ANO 7, NUMERO 20
ENERO 2023
ISSN 2448-7341




CvT

CENTRO UNIVERSITARIO DE TONALA

La publicacion de esta revista se financié con recursos

del Programa de Revistas Cientificas Universitarias 2020.

© Acta de Ciencia en Salud Afio 7, No. 20. Enero, 2023

es una publicacion cuatrimestral editada por la Universidad
de Guadalajara a través de la Division de Ciencias de la Salud
del Centro Universitario de Tonala.

Avenida Nuevo Periférico No. 555, Ejido San José Tatepozco
C.P. 48525, Tonal4, Jalisco, México.

Teléfono: 33 3540 3020

Editor responsable: Dr. Milton Omar Guzman Ornelas.
milton.guzman@academicos.udg.mx

Reservas de Derechos al Uso Exclusivo 04-2015-121013411000-102,

ISSN 2448t-7341, otorgados por el Instituto Nacional de Derechos de Autor.
Licitud de titulo en tramite. Licitud de contenido en tramite.

Ambos otorgados por la Comision Calificadora de Publicaciones

y Revistas Ilustradas de la Secretaria de Gobernacion.

Fotografia de portada
©unsplash.com

Las opiniones expresadas por los autores no necesariamente
reflejan la postura del editor de la publicacion.

Queda estrictamente prohibida la reproduccion total o parcial
de los contenidos e imagenes de la publicacion sin previa
autorizacion de la Universidad de Guadalajara.



Ventura Torres, P.' * Cano Buendia, J.A."

Severiano Pérez, P.?

Ramirez Orejel, J.C.3*

Palabras clave: Solucion electrolizada de superoxidacion, inocuidad, Salmonella enterica
Key words: : Electrolyzed superoxidation solution, safety, Salmonella enterica

Introduccidn

La fresa (Fragaria x ananassa) es una fuente impor-
tante de compuestos bioactivos con una gran capaci-
dad antioxidante, ademds se ha demostrado que una
dieta rica en frutas y vegetales se asocia a no padecer
enfermedades patoldgicas [1].

Debido a que es una fruta cosechada a mano, em-
paquetada y comercializada como un producto listo
para su consumo, no est sujeta a ningin tratamiento
que ayude a eliminar los patogenos presentes después
de su cosecha [2], se ha convertido en una de las fru-
tas mas importantes que en los tltimos anos ha oca-
sionado problemas de inocuidad alimentaria; las en-
fermedades transmitidas por alimentos (ETAS) estan

relacionadas con el consumo de fresa debido a la pre-
sencia de microorganismos patogenos como Salmone-
lla spp [3]. Es por eso que la desinfeccion de este tipo
de alimentos es un paso importante para garantizar su
inocuidad y calidad.

La adicion de un sanitizante al agua de lavado es
una de las estrategias mdas seguras para inactivar o
remover bacterias patdgenas de este tipo de alimen-
tos. El hipoclorito de sodio es el desinfectante mas
popular en la industria, sin embargo, presenta varias
desventajas como su inestabilidad en el ambiente, co-
rrosion en superficies metdlicas y corrosion en vias
respiratorias [4]. Es por eso que en los ultimos afos
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se han generado otras alternativas en el control de pa-
tégenos y que ofrecen ventajas en su uso. La solucion
electrolizada de superoxidacion (SEs) con pH neutro
es un novedoso agente sanitizante ya que tiene una
alta eficacia en el control de patégenos, no ocasiona
corrosion de superficies metalicas ni de las vias respi-
ratorias, no genera resistencia bacteriana, es estable y
ecologico. Su efecto bactericida se debe a la cantidad
de acido hipocloroso (HCIO) con la que cuenta, las
formas activas del cloro (CI2, HCIO y ClO") dafian la
membrana externa de la bacteria permitiendo el paso
del HCIO al interior de la célula, oxidando a las pro-
tefnas y enzimas involucradas en los procesos meta-
bolicos bacterianos [5]. Se ha demostrado que ayuda
a reducir la cuenta microbiana en manzana, fresas,
lechuga, pepino, tomates, carne de cerdo, carne de
pollo, carne de res, huevo y pescado [5, 6]

Este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto
conservador de la solucion electrolizada de superoxi-
dacion con pH neutro en fresas contaminadas con
Salmonella enterica.

Metodologia

En el presente estudio se emplearon las siguientes
soluciones: Solucion Electrolizada de Superoxidacion
(sEs) con pH neutro (Esteripharma México ® S.A. de
C.V.); hipoclorito de sodio (NaClO) y solucion sali-
na fisioldgica (ssF) como solucion control de lavado.
Debido a que la actividad antimicrobiana depende de
las caracteristicas fisicoquimicas [5] se evaluaron el
pH, potencial 6xido-reduccién (orr) [7] y la concen-
tracion de cloro mediante un ensayo yodométrico de
cada una de las soluciones estudiadas.

Las soluciones fueron evaluadas para determinar
su actividad germicida de forma in vitro [7].

La bacteria utilizada fue Salmonella enterica (ATCC
13311) y las fresas fueron obtenidas en un supermer-
cado y seleccionadas para que todas tuvieran el mis-
mo grado de madurez, tomando como referencia una
tonalidad rojo-cereza completa.

Disefo experimental

Las fresas fueron divididas en dos grupos para ser tra-
tadas por dos métodos: aspersion e inmersion. Cada
grupo fue contaminado por 1 minuto con Salmonella
enterica con un inoculo conteniendo una concentra-

cion de 107 urc/mL. Posteriormente las fresas se di-
vidieron en tres subgrupos, donde cada subgrupo fue
tratado con ss¥, NaClO (100 ppm) y SEs (54 ppm).
La aspersion se realizé con 13.5 mL de cada solucion
evaluada y la inmersion se llevé a cabo durante 1 min.
con 200 mL de la solucion a estudiar.

Conteo bacteriano

Las fresas contaminadas y tratadas se colocaron en
una bolsa plastica estéril con 40 mL de ssF, se realizo
un masaje por 1 minuto y posteriormente se tomo 1
mL del sobrenadante para realizar diluciones decima-
les. Las diluciones fueron sembradas en medio Agar
Tripticasa Soya (TsA). Se determind la cuenta viable
obtenida para cada solucion [7]; Los experimentos
fueron realizados por triplicado.

Pruebas fisicoquimicas de fresas tratadas

Las fresas fueron divididas en dos grupos contenien-
do cada uno 60 fresas; las cuales se subdividieron en
tres grupos para ser tratadas con las soluciones a es-
tudiar (ssF, ses y NaClO). La aspersion se realizo con
30 mL y la inmersion con 550 mL. Los tratamientos
de inmersion fueron realizados por 5 min.

A las fresas tratadas se les midio el espectro CIE-
Lab para determinar el cambio en el color [8] (se to-
maron cinco lecturas de cada fresa) y se determiné
la cantidad de solidos solubles [8]. Las mediciones se
realizaron a los dias 0, 1, 2, 3 y 4.

Anadlisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un andlisis de va-
rianza (ANovA) de uno y dos factores respectivamen-
te empleando el software Graphpad Prism® 9 con un
nivel de confianza del 95%.

Resultados y discusién

Anadlisis fisicoquimico de las soluciones

Los valores fisicoquimicos de las soluciones se mues-
tran en la Tabla 1. El analisis mostré que la SEs pre-
sent6 un mayor valor de ORP ya que el 95% de la SEs
es acido hipocloroso lo que hace que exhiba su poder
oxidante, mientras que su pH neutro le da su estabili-
dad [5]. E NaClO mostr6 un menor orp lo que indica
un menor poder oxidativo, sin embargo, mostr6 una
mayor concentracion de cloro libre.

2 Ventura Torres, P., Cano Buendia, J.A., Severiano Pérez, P. y Ramirez Orejel, J.C.



Propiedades fisicoquimicas de las soluciones desinfectantes

pH 6.8+ 0.02
ORP (mV) 861+1
Cl, (ppm) 54.96 +0.58

Evaluacién In vitro

El efecto bactericidad de la sEs y del NaClO fueron
comparados con los resultados obtenidos de la bac-
teria tratada con ssF. Las cuentas bacterianas mostra-
ron que las soluciones ses y NaClO son consideradas
como productos germicidas, debido a que generaron
una reduccion de Salmonella enterica > 99.999% [7].

Pruebas microbiolégicas

La sES mostré una disminucion bacterioldgica de 1.81
log(urc/mL) al ser aplicada por aspersion y 2.07 lo-
g(urc/mL) por inmersion. En comparacion, el NaClO
generd una disminucion bacteriologica de 0.23 log(u-
Fc/mL) cuando fue aplicada por aspersion y 1.76 lo-
g(urc/mL) por inmersion (Figura 1). El hipoclorito
de sodio y la ssF no muestraron diferencia significati-
va cuando son aplicados por aspersion.

La sEs es un desinfectante con un mayor poder
bactericida con respecto al NaClO, ya que existe dife-
rencia significativa entre estas soluciones para ambos
métodos. La diferencia significativa entre SES y la sSF
en ambos métodos demuestra que la SES es un bac-
tericida efectivo contra Salmonella enterica en fresas.

Pruebas fisicoquimicas

Color. Se evalu6 el cambio de color debido a que es
un parametro de calidad sobre el cual, el consumidor
decide su compra. Para obtener el cambio global de
color (AE), se utilizaron los valores promedio del dia
0y se compararon con los valores promedio del dia 4.
En el método de aspersion la ssr, NaClO y sEs obtu-
vieron valores de 8.19, 6.28 y 10.41 respectivamente;
mostrando que el tratamiento con SES obtuvo un ma-
yor cambio de color con respecto al control.

9.8+0.01 6.9 £0.06
528 +10.71 380+1.43
100.18 +1.48 ND

En el método de inmersion la ss¥, NaClO y SES ob-
tuvieron los valores 7.90, 5.61 y 7.84 mostrando que
la sEs gener6 un menor cambio que la SSF mientras
que el tratamiento con NaClO fue el que menor cam-
bio de color genero. Al hacer el andlisis del espectro
CIELab que intervienen en el cambio de coloracion se
identifico que la sEs favorece la aparicion prematura
de un color rojo oscuro al ser aplicada por aspersion.

Solidos solubles. Son compuestos principalmente
por azucares (glucosa y fructosa) los cuales se repre-
sentan como °Bx. Se evalu6 el contenido de éstos ya
que son importantes indicadores de calidad y fres-
cura. Durante la maduracion, los acidos organicos
son utilizados como sustratos durante el proceso de
respiracion transformandose en azdcares, como con-
secuencia ocurre una disminucion del porcentaje de
dcido citrico [8]. Cuando la solucion de NaClO es
aplicada mediante una aspersion, se afecta la sintesis
de azucares reductores en el dia 1, 2 y 3 de almacena-
miento a 6°C (Figura 2). En comparacion, la ses afecta
esta sintesis en el dia 3 de almacenamiento al ser apli-
cada por aspersion. Existen diferencias significativas
entre sSF y NaClO asi como entre SSF y SES en los dias
2y 4 del método inmersion, ya que las fresas tratadas
con NaClO y sEs demostrardn tener mayor cantidad
de solidos solubles. Estos resultados muestran una
ventaja con respecto a los atributos sensoriales de la
fruta, debido a que contienen una mayor cantidad de
azucares. También se observa una desventaja, ya que,
al contener una mayor cantidad de aztcares, las fresas
pueden ser contaminadas por microorganismos con
mayor facilidad.
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después de la aplicacion de los tratamientos por ambos métodos.
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Comparacién de los sélidos solubles para cada método.
Se muestra la media de tres repeticiones por tratamiento (* p<0.0001).

Conclusién
La ses demostro ser una solucién con actividad bacte-
ricida efectiva en fresas contaminadas con Salmonella
enterica mediante aspersion o inmersién. Sin embar-
go, la mayor efectividad se obtuvo mediante el trata-
miento por inmersion. El NaClO también demostrd
ser una solucién con actividad bactericida en fresas
contaminadas con Salmonella enterica, al aplicarse por
inmersion.

