. en C. Radames de Jesus Alvarez Zapata y estudiante: pQFB Rosita A. Pino
Canul.

- 13:45 hrs: CLAUSURA

Lugar: Sala de Usos Multiples del CIMABY Laboratorio de Docencia del CIMAB

Dia: miércoles 9 de octubre de 10:00 a 14:00hrs
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Resultados

El taller contempld la imparticion de tres charlas de divulgacion, asi como de una
sesion de mesas experimentales las cuales fueron impartidas a pescadores de la
comunidad de Lerma, Campeche, asi como de sus familiares (esposas e hijos)

implicados también en el manejo y procesado de la carne de pescado.

La primera charla contempldé aspectos generales sobre la importancia del
conocimiento de los microorganismos, sus beneficios, asi como su patogenicidad.
Esta charla estuvo a cargo del Dr. Juan Carlos Camacho Chab, y se titulé “Microbios

en el ambiente” (Fig. 1).

’)\

<N
P,

\

/|
'

Figura 1. Charla de divulgacion “Microbios en el ambiente” impartida por el Dr. Juan

Carlos Camacho Chab.

La segunda estuvo a cargo del M. en C. Juan Enrique Pereafiez Sacarias y se tituld
“Microbios en los alimentos y enfermedades asociadas” en la cual se expuso la
importancia de las buenas practicas en el manejo y manipulacién de productos de
la pesca para disminuir y erradicar microrganismos peligrosos para la salud humana
(Fig. 2).
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Figura 2. Charla de divulgacion “Microbios en los alimentos y enfermedades

asociadas” impartida por el M. en C. Juan Enrique Perearniez Sacarias.

La tercera charla estuvo a cargo de la Dra. Maria Manuela de Jesus Reyes
Estebanez, la cual titulé “Hongos microscopicos”. El objetivo de esta charla fue
explicarles a los pescadores asistentes la importancia de los hongos microscoépicos
y de la problematica asociada a la salud por la produccion de micotoxinas en carne

almacenada (Fig. 3).

Finalmente, las mesas experimentales tuvieron como finalidad que los pescadores
tuvieran un primer contacto con los microrganismos aislados de muestras de carne
de pescado, asi como de las herramientas y técnicas empleadas para el analisis de
las muestras de productos derivados de la pesca (Fig. 4a — Figura 4e).
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Figura 4. Desarrollo de las mesas experimentales en el taller. a) Exposicion de

bacteria aisladas de carne de pescado, b) exposicion de hongos microscépicos, ¢ -
d) exposicion de pruebas bioquimicas realizadas a la carne de pescado y e) grupo
de trabajo del CIMAB y pescadores de la comunidad de Lerma, Campeche.
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CONCLUSION

Los estudios bioquimicos de los productos que fueron deshidratados por la planta
termosolar se enfocaron en el andlisis de cenizas (minerales), carbohidratos, lipidos
y proteinas en su totalidad. Lo anterior, con la finalidad de poder valorar de manera
preliminar el aporte de biomoléculas nutricionales que contienen los productos
deshidratados. Cabe destacar que los valores de lipidos y de proteinas fueron los
de mayor porcentaje, por lo que se puede destacar que no existe una reduccion
significativa al ser procesados a través de la planta de energia termosolar.

En paralelo, se comprob6 la presencia de coliformes totales, Salmonella y
Escherichia coli en la muestra 2, “harina de pescado”. Para el caso de la muestra 1,
“restos de pescado”, sélo se comprobd la presencia de coliformes y Salmonella. Las
muestras procesadas como pellets (muestra 3 y muestra 4), destinadas a la
comercializacion como alimento de tilapia y canino respectivamente, no presentaron
ningun desarrollo microbiano en las pruebas realizadas, por lo cual se determiné
considerarlas libres de coliformes totales, Salmonella y Escherichia coli.

De las muestras en las que se encontrd presencia microbiana, sélo la muestra 2
sobrepasa el limite permisible de NMP/g de muestra para la densidad de E. coli. En
este caso, es importante mencionar que, aunque en la muestra 1 no se logro
determinar la presencia de E. coli con el método de prueba establecido por la NOM-
242-SSA1-2009, si se presentd crecimiento microbiano en el medio de cultivo
probado, por lo que, de acuerdo con la literatura, es probable que el microorganismo
desarrollado pertenezca a una variante de E. coli negativa al reactivo adicionado al
medio de cultivo. Por ello, se determind no considerar libre de presencia de E. coli
a esta muestra.

Finalmente, es importante hacer mencion que los resultados obtenidos demuestran
una deficiencia en el manejo y almacenaje de los productos derivados de pescado
seco. Es necesario realizar una revision de las buenas practicas de higiene que se
sugieren en los manuales y normas para el procesado de alimentos derivados de la
pesca, con el objetivo de disminuir o eliminar los microorganismos patégenos de las
muestras a analizar en sus diferentes versiones de presentacion, ya sea triturado,
harina o en pellets.
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En este contexto, el taller contempl6 una sesion de ponencias de divulgacion en
donde, de manera inicial, el Dr. Juan Carlos Camacho Chab abordé la importancia
de conocer sobre los microorganismos, sus beneficios, asi como su patogenicidad.
Seguidamente, el M. en C. Juan Enrique Pereafie Sacarias planteo la relevancia de
las buenas practicas en el laboratorio de microbiologia para disminuir o erradicar
microorganismos peligrosos para la salud humana. Finalmente, la Dra. Maria
Manuela Reyes Estebanez explicd a los pescadores la importancia de los hongos
microscépicos y el problema que pueden ocasionar en la salud debido a la
produccién de micotoxinas cuando estos se desarrollan en productos almacenados.

Las sesiones complementarias experimentales tuvieron como objetivo poner en
contacto a los pescadores con las herramientas y técnicas empleadas en el
laboratorio para el analisis de las muestras de productos derivados de la pesca. Con
esta participacion, el CIMAB reafirma su compromiso social con los pescadores y
cumple con los compromisos planteados en la colaboracion bilateral del proyecto
PRONAII 319524,
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