En cuanto al cambio de color, l1a SES obtuvo el valor
mas alto, seguido de la ssF y finalmente el NaCIO al

ser aplicadas por aspersion. Al ser aplicadas por in-
mersion, 1a ssr obtuvo el valor mas alto, seguido de
la sEs y finalmente el NaClO. La ses y el NaClO al ser
aplicados por aspersion inhiben la sintesis de azuica-
res. Cuando se aplican por inmersion el dulzor de las
fresas aumenta, sin embargo, son propensas a sufrir
una contaminacion microbioldgica.

El uso de la SES puede ser una alternativa en el la-
vado/desinfeccion de fresas, sin embargo, hace falta
un mayor numero de estudios.

4 Ventura Torres, P., Cano Buendia, J.A., Severiano Pérez, P. y Ramirez Orejel, J.C..
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Introduccidn
El consumo de carne de pollo es el mas importante
en México y el segundo a nivel mundial ya que es una
fuente de nutrientes de bajo costo, por lo que consti-
tuye el principal tipo de carne producido internacio-
nalmente. En México, se registr6 un consumo per ca-
pita de 33.12 kg y se produjeron 3,792,273 toneladas
de carne de pollo en 2021, ocupando México el cuarto
lugar en produccion a nivel internacional [1]. A pesar
de su alta demanda, la contaminaciéon microbioldgica
de este producto y sus subproductos representa un
riesgo a los consumidores, situacion que constituye
un serio problema en la cadena alimentaria global.

La carne de pollo puede ser portadora de diversas
zoonosis alimentarias, siendo una de las mas relevan-
tes la salmonelosis que es una de las enfermedades

de transmision alimentaria (ETA) producida por la
bacteria Salmonella spp. que genera un cuadro clini-
co gastrointestinal cuyos sintomas incluyen dolor ab-
dominal, diarrea, vomito, fiebre y, en algunos casos,
enfermedad sistémica y muerte. Este patogeno puede
contaminar cualquier punto de la cadena de produc-
cion de la carne de ave. En ese contexto, se han detec-
tado cepas resistentes de Salmonella provenientes de
carne de ave y humanos en México [2]. En los tltimos
anos, la aparicion y propagacion de cepas de Salmo-
nella resistentes a antimicrobianos por el uso indis-
criminado de antibidticos en animales ha impactado
significativamente en la salud putblica debido a las
consecuencias en la salud humana por el incremento
de infecciones de mayor severidad y de la frecuen-
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cia en la ineficacia de los tratamientos. De ahi que el
monitoreo de los serotipos de Salmonella farmacorre-
sistentes que puedan contaminar los alimentos debe
conducir a la toma de medidas de prevencién y al tra-
tamiento eficaz de este patogeno.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue de-
terminar la susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de Salmonella spp. aisladas de carne de pollo crudo
expendido en establecimientos de mercados munici-
pales de la ciudad de Veracruz, que permitira estable-
cer patrones de comportamiento de resistencia.

Metodologia

Se realizé un estudio epidemioldgico observacional
transversal mediante un muestreo aleatorio estratifi-
cado con asignacion proporcional de la muestra con
una prevalencia del 50% y un nivel de confianza del
95% comprendido de mayo a octubre del 2021 en el
area urbana del Puerto de Veracruz, México. Se con-
sideraron cuatro mercados publicos del municipio de
Veracruz denominados para este estudio: Mercado A,
Mercado B, Mercado C y Mercado D. Se analizaron un
total de 49 cepas de Salmonella spp. aisladas de pe-
chuga y pierna/muslo con dos repeticiones (A y B)
de 20 pollos enteros crudos. Cada muestra de pollo se
obtuvo de cada uno de los 5 establecimientos selec-
cionados al azar dentro de cada mercado y se recolec-
taron bajo los siguientes criterios: 1) Inclusion: pollos
enteros crudos que se expendan dentro de los merca-
dos municipales del Puerto de Veracruz. 2) Exclusion:
pollos expendidos en las afueras de los mercados mu-
nicipales del Puerto de Veracruz. 3) Eliminacion: po-
llos que sean expendidos en piezas en los mercados
municipales del Puerto de Veracruz. Posterior a su
recoleccion las muestras se transportaron en hielera
con refrigerantes a 4° C al laboratorio El aislamiento
de Salmonella spp. se realizd por microbiologia con-
vencional de acuerdo con el método BAM/FDA [3]
modificado y se identificaron por PcCR [4].

El perfil de sensibilidad de las cepas de Salmone-
lla spp. a 10 agentes antimicrobianos se realiz6 de
acuerdo con la técnica de Kirby-Bauer estandarizada
de acuerdo con el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio (cLs1) [5]. Los antimicrobianos pro-
bados fueron ampicilina (Am 10 ug), amikacina (AMK
30 ug), gentamicina (GTN 10 pg), ceftriaxona (cro

30 ug), ciprofloxacina (cip 5 pg), cloranfenicol (c 30
pg), trimetroprim-sulfametozaxol (sxT 23.75/1.25
ug), cefotaxima (crt 30 pg), amoxicilina—acido cla-
vuldnico (AAC 20/10 ug) y azitromicina (AZT 15 ug)
(BD BBL™) y se empleo la cepa Escherichia coli ATCC
25922 como control. Los antimicrobianos se selec-
cionaron con base a la lista de los antimicrobianos de
importancia critica de la owms, asi como aquéllos que
se utilizan en México en animales de produccion y
humanos [6].

Se calculd6 la frecuencia de aislamientos resisten-
tes a por lo menos una clase de antimicrobiano. La
diferencia en las zonas de inhibici6on para cada clase
de antimicrobiano se evalué por ANOvVA mediante la
prueba de Bonferroni P<0.05 utilizando el software
STATA V. 14. El Indice de Resistencia Antimicrobiana
Multiple (MAR Index) se calcul6 mediante la formula
[7]: MAR Index: y/x, donde, y = nimero de antibidti-
cos al cual un aislamiento particular fue resistente, x
= nimero total de antibi6ticos probados.

Resultados y discusién

Del total de canales de pollo analizadas se detectaron
49 cepas presuntivas de las cuales se confirmaron
8/49 (16.32 %) cepas de Salmonella enterica.

En la Tabla 1 se aprecia que de las 8 cepas aisla-
das de S. enterica, el 100 % (4/8 del Mercado A y 4/8
del C) fueron resistentes a azitromicina (30 ug) y a
amoxicilina-acido clavulanico (20/10 ug), 50 % (2/4
Mercado A) y 75 % (3/4 Mercado C) a cloranfenicol
(30 ug) y un 100 % (4/4 Mercado C) fueron resisten-
tes a ciprofloxacina (5 pg). Asimismo, se encontr6 que
el 25 % (1/4 Mercado A) fue resistente a ampicilina
(10 ug) y 75 % (3/4 Mercado A) a trimetroprim-sul-
fametoxazol (23.75/1.25 ug) y el 25 % (1/4 Mercado
A) de las cepas mostraron resistencia a ampicilina (10
ug), el 50 % (2/4 Mercado A) y 75 % (3/4 Merca-
do C) a cloranfenicol (30 ug) y 75 % (3/4 Mercado
A) a ciprofloxacina; el 75 % (3/4 Mercado Ay C) y
25 % (1/4 Mercado A) manifestaron una susceptibi-
lidad intermedia a cefotaxima (30 ug) y gentamicina
(10 ug), respectivamente. El 100 % (8/8 Mercado A 'y
C) de las cepas fueron susceptibles a ceftriaxona (30
ug) y amikacina (30 pg), el 75 % (3/4 Mercado A) y
100% (4/4 Mercado C) a trimetroprim-sulfametoxa-
zol (23.75/1.25 ug), 100 % (4/4 Mercado A) y 75 %



(3/4 Mercado C) a gentamicina (10 ug).

Se detect6 que un total de 75 % (6/8) de las cepas
fueron multirresistentes a los antibiéticos probados,
siendo un 33.33 % (2/6) resistentes a por lo menos 3
antibidticos, un 50 % (3/6) resistentes a 4 antibioti-
cos y un 16.66 % (1/6) resistente a 5 antibioticos. Asi
mismo, se demostré un 100 % de susceptibilidad al 20
% de los antimicrobianos (ceftriaxona y amikacina)
probados. El MAR Index mostré que todas las cepas
tuvieron un MAR Index > 0.20, lo que indica que pro-
vienen de una fuente de contaminacion de alto riesgo
en la que se utilizan varios agentes antimicrobianos.
En la presente investigacion el 100 % de las cepas ais-
ladas presentaron resistencia a los macrolidos y beta-
lactamicos, el 62 % a fenicoles y 50 % a quinolonas,
mientras que, a cefalosporinas, las sulfamidas y los
aminoglucdsidos mostraron susceptibilidad. Se detec-
t6 la presencia de Salmonella enterica resistente a qui-
nolonas (ciprofloxacina) en un 50% (4/8), el 37.50 %
(3/8) present6 una susceptibilidad intermedia y sola-
mente el 12.50 % (1/8) fue susceptible. La importan-
cia de este hallazgo es que este agente se encuentra
en la lista de importancia de la oMs ya que también es
usado en el tratamiento contra la salmonelosis en hu-
manos. De igual forma, se encontr6 resistencia a ce-
fotaxima, una cefalosporina de amplio espectro. Estos

hallazgos son preocupantes debido al riesgo a la salud
publica que representan [6].

Al desconocer el origen de las cepas, el riesgo de
adquirir una bacteria que sea resistente engloba a los
trabajadores en las granjas, rastros, distribuidores,
comercializadores y consumidores del producto. Se
han reportado infecciones en los dependientes por
Salmonella y otras zoonosis que han sido asociadas a
la exposicion en granjas y rastros, lo cual es impor-
tante ya que generalmente en los puntos de venta en
los mercados no siempre se cuenta con una higiene
adecuada y el producto, al venir posiblemente con-
taminado, seguirad afectando a los involucrados en la
cadena de consumo [2].

Basado en la definicion de multirresistencia, es
de relevancia para la salud publica el hallazgo que el
100 % (8/8) de los aislamientos de esta investigacion
fueran resistentes al menos a dos antibidticos y mas
aan que el 75 % (6/8) fueran multirresistentes, ya
que puede representar una posible propagacion de
cepas de Salmonella resistentes. Los antimicrobianos
de uso tradicional de primera linea, tales como azi-
tromicina, amoxicilina, cloranfenicol y ciprofloxacina
entre otros, tienen reportes frecuentes de resistencia,
lo que es consistente con los resultados en este estu-
dio [8].

Porcentaje de susceptibilidad de cepas de Salmonella spp. aisladas de mercados municipales
de la ciudad de Veracruz

Azitromicina 15 N/P N/P 100 % N/P N/P 100 %

Ceftriaxona 30 100 % N/P N/P 100 % N/P N/P

Ampicilina 10 50 % 25 % 25 % N/P 100 % N/P
Amgf;jgl‘:;ﬁ)‘ndo 20/10 N/P N/P 100 % N/P N/P 100 %

Cloranfenicol 30 25 % 25 % 50 % N/P 25 % 75 %
Ciprofloxacina 5 25 % 75 % N/P N/P N/P 100 %

g&fgﬁ;fg;;l 23.75/1.25 75 % N/P 75 % 100 % N/P N/P

Cefotaxima 30 75 % 75 % N/P 75 % 75 % N/P

Amikacina 30 100 % N/P N/P 100 % N/P N/P

Gentamicina 10 100 % N/P N/P 75 % 25% N/P

S = Sensible, I = Intermedio, R = Resistente, N/P = No presento.
8 Rivera Ramon, K., Pardio Sedas, V.T., Lopez Hernandez, K.M., Vicente Martinez, J.G., Andrade Moreno, A.,

Cruz Ruiz, L.F., Rodriguez Trujillo, A.X. y Ochoa Valencia, J.L.



Conclusién
Se encontro6 susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de Salmonella enterica aisladas de pollo crudo comer-
cializado en mercados del Puerto de Veracruz, Méxi-
co. Las cepas de S. enterica aisladas del mercado A y
del mercado C presentaron multirresistencia a anti-
microbianos utilizados para el control de este pato6-
geno en humanos y aves. El hallazgo de resistencia
intermedia a cefotaxima en una cepa de Salmonella
enterica multirresistente representa un riesgo critico
a la salud publica.

Dada la presencia de cepas de Salmonella enterica

multirresistentes en la carne de pollo es de vital im-
portancia realizar mayor investigacién para conocer
la situacion en el pais a fin de tomar medidas preven-
tivas e implementar estrategias que minimicen la pre-
sentacion de resistencia tanto en antibioticos de uso
veterinario como de uso humano debido a las reper-
cusiones significativas en salud publica.
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Introduccidn

El género Salmonella estd integrado de bacilos Gram
negativos perteneciente a la familia Enterobacteria-
ceae, a este género pertenecen algunos patdogenos
zoondticos que representan una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo;
puede colonizar animales, humanos, plantas, y tam-
bién se encuentra en el medio ambiente [1]. Se han
identificado mas de 2500 serotipos diferentes en dos
especies, Salmonella bongori y Salmonella entérica, a
esta dltima, le sobresalen dos serotipos, Salmonella
enterica serotipo Enteriditis y Salmonella enterica se-
rotipo Typhimurium. Estos dos serotipos se encuen-
tran con frecuencia en alimentos contaminados, es-
pecialmente en la carne [2], y se consideran los dos
serotipos mds importantes de Salmonella transmitida

de animales a seres humanos en la mayor parte del
mundo, ya que son causantes de la enfermedad llama-
da salmonelosis, ocasionando gastroenteritis [3]. Esta
enfermedad suele ser autolimitada y se caracteriza
por fiebre, dolor abdominal, vomito y diarrea; nifios
menores de 5 aflos, ancianos y personas inmunocom-
prometidas corren el riesgo de una infeccion sistémi-
ca del patogeno [4].

Es importante realizar un buen control en la conta-
minacion microbiana de los alimentos, para disminuir
las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA'S),
para esto se necesitan métodos de deteccion rapidos y
sensibles, realizando un seguimiento eficaz de los mi-
croorganismos patdgenos, especificamente la Salmone-
lla [5].

85000, Ciudad Obregén, Sonora, México.
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En la actualidad existen métodos para la identifica-
cion de microorganismos, conocidos como métodos
tradicionales, como la inmunologica y los perfiles bio-
quimicos, pero son lentos y laboriosos, lo que repercu-
te negativamente en su aplicacion. Para contrarrestar
estos problemas, se han empleado métodos molecula-
res, donde se destaca la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), recibiendo el mayor interés debido a su
precision, sensibilidad y rapidez [1,2,6].

Una nueva herramienta de tipo molecular rapida y
sensible es la PCR por conveccion (CPCR); la técnica
emplea el uso de tres placas de calentamiento para des-
naturalizacion, hibridacion y extension el cual genera
conveccion en los tubos de Pcr y al no requerir rampas
de temperaturas hace que el tiempo de reaccién se re-
duzca drasticamente [5].

Para complementar 1a rapidez y sensibilidad de la
CPCR, se han desarrollado recientemente, dispositivos
de ensayo de flujo lateral de 4dcidos nucleicos (NALF)
[6], que permite una deteccion indirecta de los produc-
tos de pcr amplificados mediante el uso de anticuerpos
contra etiquetas de oligonucleotidos especificos, como
la carboxifluoresceina (Fam), la digoxigenina (DIG) y
la biotina [7].

El objetivo de este estudio es estandarizar un méto-
do rapido y sensible para la deteccion in situ de Salmo-
nella spp., mediante la combinacién de CPCR y el inmu-
noensayo NALF.

Metodologia

Condiciones del cultivo.

La cepa utilizada en este estudio fue Salmonella enteri-
ca ATCC 14028, la cual se encontraba criopreservada
a -70 °C. La activacién de la cepa se realizd6 median-
te estria por agotamiento en agar tripticasa de soya
(Tsa) (Cat. 236950, BD®) y se incub6 a 35-37 °C por
24 h. Se seleccion6 una colonia aislada para inocular
10 mL de caldo tripticasa de soya (TsB) (Cat. 211825,
BD®) y se incub6 a 35-37 °C por 24 h.

Extraccién del ADN gendmico.

La extraccion del ADN gendmico de la cepa control
de Salmonella enterica ATCC 14028, se realiz6 por
medio de un extractor portatil de acidos nucleicos
Palm Tron™ E1, (Ahram BIOSYSTEM™, y se siguio
la metodologia del fabricante, que consiste en mez-

clar 200 uL de buffer Quick DE con 20 uL de la cepa
incubada en TsB a 35°C por 24 h; consecutivamente
se tomaron 5 pL de la mezcla anterior y se coloco en
el tubo DE PALM PCR™ con 20 uL de reactivo DE, se
centrifug6 por 1 minuto a 8500 rpm en una centrifuga
Ahram™ RX1, BIOSYSTEM, se colocaron los tubos
en el equipo Palm Tron™ E1 por 6 minutos y se cen-
trifugd a 8500 rpm por 1 minuto, tomando 5 uL del
sobrenadante para la PCR; el resto de la extraccion se
mantuvo en almacenamiento a -20°C.

Se determiné la concentracion y pureza del ADN
utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific™); se evalud la integridad me-
diante un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio al 0.33 mg/mL y se document6 el resultado
con el sistema Minibis Pro DNR (sistemas Bio-Ima-
ging™); la especificidad de los oligonucledtidos se
evalu6 de la misma manera con electroforesis en gel
de agarosa.

Condiciones de la reaccién cPCR.

La cpcr se realizo en un volumen de 20 ul, conte-
niendo 4 pL de 5X PalmTaq™ Express Mastex mix
(suplementada con 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP’s,
y 0.8 U Taq Polimerasa) (Ahram Biosystems™, Part
No. RK2010) y 1 uL de cada oligonucle6tido (10 uM
cada uno) marcados con biotina y fluoresceina, res-
pectivamente [5] (Tabla 1). Se utiliz6 1 uL (20 ng)
de ADN gen6émico como templado. La CPCR se realizo
en un termociclador portatil operado por bateria y
de conveccion térmica PALM PCR (Mod. G3, Ahram
Biosystem™). La velocidad utilizada fue turbo 3 (T3)
con una temperatura de alineamiento de 58°C y 35
ciclos (11 minutos). El ensayo se realizo por triplica-
do.

Especificidad y sensibilidad de cPCR.

La especificidad de los oligonucleétidos empleados
en la identificaciéon de Salmonella spp., se evalu6 en
nueve diferentes muestras de ADN genomico de las si-
guientes cepas: Salmonella ATCC 14028, Listeria inno-
cua ATCC 33091, Listeria ivanovii ATCC 19119, E. coli
0157:H7-CIBNOR (cepa H28-1), E. coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria mono-
cytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC
29213 y agua grado molecular como control negativo.
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Oligonucleétidos utilizados en el ensayo cPCR.

SPP-FAM f
SPP-FAM r

Biosg-CACGTCGGGCAATTCGT

Ta: Temperatura de alineamiento. pb: pares de bases

La sensibilidad del ensayo se determin6é median-
te el promedio del tamafo del genoma en pares de
bases, usando 5 cepas de Salmonella (ATCC 14028,
ATCC 35640, ATCC BAA1715, ATCC BAA1585,
ATCC BAA1582) obtenidas del portal de genomas
ATCC https://genomes.atcc.org/. El promedio fue
utilizado para determinar el niimero de copias de
ADN presentes en 1 ul (20 ng/ul) con ayuda de la
calculadora cientifica del programa “Science Primer”
https://scienceprimer.com/copy-number-calcula-
tor-for-realtime-pcr.

Se realizaron diluciones seriadas partiendo de 10°
hasta 10°. A cada dilucion se le realizo un CPCRr, con el
fin de identificar el niimero minimo de copias que el
termociclador portatil PALM PCR (Mod. G3, Ahram
Biosystem™) puede amplificar. Los productos de
CPCR fueron analizados con una electroforesis en gel
de agarosa, y simultineamente se utilizo el inmu-
noensayo NALF (Nucleic Acid Lateral Flow) (Ahram
Boisystems™). Este proceso se realizo por triplicado
para tener validez estadistica.

Resultados y discusién

La cPcr se estandarizé con los oligonucle6tidos espe-
cificos (Tabla 1) para la deteccion de Salmonella spp.,
asi mismo en las reacciones de especificidad solo se
amplifico en la cepa control de Salmonella spp obte-
niendo un amplicon de 241 pb. El resto de las cepas
analizadas no mostraron un amplicon (Figura 1A),
también se corrobor6 con los bioensayos NALF, obser-
vandose claramente lineas rojas, pero no se desarrollo
ninguna linea de color detectable en las otras alicuo-
tas de ADN genOmico utilizadas como se muestra en la
Figura 1B, trabajos similares de Kim y colaboradores
[8] demostraron que un ensayo adecuado para su uso
in situ, debe ser lo suficientemente rapido, sensible,
y no requerir un equipo complejo, tal es el caso del

6-FAM-CGCTTTCCCTTTCCAGTACGC

56.2

241 Salmonella spp.
56.3 PP

PALM PCR (Mod. G3, Ahram Biosystem™) usado en
esta investigacion, ademas de una revelacion de resul-
tados utilizando los bioensayos NALF, debido a su facil
transportacion y manejo.

Se determind la sensibilidad para la cpcr, mez-
clando el ADN genomico diluido de 3.753x10°¢ has-
ta 3.753x10° nimero de copias, a una velocidad T3
con una temperatura de alineamiento de 58°C y 35
ciclos equivalente a 11 minutos; donde se aprecia
una amplificacion del ApN hasta 3.753 x 103 en el
gel de agarosa al 1%, como se muestra en la Figura
2A. Sin embargo, al momento de revelarlo con los
bioensayos NALF, se observo una linea roja tenue en
3.753x10?% (Figura 2B), confirmando la sensibilidad
de estos Inmunoensayos. Estudios similares realiza-
dos por Kim[8], demostraron una sensibilidad del
equipo menor, amplificando un nivel de copia de
100, usando la cepa Salmonella spp. ATCC 14028,
con velocidad de T1, 30 ciclos en un tiempo de 21
minutos.

Conclusién

En este estudio se estandarizo la deteccion de Salmo-
nella spp., por el método de cpcr a una velocidad de
11 minutos, con una sensibilidad de deteccion de 375
copias de ADN gendémico, complementado con la de-
teccion rapida (5 minutos) por medio de bioensayos
NALF, la cual es una herramienta molecular que pue-
de ser aplicada en industrias alimentarias, por su facil
manejo, rapidez y sensibilidad del método.
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B)

Control
ADN Saimonella 3

Figura 1. Especificidad de los oligonucleétidos para Salmonella spp.

M: marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Cat. G571A, PROMEGA); Carril 1. ADN Salmonella ATCC 14028; Carril 2. Listeria innocua
ATCC 33091; Carril 3. Listeria ivanovii ATCC 19119; Carril 4. Escherichia coli 0157:H7 (cepa H281); Carril 5. Escherichia coli ATCC 25922; Carril
6. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; Carril 7. Listeria monocytogenes ATCC 7644; Carril 8. Staphylococcus aureus ATCC 29213; Carril 9. Sin
templado (agua ultra pura); Control: Control interno del inmunoensayo NALF.
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Figura 2. Deteccién de Salmonella ATCC 14028 mediante cPCR y el ensayo NALF1.
Los amplicones de ADN se analizaron mediante A) electroforesis en gel de agarosa y B) Ensayo NALF. MM: marcador de peso molecular 1kb
DNA Ladder (Cat. G571A, PROMEGA); ST. Sin templado (agua ultra pura); Control: Control interno del inmunoensayo NALF.

Deteccion rapida de Salmonella spp. mediante reaccion en cadena de la polimerasa por conveccion e inmunoensayo de flujo lateral 13 =
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Introduccidn

El incumplimiento de las normas relacionadas a 1a ino-
cuidad alimentaria, por parte de los establecimientos
en donde se elaboran alimentos, a menudo conducen
a peligros quimicos, biologicos y fisicos que dan como
resultados brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos [1]. Estos constituyen un riesgo para la sa-
lud publica en diferentes partes del mundo [2] espe-
cialmente, en los paises en vias de desarrollo y es muy
comun que los casos graves de enfermedades, estén
ligados a las malas practicas de higiene de los mani-
puladores de los procesos alimenticios [3, 4], ya que
pueden ser vectores de patdégenos como los diferentes
serotipos de Salmonella [1, 5, 6] sin embargo, las acti-
vidades que realizan a lo largo de la cadena alimenta-

ria es fundamental para la obtenciéon de un producto
de calidad e inocuo [1].

Es injustificable pensar que los manipuladores de
alimentos poseen conocimientos acerca de la preven-
cion de la contaminacion, reduccion de riesgos o eli-
minacion de peligros quimicos, biologicos o fisicos de
manera inherente, ya que en su mayoria la inocuidad
alimentaria o calidad microbiolégica de los alimentos
no ha sido parte de su formaciéon académica [7], y
para contrarrestar estas fallas, las capacitaciones son
instrumentos adecuados para las buenas practicas de
higiene, y ademas, ayudan a mejorar los conocimien-
tos de las personas que se encuentran involucradas en
el proceso de alimentos, asi como mejorar la inocui-
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dad microbiana y la calidad de los productos termina-
dos en las PYMES [1].

La Salmonella spp, es un patégeno muy comun,
asociado especialmente a la inapropiada e incorrecta
higiene y salud del personal en la produccion de los
alimentos [1] también puede estar presente a lo largo
de la cadena de produccion de los alimentos. La con-
taminacion del producto durante la produccién y pro-
cesamiento ya sea convencional o artesanal de choco-
late asociado a este patogeno desde 1970 [8] exponen
la necesidad de brindar educaciéon en buenas practi-
cas de higiene alimentaria para garantizar la salud de
los consumidores, asimismo, independientemente de
que las organizaciones estén o no sujetas a la legisla-
cion nacional deben conocer los requisitos reglamen-
tarios que rige para no eludir su responsabilidad en
la cadena alimentaria y tener alguna infraccion por la
omision de éstas [7].

El objetivo de las capacitaciones para los directi-
vos y colaboradores en el tema de inocuidad alimen-
taria, basado en las buenas pricticas de higiene, es
fundamental para la concientizacion de los operado-
res, acerca de los peligros relativos al alimento y las
fuentes de contaminacién, y que va de la mano en la
diminucién de quejas por parte de los clientes tanto
internos como externos, y dar cumplimiento a la nor-
ma NOM-251-SSA1-2009, practicas de higiene para el
proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimen-
ticios en su numeral 5.14 capacitacion. Lo anterior es
muy importante para la toma de decisiones adecuadas
para producir alimentos que no dafien a la salud de los
consumidores.

Metodologia

El estudio se centro en la capacitacion, tipo exposicion
a los miembros socios de una cooperativa, productora
de chocolate artesanal que produce a pequefia esca-
la, ubicada en la Ciudad de México. Los participantes
estan implicados en la cadena de valor de la organiza-
cion, y como primera etapa se realizo un diagnostico
de las condiciones de operacion con base en una lista
de verificacion del grado de cumplimiento de la NOM-
251-SSA1-2009, practicas de higiene para el proceso
de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios del
numeral 5.14 capacitaciéon, como parte de la deteccion
de necesidades, en donde se observo, la deficiencia de
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conocimientos del personal implicado en la cadena de
valor se propuso la capacitacion.

En la segunda etapa, se tuvo una reunion previa
para la organizacién de un plan de capacitacion y la
autorizacion de dicha actividad, también se conside-
r6 el tiempo de duracién, la modalidad ya que fue en
tiempo de la pandemia (COVID -9) y los requisitos
con los cuales deberian contar los participantes como:
equipo de computo, conexion a internet, disponibili-
dad de tiempo, asi como los temas a tratar en la capa-
citacion.

En la tercera etapa, como requisito previo a la ca-
pacitacion, a los integrantes se les aplico una encuesta
de pre-evaluacion en temas de Inocuidad alimentaria,
con 19 preguntas cerradas de opcion multiple, se les
pidio seleccionar la respuesta correcta a cada una de
las preguntas, esto con la finalidad de conocer el nivel
de conocimientos relacionada a sus actividades en la
empresa y las buenas practicas de higiene de los par-
ticipantes, y al mismo tiempo se realiz6 otro cuestio-
nario, con 10 preguntas abiertas, para el disefio de la
capacitacion ambos fueron enviados mediante correo
electrénico y se les sugirié honestidad.

En la cuarta etapa se hizo la validacion del plan por
parte de una persona experta en el tema de capaci-
tacion en la industria de alimentos, se realizaron los
ajustes necesarios en cuanto a los temas a tratar y se
elaboraron las herramientas de ayuda.

La quinta etapa corresponde a la capacitacion que
se llevé a cabo mediante la plataforma zoom con una
duracion de 5 horas, se proporcionaron las directri-
ces importantes a las que se deben regir los manipu-
ladores en cuanto a los requisitos minimos aplicables
a los fabricantes de alimentos y que comercializan en
México, asi como, sus procesos de limpieza y desin-
feccion cop, controles de tiempo y temperatura en la
elaboracion del chocolate, higiene y salud del perso-
nal, lavado correcto de manos, ademas de diferenciar
entre inocuidad, calidad asi como seguridad alimenta-
ria, la cadena alimentaria, la proteccion de productos
alimenticios de una intencionada alteracién por agen-
tes biologicos, quimicos, fisicos o radioactivos, a las
acciones deliberada perpetradas por organizaciones
o alguna persona con el objetivo de falsear en rela-
cion con la integridad de los alimentos a fin de ob-
tener una ganancia indebida, disefio higiénico de las
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instalaciones en la industria alimentaria y su entorno
ademas de los temas relacionados a los numerales de
la NOM-251-SSA1-2009, practicas de higiene para el
proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimen-
ticios de la seccion de disposiciones generales y dis-
posiciones para fabricas, de esta forma se proveyo los
conocimientos necesarios para la comprension y en-
tendimiento de las acciones necesarias para su imple-
mentacion, prevenir la contaminacién a lo largo del
proceso de produccion, almacenamiento, distribu-
cion y la reduccion de los riesgos a la salud asociados
a las enfermedades transmitidas por alimentos.

A mitad de la capacitacion, se realizaron activida-
des para resolver dudas de los participantes, asi como
la solicitud de su registro de asistencia en el chat de
la plataforma, y la captura de pantalla como modo de
evidencia, posteriormente se aplicd una post—evalua-
cion para comparar los resultados antes y después de
la capacitacion, los resultados fueron analizados me-
diante estadistica descriptiva.

Resultados y discusidn
En la Figura 1, se puede observar las 6 etapas que se
consideraron en el sistema de capacitacion de los in-
tegrantes de la cooperativa productora de chocolate
artesanal, de los resultados obtenidos de la lista de
verificacion de requisitos minimos de buenas practi-
cas de higiene, se observd que los integrantes nunca
habian llevado un curso de capacitacién en inocuidad
alimentaria, por lo tanto, no cumplian con dicho re-
quisito.

En la segunda etapa del sistema de capacitacion se
realiz6 la reunion en donde se propuso dar respuesta
a la problematica mediante alguna sesion de capacita-

1=

cion, en la que los socios de la cooperativa manifesta-
ron tener la intencion de adquirir un curso relaciona-
do a inocuidad alimentaria y los temas relacionados
a éste.

En la tercera etapa del disefo del sistema de capa-
citacion como herramienta de diagnostico de la pree-
valuacion de conocimientos se aplic6 una encuesta
con preguntas cerradas de las cuales los resultados
generales como se observa en la figura 2, en su mayo-
ria desconocian los tipos de peligros asociados a los
alimentos, la base fundamental de los prerrequisitos,
la diferencia entre calidad, seguridad e inocuidad ali-
mentaria, entre otros, ademas los resultados de los da-
tos descriptivos como se puede observar en la figura
3 se percibio que el socio 3 es quién poseia mas co-
nocimientos en el Manejo higiénico de los alimentos,
cabe sefialar que el socio 3 ha laborado en la Industria
de la restauracion con distintivo H por lo cual seria
una formacion previa y la razén posible del resulta-
do positivo, sin embargo, esta persona a pesar de que
labora dentro de la cadena de valor sus actividades
se encuentran fuera de las instalacion de elaboracion
del chocolate, en cuanto a la socia 1 y la socia 2 tienen
conocimientos por debajo del promedio, cabe sefa-
lar que ellas no han tenido experiencia en alguna otra
organizacion relacionada a la industria de alimentos
y bebidas, es una de las razones que no tenian los co-
nocimientos con temas relacionados a buenas practi-
cas de higiene, algo importante a destacar es que son
personas que se encuentran en el drea de operaciones
en el establecimiento, por lo tanto, fue necesario re-
forzar, proveer de informacion y compartir la infor-
macion acerca del tema.

IZ e[:zzggz:s -+ %r_opuesta (S %i_seﬁo [C\ ?/.;Iidacién [> I5r.n_plementacic'>n
— ,'}
T Conocimiento 1
L i |
[ 6.-Retroalimentacion ]

Etapas de un sistema de capacitacion para la cooperativa productora de chocolate artesanal..

17



19.- ¢A qué se refiere con seguridad alimentaria?

18.- ¢A que nos referimos con trazabilidad del producto?

17.- §Qué color es el sugerido para las instalaciones y los uniformes?

16.- ¢Por qué es importante la sefialética en la indusfria de alimentos?

15.- ¢A que llamanos desinfeccion?
14.- ¢ A que llamamos limpieza?

13.- 4 Por qué es importante la separacion de los equipos entre techo, pared..

12.- ¢Cual de estos tres prerrequisitos constituyen la base fundamental para..
11.- §C6mo se encuentra constituida la pirémide de la inocuidad alimentaria?
10.- ¢Qué tipo de Bacteria se encuentra con mayor frecuencia en el..

9- ¢Qué tipo de contaminacion de los alimentos tiene efectos mas._.

8 - ¢ Cuales son los tipos de contaminacién que comprometen la inocuidad
7 - ¢,Cudles son los tipos de contaminacion que existen en los alimentos.. |

6.- ¢Que son las enfermedades transmitidas por alimentos?

5.- ¢En donde se sitia la chocolateria en la cadena alimentaria?

4 .- ¢Qué es la calidad de los alimentos?

3- A que nos referimos cuando hablamos de un alimento Inocuo?

2 - ¢ En qué clasificacion entra la industria chocolatera?

1.- ¢Quién es un manipulador de alimentos?

o
=
o
w

Wincorecta W Correcta

Resultados de encuesta preevaluacién por pregunta.

18
16
14
12
10

(=T S ]

Socia 1 Socia 2 Socio 3

M Respuestas
Incorrectas

W Respuestas
Correctas

Resultados preevaluacién de conocimientos por participante.
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En la cuarta etapa, se elabor6 un manual de capa-
citacion como se observa en la figura 4, el cual fue
enviado mediante correo electrénico con la finalidad
de que los asistentes pudieran revisarlo y consultarlo
previo a la capacitacion, asi como, en cualquier mo-
mento que los colaboradores les surja alguna duda.
La estructura del manual de capacitacion contiene el
objetivo, introduccion, asi como el desarrollo de los
temas relacionados a la inocuidad alimentaria, las dis-
posiciones generales y para fabricas de la Nom-251-
SSA1-2009, practicas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios, todos
estos adaptados a la industria del chocolate.

En la quinta etapa, se realiz6 la capacitacion en
donde tnicamente asistieron 3 de los 5 socios, en un
total de 5 horas, es importante mencionar que los in-
tegrantes de este tipo de organizaciones de economia
social y solidaria suelen asistir de manera voluntaria a
diferencia de la economia tradicional que lo realizan
por la indicacion de alguna autoridad superior con el
Unico fin de obtencion de alguna certificacion o por la
obligacion de asistir.

e T —

Finalmente, para la sexta etapa de retroalimenta-
cion se implemento la encuesta de post-evaluacion de
preguntas cerradas, se us6 como alternativa una he-
rramienta en linea, ya que ayuda a la obtencion de re-
sultados de manera rapida y los participantes se adap-
tan de manera facil, para dar respuesta al documento
al ser las instrucciones claras y sencillas, las pregun-
tas fueron las mismas de la encuesta de pre-evalua-
cion, se tuvo la participacion de 2 de los 3 socios que
asistieron a la capacitacion dieron respuesta a dicha
actividad voluntaria, como se puede observar en la fi-
gura 5, inocuidad, calidad y seguridad alimentaria no
existe claridad, sigue causando confusion, asi como la
limpieza y desinfeccion que es la base fundamental de
los prerrequisitos. Los integrantes de la cooperativa
les cuesta trabajo diferenciar los peligros biologicos
de los quimicos, como puede observar en la figura 6,
los resultados de la encuesta post—evaluacion, 1a socia
1 obtuvo mayor cantidad de respuestas correctas en la
encuesta post—evaluacion y que el socio 3 disminuy6
la cantidad de respuestas correctas por lo que se intu-
ye el sesgo de memoria o recuerdo.

Cantenido
LA INTRGDLCE

IONES ...

L6 GENERALIDADES..

BUENAS PRACTICAS DE
HIGIENE EN LA
ELABORACION

CHOCOLATE ARTESANAL.

MANUAL DE CAPACITACION Y
ADIESTRAMIENTO

Amanda Lipez *;’ ‘ﬁ . ]
? i L
- Iy

+BREFERENCIAS 1

Manual de capacitacién y adiestramiento en buenas practicas de higiene en la elaboracién de chocolate artesanal.
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19.- A qué se refiere con seguridad alimentaria?
18- ¢A que nos referimos con trazabilidad del producto?
17.- ¢Qué color es el sugerido para las instalaciones y los uniformes?
16.- ¢,Por qué es importante la sefialética en la industria de alimentos?
15 - ¢A que llamanos desinfeccion?
14.- ¢A que llamamos limpieza?
13.- ¢ Por qué es importante la separacién de los equipos entre techo,
12.- ;Cual de estos tres prerrequisitos constituyen la base..!
11.- (Cémo se encuentra constituida la pirémide de la inecuidad.
10.- ¢Qué tipo de Bacteria se encuentra con mayor frecuencia en el
9.- ¢, Qué tipo de contaminacion de los alimentos tiene efectos mas..”
8- ¢ Cudles son los tipos de contaminacion que comprometen la.
7.- ¢,CGudles son los tipos de contaminacion que existen en los. .
6.- ¢Que son las enfermedades transmitidas por alimentos?
5.- ¢ En dénde se sitta la chocolateria en la cadena alimentaria?
4 .- ¢, Qué es la calidad de los alimentos?
3.- A que nos referimos cuando hablamos de un alimento Inocuo?
2.- ¢En qué clasificacion entra la industria chocolatera?

1.- ¢Quién es un manipulador de alimentos?

0 05 1 15 2

Wincorrecta W Correcta

Resultados de encuesta post-evaluacién por pregunta.

14
12
10
8
6
4
2
0 :
Socia 1
M Respuestas
12
Incorrectas
W Respuestas 7

Correctas

Socio 3

12

Resultados de post-evaluacion de conocimientos.

Por ultimo, se hicieron 8 visitas de inspeccion ob-
servacional a la cooperativa productora de chocolate
artesanal sin dar previo aviso a los integrantes, para
tener una validacion del comportamiento relacionado
a los temas de la capacitacion, en donde, como se ob-
serva en la Tabla 1 se tuvieron algunos cambios en los
habitos de los manipuladores de alimentos, sin em-
bargo, se sigue con el incumplimiento de algunos de
ellos.

Conclusién

Los resultados obtenidos después de la capacitacion,
se observa que el aprendizaje virtual no es tan efecti-
va como la presencial, 1a capacitacion in situ ayuda a
practicar las técnicas adecuadas para los procesos de
limpieza y desinfeccion, sin embargo, se lograron los
siguientes cambios: limpieza adecuada de equipos y el

20

lugar de trabajo, uso adecuado de cofia y cubrebocas,
procedimiento correcto de lavado de manos, uso de
sefalizaciones en establecimiento, separacién y res-
guardo de residuos solidos, aplicando las reglas de las
buenas pricticas de higiene lograron reducir las que-
jas de los clientes internos y externos, con este primer
acercamiento se lograron cambios significativos en la
organizacién en la forma de manipular los alimentos.

Las herramientas propuestas en este trabajo pue-
den contribuir a una capacitacion continua e hibrida
en el tema de inocuidad alimentaria, como apoyo en
la gestion de las buenas practicas de higiene ya que
es un elemento clave para mejorar la calidad y la ino-
cuidad en el proceso de produccion de alimentos, 1a
asistencia voluntaria de los participantes coadyuva a
la implementacion de mejoras y proteccion de los ali-
mentos.

Lopez Pérez, A. A.y Francisco-Marquez, M.



Resultados obtenidos después de la capacitacion

. Cambio del uso de gorro de cocina por cofias que
cubriesen todo el cabello.

. El lavado de manos se realiza al entrar al area de
operaciones, lo cual no se realizaba.

. El lavado de manos se realiza hasta el drea del
codo.

e El tiempo o duraciéon en el lavado de manos
entra en el rango de tiempo sugerido.

. Lavado frecuente de las manos posterior a
manipular algin objeto que no sea parte del
proceso.

. Se almacenan materias primas en frascos sellado.

. Uso de senalizacion en el area de operaciones.

. Uso de botes de basura con tapa tipo columpio,
con bolsa plastica e identificados.

. Cambio de cucharon de madera por acero
inoxidable en el drea de tostado.

. Se siguen procesos y procedimientos adecuados
para la limpieza y desinfeccion de los equipos.

e Las paredes se encuentran ya se encuentran
limpias y sin desprendimientos de pintura.

No se realiza el cambio de ropa de calle por
ropa de trabajo.

Se siguen usando joyas especialmente las
personas que no han tomado el curso.

Aftn se tienen utensilios de madera.

No se llevan registros en el drea de tratamiento
térmico.

No se tienen identificados atn los frascos con
materia prima.

Aftn se tienen utensilios de madera.

Aun no se tiene contemplado un sistema de
etiquetado. Lo cual conlleva a no tener una
fecha de caducidad y tampoco un plan de
trazabilidad implementado.
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Introduccidn

La produccion de leche de vaca se puede estudiar des-
de dos puntos de vista, por parte del consumidor es
deseado un producto de buena presentacion, saluda-
ble y seguro de consumir, para el ganadero ademas
se trata de tener una mayor produccion, con un hato
sano y por lo tanto una mayor ganancia, para esto es
necesario un buen manejo, sanidad y control de insta-
laciones en cada produccion pecuaria.

En las producciones lecheras es importante tomar
en cuenta el bienestar animal, el manejo correcto del
hato, y mantener en buena salud a los animales. En
las dltimas décadas el concepto de bienestar animal
ha mejorado mucho gracias a que ha cambiado la per-
cepcion de los animales por parte de las personas [1].

Uno de los indicadores de salud en los hatos leche-

ros es el conteo de células somaticas. Este pardmetro
brinda informacién sobre la calidad microbiolégica
de la leche y sobre la salud de la glindula mamaria en
cada vaca [2].

Otro aspecto importante de la calidad de la leche es
el contenido nutricional de la misma, como en cual-
quier otro alimento son importantes los porcentajes
de proteina, y de grasa, en el caso de carbohidratos
la leche tiene como componente principal a la lactosa

También debe tomarse en cuenta los métodos y
estrategias que siguen las diferentes unidades de pro-
duccion ya que estas repercutiran directamente no
solo en la calidad del producto si no en los parametros
productivos como el volumen de leche producido, los
dias en leche de cada vaca, el periodo inter-parto.

* rebrojas@uv.mx
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Todos estos aspectos ayudaran a conocer hasta qué
punto esta funcionando de forma adecuada la produc-
cion si debe haber un cambio para mejorar, con la fi-
nalidad de que el productor pueda tener la mayor cali-
dad posible, que se vera reflejado en un hato saludable
y un mayor ingreso monetario [3].

Este trabajo tuvo como finalidad determinar si
existe una relacion entre parametros de produccion
y de calidad de la leche de vaca de la zona norte del
estado de Veracruz

Metodologia

Se tomaron muestras en una unidad de produccion
pecuaria (upp) de la region norte del estado de Vera-
cruz en el municipio de Tuxpan, donde se cuenta con
ordefia mecanica una vez al dia. Las muestras fueron
colectadas directamente de cada animal y transporta-
das en vasos estériles desechables, en refrigeracion,
al Laboratorio de Lacteos de la Facultad de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias. Este procedimiento se
realizo por 6 semanas sumando un total de 30 vacas
observadas.

Parametros productivos

Los parametros productivos se obtuvieron directa-
mente del registro del encargado y del médico ve-
terinario responsable de la upp, se obtuvieron los
siguientes datos, produccion total diaria cada que se
recolecten muestras, periodo inter-parto, dias en le-
che y nimero de partos de cada animal muestreado.

Parametros de calidad

Se realiz6 una prueba de california en cada cuarto de
cada vaca para tener una medida cualitativa del nu-
mero de células somaticas presentes en la leche. Tam-
bién se llevo a cabo un conteo de células somaticas
por microscopia usando la técnica de Prescott-Breed.
Las muestras recolectadas se analizaron en el Labo-
ratorio de Lacteos usando el analizador de leche Lac-
toscan LA (Milkotronic Ltd®, Nova Zagora, Bulgaria)
para determinar el porcentaje de proteina, grasa, lac-
tosa, solidos no grasos y densidad (g/L)

Anaélisis estadistico
Los datos obtenidos se analizaron por medio del pro-
grama PSPP version 1.6.2 (Free Software Founda-

tion®, 2020) para establecer si existe una relacion
lineal entre los pardmetros observados por medio de
una Correlacién de Pearson.

Resultados y discusion

En este trabajo se determinaron varios parametros
productivos y de calidad de la leche de vaca en la zona
norte del estado de Veracruz, los valores promedio se
muestran en la Tabla 1.

En los parametros de calidad, se encontrd que, en
promedio existe un nivel bajo de grasa (<3%), pro-
teina (<3.5%) y lactosa (<4.7%) esto podria deberse
al pobre contenido nutrimental de los alimentos que
consume el ganado. En las células somiticas parece
haber un promedio normal, la desviacion estandar es
alta debido a que se detectaron dos casos de animales
con niveles aproximados a los 2 millones de células/
mL.

En cuanto los pardmetros productivos se observo
un periodo inter-parto relativamente normal para la
zona, pero largo para el beneficio del productor. Los
dias en leche presentaron una gran variabilidad, la
cual es normal ya que se muestrearon vacas en dife-
rentes etapas de la ordefia. Un aspecto relevante es
que el volumen de produccion individual es bajo, este
valor tiene que ver con una gran cantidad de aspectos
como la raza, la genética, y por supuesto la cantidad
de alimento y agua disponible para el animal. La ma-
yoria del ganado lechero de esta zona cominmente
presenta valores bajos de produccion, constantemen-
te se alimenta a libre pastoreo, y muchas veces no se
cuenta con el alimento y agua suficientes para mejo-
rar este parametro.

Un claro ejemplo de este comportamiento es el
contenido de lactosa que depende estrechamente de
la calidad de la nutricion del animal. Se ha descrito
que un mayor consumo de gramineas ayuda a man-
tener a lactosa en niveles adecuados [4]. Los niveles
bajos de lactosa encontrados en este estudio pueden
deberse al bajo valor nutrimental de los forrajes y la
escases de gramineas en la zona.

Los parametros productivos y la calidad nutricio-
nal no presentaron relaciones significativas segin
el andlisis de correlaciéon realizado (Tabla 2). Esto
podria deberse al nimero bajo de vacas estudiadas
(n=30), y al corto periodo que dur6 la investigacion.
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Tabla 1.

Parametros de calidad y produccién observados (n=30).

> Desviacion
Parametro 2
estandar
% Grasa 1.49 1.34
% Proteina 3.22 0.15
% Lactosa 4.55 0.28
% Solidos no grasos 7.96 1.54
Calidad SNOE
Densidad g/L 1031.22 1001.98
Conductividad 5.43 0.41
Células somaticas/mL 255,836 506,953
Prueba de california 1.3 0.8
Volumen (L) 3.5 2.1
., Dias en leche 238 149
Produccion
P. Inter parto (Meses) 16.4 2.0
No. de parto 4 5

Tabla 2. Correlacién de Pearson entre parametros de produccién y calidad.

Parametro G SNG P L CS PC DL PIP NP \%
G R 1 0.09 -0.10 -0.08 0.28 0.46 0.32 0.14 0.11 -0.01
P 0.65 0.59 0.66 0.13 0.01 0.09 0.45 0.57 0.97
R 0.09 1 0.27 0.28 0.07 0.09 0.16 -0.01 0.03 0.16
SNG P 0.64 0.15 0.14 0.70 0.63 0.41 0.96 0.88 0.41
P R -0.10 0.27 1 0.58 -0.05 -0.03 -0.08 0.30 -0.03 -0.08
P 0.59 0.15 <0.01 0.78 0.87 0.66 0.11 0.87 0.70
L R -0.08 0.28 0.58 1 -0.03 -0.09 -0.07 0.12 0.14 0.14
P 0.66 0.14 <0.01 0.89 0.65 0.73 0.52 0.45 0.48
s R 0.28 0.07 -0.05 -0.03 1 0.88 0.1 0.04 0.07 -0.08
P 0.13 0.70 0.78 0.89 <0.01 0.59 0.82 0.70 0.67
PC R 0.46 0.09 -0.03 -0.09 0.88 1 0.17 0.19 0.21 -0.06
P 0.01 0.63 0.87 0.65 <0.01 0.37 0.30 0.26 0.76
DL R 0.32 0.16 -0.08 -0.07 0.10 0.17 1 0.35 0.19 -0.56
0.09 0.41 0.66 0.73 0.59 0.37 0.06 0.31 <0.01
PIP R 0.14 -0.01 0.30 0.12 0.04 0.19 0.35 1 0.06 0.12
P 0.45 0.96 0.11 0.52 0.82 0.30 0.06 0.77 0.53
NP R 0.11 0.03 -0.03 0.14 0.07 0.21 0.19 0.06 1 -0.14
P 0.57 0.88 0.87 0.45 0.70 0.26 0.31 0.77 0.49

R -0.01 0.16 -0.08 0.14 -0.08 -0.06 -0.56 0.12 -0.14 1

v 0.97 0.41 0.70 0.48 0.67 0.76 <0.01 0.53 0.49

Los valores en negritas significan valores sgnificativos (a = 0.05)

Abreviaturas: G, grasa; SNG, solidos no grasos; P, proteina; L, lactosa; CS, células somaticas, PC, prueba de California, DL, dias
en leche; PIP, periodo interparto; NP, Numero de partos; V, volumen; R, Correlacion de Pearson; P: Significancia de dos colas.
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Sin embargo, cabe sefialar que son pocos los estudios
sobre la relacion entre estos pardmetros.

Se observaron algunas relaciones entre los para-
metros nutricionales y los pardmetros productivos de
forma aislada (Tabla 2), estas relaciones ya son reco-
nocidas y por tanto eran esperadas, por ejemplo, la
relacion entre la cantidad de lactosa y proteina [5].
Del mismo modo se esperaba una fuerte relacion po-
sitiva entre el conteo de células somiticas y la prueba
de california, ya que la prueba de california esta di-
sefiada para medir los niveles de este tipo de células
de forma cualitativa; del mismo modo se observo la
relacion negativa entre el volumen y los dias en leche,
ya que es comun qué al extenderse la lactancia, 1a pro-
duccion disminuya.

Se ha observado relacion positiva entre la proteina
y la grasa, asi como la disminucion de la proteina al
aumentar los dias en leche [6]. En este trabajo ningu-
na de estas fue detectada. Como ya se menciono, estas
diferencias se pueden dar también por la variabilidad
entre la raza, y las diferencias del manejo en las uni-
dades de produccion.

En el caso de las células somaticas, se ha encontra-
do que al presentar el ganado mayor grado de mastitis
y por tanto un nimero mas alto de células somaiticas,
hay una menor produccion de leche [7]. Esta relacion
no fue observada en este trabajo, no se observaron
cambios en la produccion lictea, esto puede deberse
al bajo nimero de vacas estudiadas con niveles altos
de mastitis (n=2).

Conclusiéon

En este trabajo se registraron los parametros de pro-
duccién (volumen, dias en leche, periodo numero de
partos y numero de partos) y de calidad de leche de
vaca cruda (proteina, grasa, lactosa, densidad, con-
ductividad, ntimero de células somaticas en leche),
tras realizar un andlisis de correlaciéon lineal no se
encontro relacion entre ambos grupos de parametros
estudiados. No obstante, se observaron relaciones
logicas esperadas al interior de cada grupo de para-
metros. Es muy probable que no se detectara ninguna
otra relacion debido al nimero de vacas estudiadas
(n=30).
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Introduccién

La naranja dulce (Citrus sinensis) es una de las fru-
tas mas consumidas a nivel mundial. Se estima que
del total de la produccidn de citricos, alrededor del 50
% se utilizan para la obtencion de jugos, y ello genera
gran cantidad de desechos, como céscaras y semillas
[1]. Las semillas derivadas del procesamiento de las
frutas, pueden recuperarse para su uso como ingre-
dientes de alimentos, debido a la presencia de canti-
dades importantes de proteinas, lipidos, compuestos
bioactivos y fibras dietéticas [2]. La harina de semi-
llas de citricos como subproducto de la industria de
jugos, contiene entre 17.9% y 26.5% de proteina, que

se puede utilizar como fuente rentable para la pro-
duccion ingredientes proteinicos [3]. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la solubilidad proteinica y el
fraccionamiento proteico de la harina de semilla de
naranja y el aislado proteinico obtenido a partir de la
misma (APSN).

Metodologia
Obtencion del aislado proteinico.

Se preparo el aislado proteinico de semilla de naranja
(APsN) a partir de 50 g harina de semilla de naranja
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desengrasada (HSND), de acuerdo al procedimiento
utilizado en un aislado proteico de maracuya [4].

Solubilidad proteinica.

La solubilidad proteinica de la HSND y el APSN se de-
terminé de acuerdo al método reportado por Ma et
al. [5].

Fraccionamiento proteinico.

La extraccion y fraccionamiento de proteinas de la
HSND y APSN se realizaron de forma secuencial por el
método de Osborne [6], con modificaciones. La pri-
mera etapa consistio en la extraccion de las albuminas.
Una muestra de 3.5 g de HSND y APSN, se suspendi6 en
agua destilada (1:10 p/v) y se agité durante 1h a 4 °C,
para enseguida centrifugarse a 10,000 rpm a 4 °C por
20 min. El sobrenadante recuperado correspondi6 a la
fraccion de albuminas (Alb), el cual se almaceno a 4
°C para su posterior uso, mientras que el precipitado
resultante (precipitado-1) se utilizé para la segunda
extraccion, el cual se re-suspendié en una soluciéon
0.4 M NaCl (pH 8) en una relacién 1:10 (p/v), bajo
las mismas condiciones antes mencionadas para ob-
tener las globulinas (Glb). Los siguientes precipitados
(precipitado-2 y precipitado-3), fueron resuspendi-
dos en etanol al 70% y NaOH 0.1 N, para obtener las
fracciones de prolaminas (Pro) y glutelinas (Gt), res-
pectivamente. La cuantificacion fracciones proteicas

Solubilidad (%)
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-
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se realizo mediante el método de Kjeldahl.

Anadlisis estadistico.

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza
de una sola via, por comparacién maltiple de medias
con la prueba de Tukey a un nivel de significancia
p<0.05, usando el paquete StatSoft, version 7.1 (TIBI-
CO Software, Inc. California, USA).

Resultados y discusién
La solubilidad de las proteinas depende de la com-
posicion, el peso molecular y las caracteristicas su-
perficiales de los aminoacidos constitutivos, ademas
de factores ambientales como el pH, fuerza i6nica,
temperatura y la presencia de disolventes [7]. Las in-
teracciones que influyen de forma mas destacada en
las caracteristicas de solubilidad de las proteinas son
las hidrofobas e idnicas; las hidr6fobas promueven la
asociacion proteina-proteina y disminuyen la solubili-
dad, en tanto las idnicas promueven las interacciones
proteina-agua y aumentan la solubilidad

En la Figura 1, se muestra el efecto del pH sobre la
solubilidad proteica de 1a HSND y el APSN. La minima
solubilidad proteica para ambas muestras se observo a
pH 4.5, el cual corresponde al punto isoeléctrico (pI).
Este comportamiento coincide con los reportados por
Espinosa-Murillo et al. [4], con puntos isoeléctricos
de 4.0 y 4.5, para la harina desgrasada y para el asilado

—o—HSND

6 7 8 9 10 11 12

—o—APSN

Perfil de solubilidad en funcién del pH de las proteinas de HSND y APSN.

27



proteinico de semillas de maracuy4, respectivamente.
La minima solubilidad proteica de HSND y APSN fue a
pH de 4.5 con valores de solubilidad de 13.67 % y 4.35
%, respectivamente, los cuales resultaron similares a
los obtenidos por Flores-Jiménez et al. [7] con solu-
bilidad de 14.30 % y 13.75 % a pH de 4, para pasta de
canola y aislado proteico de canola, respectivamente.
Por otra parte, la maxima solubilidad proteica de la
HSND y el APSN fue de 42.83 % a 84.47 % respectiva-
mente, a pH 12. Estos resultados fueron inferiores a
los observados por en el aislado proteinico de carta-
mo que fue de 95.72 % [8].

El fraccionamiento de las proteinas, de acuerdo a
la técnica de Osborne [6], genera informacion acer-
ca del patron de solubilidad de estos polimeros en
distintos solventes. Al respecto, la HSND presento la
siguiente composicion fraccional: albuminas 25.59
% (solubles en agua), globulinas 49.26% (solubles en
soluciones salinas), prolaminas 4.57 % (solubles en

etanol) y glutelinas 20.11 % (solubles en soluciones
diluidas de NaOH). Tal composicion fraccional, se
modifico totalmente por el proceso de obtencion del
APSN a partir de la HSND (Tabla 1), siendo la fraccion
proteinica predominante en el ApPsN las glutelinas
(70.13 %), seguida de las globulinas (18.59 %), albt-
minas (10.39 %) y prolaminas (0.86 %).

Conclusién

A partir de los resultados obtenidos en este estudio,
se puede concluir que la mayor solubilidad proteinica
de la HSND y APSN fue a pH 12.0. Con respecto al frac-
cionamiento proteico, las fraccion mayoritarias fue-
ron las globulinas y glutelinas, por lo tanto el APSN tie-
ne mayor solubilidad en soluciones alcalinas (NaOH).
Debido al perfil de solubilidad del Apsn evaluado en
este estudio, se concluye que podria utilizarse como
ingrediente potencial en la elaboracién de diversos
productos alimenticios.

Fracciones proteinicas de la HSND y APSN.

Albiminas Globulinas Prolaminas Glutelinas
HSND 25.59 +0.202 49.26 + 0.342 4.57 +0.09% 20.11 + 0.28
APSN 10.39 + 0.29° 18.59 + 0.13P 0.86 + 0.02°P 70.13 +0.18

Los valores son las medias (n = 3) + desviacion estandar. Diferentes superindices en las columnas indican diferencia significativa (p < 0.05)

entre tratamientos.
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Introduccidn

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es
un importante agente causal de diarrea y la principal
causa de Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) post
diarreico. STEC pertenece a un grupo de patdégenos
zoono6ticos emergentes, caracterizado por poseer
dentro de su genoma los genes stx1 y stx2, respon-
sables de codificar para dos potentes verocitotoxi-
nas llamadas toxina Shiga 1 (Stx1) y toxina Shiga 2
(Stx2), las cuales son reconocidas como su principal
factor de patogenicidad [1].

Tanto el serotipo O157:H7 como los serogrupos
no-0157 son patogenos reconocidos de trasmision
alimentaria, con un aumento de reportes de infeccio-
nes por STEC no-O157 [2]. El sUH es causado en mu-

chos de los casos por cepas STEC, principalmente por
E. coli O157:H7, y se caracteriza por anemia microan-
giopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal. La
asociacion entre SUH y toxina Shiga es la causa de 90%
de casos de este padecimiento entre nifios [3].

El bovino, se ha identificado como el principal
portador asintomatico de la sTec O157:H7, y son con-
siderados como el principal reservorio y saper propa-
gadores de este serotipo [4]. Acorde al Servicio de In-
formacion Agroalimentaria y Pesquera (STAP-SADER),
México cria y exporta al afio en promedio 1,046,219
bovinos en pie a los Estados Unidos de América. El
estado de Chihuahua es el exportador principal y So-
nora ocupa el segundo lugar; en el primer trimestre
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del 2022, Sonora exportd 55,592 becerros (53,712) y
vaquillas (1,880) en pie. Esta condicion de productor
de bovino en pie con fines de exportacion pone de re-
lieve la importancia de realizar monitoreo ambiental
respecto al movimiento post-excrecion en el aire de
STEC.

Un estudio previo realizado por el equipo de traba-
jo del Laboratorio de Investigacion en Microbiologia
del Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON) estable-
ci6 el primer reporte de la presencia de sTec O157:H7
en heces de bovinos asintométicos en el Noroeste de
México; en el estudio desarrollado en el ano 2018, se
encontré que la incidencia de la sTec O157:H7 fue
del 3.1% y de sTEC no 0157 de 19.8%. Estos resulta-
dos sugieren que el ganado bovino es un reservorio
primario de STEC en esta region del pais y se sugirio
avanzar en el estudio de las heces de bovinos como
vector importante de contaminacion hacia otras ma-
trices [5].

El grupo de trabajo coincide en que, el uso del es-
tado del arte de herramientas de tipo molecular sera
lo que coadyuve a mantener la pertinencia hacia la
iniciativa privada y hacia la sociedad. En ese contex-
to, y bajo un convenio de colaboraciéon Bioera Méxi-
co — ITSON se incorporo el uso de la PCR por convec-
cion (cPCR), la cual es una tecnologia novedosa que
incluye el uso de tres placas de calentamiento para la
desnaturalizacion, anillamiento y polimerizacion para
generar la conveccion en los tubos de pcr; el método
no requiere rampas entre temperaturas como ocu-
rre en los termocicladores tradicionales, y por ello el
tiempo de reaccion es drasticamente reducido.

Es importante también resaltar que, el grupo de
trabajo transita hacia el uso de ensayos de flujo late-
ral de dcidos nucleicos (NALF), el cual es un método
reciente desarrollo para la deteccion de patogenos de
interés en alimentos; basicamente es una deteccion
indirecta de los productos de pcr amplificados a tra-
vés del uso de anticuerpos contra oligos especificos
etiquetados con Carboxy-fluoresceina (Fam), digoxi-
genina (DIG) y biotina, lo cual permite ir dejando en
uso reducido el gel de agarosa y fluoréforos interca-
lantes de alta toxicidad como el bromuro de etidio.

Los resultados que presentamos en este traba-
jo permiten avanzar en la identificacion de la STEC
0157:H7 como un potencial contaminante, a través

del aire, de matrices agroalimentarias en esta region
de México.

Asi mismo, como parte de las aportaciones rele-
vantes, el grupo de trabajo universidad — empresa
plantea, a manera de debate, para posteriores estudios
lo siguiente: el uso y aplicacion de estas técnicas de
CcPCR y NALF en campo, atendiendo la necesidad en
el lugar donde se encuentre “in situ”, lo que las nuevas
tendencias definen como pocT (Point Of Care Tes-
ting). Se dejara sobre la mesa la posibilidad y deseo
de desarrollar nuevos trabajos en el futuro cercano
que nos brinden la oportunidad de generar nuevas
conclusiones que nos acerquen a ser de los pioneros
en México, en la implementacion y desarrollo de pro-
cedimientos que permitan integrar estas nuevas tec-
nologias en los protocolos estindar de laboratorios de
diagnostico publico y privado; constituyéndose como
un analisis tipo tamizaje que permite tomar una de-
cision rapida en campo, pero que al mismo tiempo
permita cotejar de manera tradicional en laboratorio,
ya que al usar solo un 10% del producto de pcr del en-
sayo para revelar el resultado por NALF, el resto pue-
de integrarse en una cadena de custodia y de frio que
demande cualquier sistema de calidad con marco de
referencia nacional y/o internacional.

Finalmente, sefalar que se aspira a contribuir en
México, con la actualizacion de las Normas de diag-
nostico animal, asi como para la identificacién de or-
ganismos patdgenos zoonoticos; para ello el grupo de
trabajo estd preparandose para documentar lo nece-
sario en la evoluciéon del diagnostico molecular en el
pais.

El objetivo del estudio fue establecer un piloto so-
bre el potencial de dispersion de E. coli O157:H7 en
areas de crianza de bovinos en el sur de Sonora, me-
diante el estudio de aire/particulas suspendidas con
aislamiento en agar selectivo y empleando cPCR e in-
munoensayos NALF

Metodologia

El muestreo de aire/particula suspendida se realizd
durante el primer semestre del ano 2022 en dos sitios
de crianza de bovino; uno a escala de produccién mi-
cro para consumo local (sitio 1) y otro con fines de
macro produccion para exportacion (sitio 2). Para el
sitio 1 la direccion del viento fue de norte a sur, mien-
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tras que para el sitio 2 de este a oeste; utilizando el sis-
tema CESAVE — SIAFESON (www.siafeson.com/remas)
se verifico que en los dias de colecta de muestra la
velocidad del viento fuera mayor a 10km/h.

Para el muestreo de aire/particula suspendida se
utilizé el equipo aspirador de aire SAS super 100®
colocado por el operador a una altura de 1.5 m, con-
teniendo en el cabezal una placa de contacto con agar
cromogénico Rainbow® O157. En cada sitio de mues-
treo se marcaron sitios a 0, 50 y 100 metros a partir
del cerco perimetral de la granja de bovinos y se co-
lectaron muestras simples a las 0, 6 y 24 horas para un
total de 36 muestras. Utilizando el SAS super 100® se
aspir6 un volumen de 1 m® de aire y posteriormente,
entre cada muestreo, la caja se retiraba del cabezal y
la tapa y compartimiento para la placa de contacto se
desinfectaba con solucion de alcohol etilico al 70%, y
la placa se resguardé en una bolsa estéril para después
ser transportadas en refrigeracion; una vez en el La-
boratorio se colocaron a temperatura ambiente y se
incubaron a 37°C + 1°C de 18 a 24 h. De cada placa
de agar cromogénico Rainbow® 0157 se selecciona-
ron el total de las colonias que presentaban coloracion
negras, grises, purpuras-azules y se resembraron en
agar de tripticasa de soya (Tsa) (Cat. 236950, BD®),
incubadas a 37°C + 1°C por 18 h, se verifico median-
te tincion Gram que la morfologia de los aislados co-
rrespondiera a la caracteristica de E. coli (bacilo corto
Gram negativo) y finalmente se preservaron a -70°C
en caldo de tripticasa de soya (TsB) (Cat. 211825,
BD®) con 20% de glicerol hasta su andlisis.

Para la extraccion de apN del control positivo
(cepa O157:H7-ciBNOR) y de las cepas aisladas a
partir de aire/particula suspendida, se utiliz6 un ex-
tractor portatil de acidos nucleicos (Palm Tron® E1,
Ahram BIOSYSTEM) con bateria de Li Polimero, si-
guiendo la metodologia del fabricante que consiste
en mezclar 200 uL. de buffer Quick DE con 20 uL de
muestra (cepa incubada en TSB a 35°C/18 h); poste-
riormente se toman 5 uL de la mezcla y se depositan
en un tubo DE PALM PCR™ con 20 uL de reactivo
DE, se centrifugdé por 1 minuto a 8500 rpm en una
centrifuga Ahram® RX1, BIOSYSTEM, para después
colocar los tubos en el equipo Palm Tron® E1 por 6
minutos y finalmente centrifugar por 1 minuto a 8500
rpm, tomando 5 ul del sobrenadante para la pCR; el

resto de la extraccion se mantuvo en almacenamien-
to a -20°C. La concentraciéon y pureza del ADN fue
determinada utilizando un espectrofotometro Nano-
Drop 2000c¢ (Thermo Scientific®); la integridad y la
especificidad de los oligonucledtidos se verificaron
mediante gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio (0.33 mg/mL), visualizindolo con un sistema
Minibis Pro DNR (sistemas Bio-Imaging®).

La cPCR se desarroll6 en 20 uL de volumen de re-
accion, conteniendo: 5X PalmTaq® Express Master
Mix (5X) (suplementada con 2.5 nM de MgCI2 y 0.2
mM dNTPs, 0.8 U Taq high-speed DNA polymerase)
(Ahram Biosystems®) y 10 uM de cada oligonucle6-
tido. Para la deteccion de Escherichia coli O157:H7 y
verificar la especificidad de la reaccion se utilizo el
inmunoensayo NALF2 (Nucleic Acid Lateral Flow) do-
ble linea de Ahram Biosystems®. Los oligonucledti-
dos utilizados para el gen del antigeno 0157 (rfbE;
GenBank acceso No. S83460.1): f-Biotin-GGAT-
GACAAATATCTGCGCTGC y r-Digoxigenin-GGT-
GATTCCTTAATTCCTCTCTTTCC, y para el gen
del antigeno flagelar H7 (fliC; GenBank acceso No.
AF228487): f-Biotin-GCGCGAAGTTAAACACCACG
y r-FAM-CGGTGACTTTATCGCCATTCC [6]; se utili-
z6 1 uL de ADN genémico como templado. La cPCR se
llevé a cabo utilizando un termociclador portatil ope-
rado por bateria y de conveccién térmica PALM PCR
(Mod. G3, Ahram Biosystem®). La velocidad utiliza-
da fue turbo 3 (T3) con una temperatura de anilla-
miento de 56°C. Las reacciones de cPCR incluyeron
35 ciclos (11 minutos).

Resultados y discusion

Los resultados de la especificidad de los oligonucleo-
tidos con la cPCR se presentan en la Figura 1. A)
muestra la altura de los amplicones para el gen del
antigeno 0157 (rfbE, 213 pb) y el gen del antigeno
flagelar H7 (fliC, 108 pb) cuando se utiliz6 ADNg puro
de la cepa sTEc O157:H7-CIBNOR siendo consistente
con lo reportado por Kim et al., 2018 [6]. B) muestra
el inmunoensayo de flujo lateral marcando adecua-
damente las lineas para los amplicones de los genes
bajo estudio en el caso del control positivo (cepa
0157:H7-CIBNOR), mientras que en el caso del con-
trol negativo (sT) solo se observa la banda en el con-
trol.
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A partir de las 36 muestras de particula suspendida
se obtuvo una coleccion de 79 aislados que presenta-
ron caracteristicas macroscopicas en agar Rainbow®
0157; al momento 13 aislados han sido analizados
utilizando cPCR (sitio 1, 4 cepas; sitio 2, 9 cepas). La
figura 2 muestra los resultados que demuestra la au-
sencia de la sTEc O157:H7, siendo congruentes con lo
reportado por Yanamala et al. (2011) [7] y Berry et
al. (2015) [8] donde la sTEC O157:H7 estuvo ausente
en muestras de particula suspendida (1m?), en distan-
cias de hasta 45 y 180 metros respectivamente, con-
tiguas a corrales de ganado bovino. Se continuara con
el estudio del resto de los aislados, y adicionalmente
se trabajara con la pcR multiplex acorde a Rivas-Ruiz
y cols., (2020) [5], a efecto de establecer la presencia
de los genes stx1 y stx2.

Conclusién

El estudio contintia en desarrollo; sin embargo, de
forma preliminar y considerando el aislamiento selec-
tivo de cepas sospechosas a sTEc O157:H7 y no 0157
en agar cromogénico Rainbow® 0157 es factible su
movimiento en aire/particula suspendida debiendo
esto demostrarse por el grupo de trabajo.
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Deteccién especifica de E. coli O157:H7 empleando cPCR y ensayos NALF2.
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Introduccidn
Como menciona Cruz A. [1] las Buenas Pricticas de
Higiene y Manipulacion de Alimentos son imprescin-
dibles para garantizar la provision de alimentos salu-
dables, inocuos y seguros. Las Buenas Practicas deben
cubrir aspectos relacionados con la estructura fisica y
el equipamiento del centro de elaboracién de alimen-
tos, la forma en que se conducen los procedimientos
tecnoldgicos, y el grado de entrenamiento del perso-
nal. Estas Buenas Pricticas deben constituir un ele-
mento basico dentro de cualquier sistema de gestion
de la calidad e inocuidad de los alimentos.
Constituyen una garantia de calidad e inocuidad
que redunda en beneficio del empresario y del con-
sumidor en vista de que ellas comprenden aspectos

de higiene y saneamiento aplicables en toda la cadena
productiva, incluido el transporte y la comercializa-
cion de los productos [2]

Si no se cuidan las buenas practicas en estableci-
mientos como las carnicerias, que son parte impor-
tante en la cadena alimentaria, pueden surgir brotes
de enfermedades como la Salmonelosis, que es una de
las enfermedades transmitidas por alimentos mas fre-
cuente en el mundo en carne molida. Sin embargo, es
escaso el conocimiento sobre su presencia en las su-
perficies que contactan con la carne asi como muchas
otras. Los establecimientos de venta de materia prima
como las carnicerias, presentan condiciones favora-
bles para el crecimiento de microorganismos, como lo

de Navarro, 40900, Jalisco, México. Tel: +52(317)3886182.
* cristina.jcamberos@academicos.udg.mx .
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son la cantidad de agua y nutrientes [3]

De no aplicarse debidamente las buenas practicas
de manufactura y coccion, la carne picada fresca es
un alimento de consumo masivo que se convierte en
un potencial riesgo para la salud del consumidor [4]

Contaminacion de la carne en diferentes etapas a
lo largo de la cadena alimentaria, incluso en los pun-
tos de venta, cuando ésta toma contacto con distintas
superficies como tablas, picadoras y manos del per-
sonal, entre otras. Esta situacion constituye un riesgo
potencial para la salud de los consumidores y para la
calidad de los productos [5]. Es por ello que el obje-
tivo del presente trabajo, fue determinar las buenas
practicas de higiene en establecimiento de venta de
carne, en el Mercado Juirez de Autlan

Metodologia

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y
transversal. Todos los establecimientos participantes
en este estudio, se encuentran ubicados en las insta-
laciones del mercado municipal Benito Juirez de la
ciudad de Autlan, y participaron todas las carnicerias
de dicho mercado, y dicha participacion fue volunta-
ria. El acta de verificacion, anexa a la Norma Oficial
Mexicana 251 (Secretaria de Salud)[6] “Practicas de
Higiene para Establecimientos de Servicio de Alimen-
tos o Bebidas”, contiene apartados que contemplan
instalaciones, recepcién de materia prima, equipo
y utensilios, servicios, almacenamientos, personal,
mantenimiento y limpieza, control de plagas, manejo
de residuos, asi como limpieza y desinfeccion. Cada
apartado incluye cuestionamientos que fueron llena-
dos con un puntaje, 2 en caso de cumplir, 1 si cumple
parcialmente y 0 si no cumple. Al final fueron com-
parados los parametros establecidos en la norma, para
ver si el manejo higiénico es adecuado o deficiente

Resultados y discusion
La figura 1 representa los porcentajes obtenidos por
las carnicerias (eje vertical), el color naranja para
los porcentajes de “no cumple”, el color amarillo por
“cumple parcialmente” y el color verde para “cum-
ple”. Los apartados que incluye el acta de verificacion
anexa a la Nom 251 (eje horizontal).

En la grafica se puede observar que la mayoria de
los establecimientos presentan mayor problema en

las areas de control de plagas, pues el 57% cumple
de manera parcial y el 28% no cumple con tener un
programa de control de plagas, juntos suman 85% y
solo el 14% cumplen totalmente. En servicios el 85%
cumplen de manera parcial y el 14% sencillamente no
cumple, sumando un 100% de los establecimientos
que no cuentan con adecuadas trampas contra olores,
coladeras o canaletas con rejillas, libres de basura, sin
estancamiento o en buen estado.
En almacenamiento el 85% cumple de manera parcial
y sblo el 14% cumple totalmente, por lo que las con-
diciones de almacenamiento no son adecuadas al tipo
de materia prima y/o producto que se maneja.

Instalaciones y 4reas, ningin establecimiento par-
ticipante cumple de manera total con lo que indica la
norma, es decir, sus instalaciones como pisos, pare-
des, puertas y ventanas, no se encuentran en buenas
condiciones y estan limpias en el momento de la apli-
cacion del acta. Ademas en el apartado de manteni-
miento y limpieza, este apartado incluye manejo de
residuos, todas las carnicerias estan en cumplimiento
parcial, es decir, no existen programas de limpieza
constante y mantenimiento, y si existen, no son im-
plementados correctamente. En un estudio realizado
en Isla Trinitaria, donde también se investigaron la
implementacion de buenas practicas en carniceria de
un mercado, pudieron observar que las en el manejo
de residuos en el pardmetro de manejo de residuos
tenian la presencia de animales callejeros en un 12.5%
[71, 1o que puede representar vectores de enfermeda-
des, y por tanto un riesgo para la salud de los consu-
midores

En capacitacion a su personal, el 85% de estable-
cimientos o no han recibido capacitacién nunca, o si
caso de recibirla no es en manejo higiénico de alimen-
tos. Es probable que debido a la falta de capacitacion,
se originan los problemas restantes en el manejo hi-
giénico de los alimentos, ya que si los manejadores
desconocen los lineamientos que deben seguirse para
que el manejo sea apropiado, no se llevara a cabo. En
2020, Arellano-Narviez R y Acosta-Gonzaga E,[8]
realizaron un estudid para evaluar la efectividad de la
implementacion de la NoMm 251, ademas, implemen-
taron dos capacitaciones a los duefios de los locales
sobre el manejo higiénico de los alimentos para que
estos comprendieran la importancia de la inocuidad,
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Resultados de la aplicacién del acta de verificacién anexa a la NOM 251 en carnicerias del
Mercado Juarez de Autlan.

Resultados del Acta de Verificacion NOM 251
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con base a los resultados, se observé una mejoria en
aspectos como “equipo y utensilios”, “operaciones”,
“manejo de residuos, “mantenimiento y limpieza” y
“capacitacion” .

Las areas que presentaron menor problema por-
que cumplieron totalmente fue el manejo de materias
primas y las instalaciones de areas y servicios en las
que algunos establecimientos cumplen.

El mantenimiento y la limpieza fueron areas donde
el cumplimiento no fue total, lo que también puede
representar una area de oportunidad para los estable-
cimientos participantes en éste estudio.

Conclusion

La mayoria de los establecimientos participantes tie-
ne practicas de higiene deficientes, ya que no cumple
con lo establecido en la normatividad oficial. Se reco-
mienda que en futuros trabajos se brinde capacitacion
al personal, a los propietarios de establecimientos y
a las autoridades de los mercados, para que todos en
conjunto, logren un mejor manejo higiénico en los es-
tablecimientos de venta de carne.

Cumple Parcialmente

¢
m Cumple Totalmente
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Introduccidn

En la actualidad existe un mercado creciente de ali-
mentos funcionales que incluye una variedad im-
portante de productos probidticos, estos productos
pueden otorgar al consumidor beneficios a la salud
cuando son ingeridos en cantidades adecuadas. En-
tre los principales beneficios derivados de consumo
de probidticos se encuentran, el mejoramiento en la
composicion de la microbiota intestinal, la preven-
cion y tratamiento de diarreas infecciosas, reduccion
de los sintomas de la inflamacion intestinal, disminu-
cion de los niveles de colesterol, o bien revertir en
cierto grado la intolerancia a la lactosa, entre otros [ 1,
2]. Sin embargo, también se conoce que en la dieta
se encuentran compuestos que pueden evitar que los

probidticos se establezcan en el intestino de los con-
sumidores o que inhiban el metabolismo de estos
Una de las caracteristicas principales que destaca
a la comida mexicana es sin duda el sabor picante, los
mexicanos no podemos concebir nuestras comidas o
golosinas principales sin dicho sabor, el ingrediente
responsable de otorgar esta caracteristica a nuestros
alimentos son los chiles. La capsaicina es un com-
puesto que se encuentra en los chiles, es la molécula
que produce sensacion picante y es responsable del
efecto de quemor e irritante tras su consumo. Se han
realizado estudios para definir si la capsaicina puede
tener en los alimentos el papel de conservador (agen-
te bacteriostatico o bactericida), ademas de aportar

1 Tecnoldgico de Estudios Superiores de Villa Guerrero. Carretera Federal Toluca-Ixtapan de la Sal, kilémetro 64.5, C.P.

51760, La Finca, Villa Guerrero, Estado de México, México.
* tzlorigel@gmail.com
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picor, la revision realizada por Omolo y colaborado-
res en 2014 [3] cita trabajos que evaluaron el efecto
de la capsaicina pura (obtenida de Sigma Aldrich®) y
extractos de diferentes especies vegetales sobre cepas
de Bacillus subtillis, Pseudomonas aeruginosa, Salmone-
lla Typhimurium, Escherichia coli y Helicobacter pylori,
en todos los casos se reportaron efectos inhibitorios
del crecimiento microbiano. Marini y colaboradores
en 2015 [4] estudiaron la actividad antimicrobiana
de la capsaicina sobre cepas de Streptococcus pyoge-
nes eritromicina resistentes, ellos reconocieron que
en un intervalo de concentracion entre 64 y 128 ug/
mL, la capsaicina tiene un efecto bactericida contra
Streptococcus pyogenes, y en concentraciones subleta-
les las cepas pierden la capacidad de invasion sobre
las células blanco. El presente trabajo tiene el objeti-
vo de evaluar el efecto de extractos de chile serrano
(Capsicum annuum L. var. serrano) sobre la viabilidad
de diferentes cepas de microorganismos probioticos

Metodologia
Fase 1: Aislamiento de cepas probidticas co-
merciales.
Se seleccionaron tres cepas probidticas
i. A partir de Yakult® se aislo la cepa probiotica
Lactobacillus casei Shirota en medio de cultivo
Agar Man Rogosa Sharpe (AMRS).
ii. A partir de Floratil® se aisl6 la cepa probioti-
ca Saccharomyces boulardii en medio de cultivo
Agar Dextrosa Sabourad (ADS).
iii. A partir del producto comercial Sinuberase® se
aislo la cepa probiotica Bacillus clausii en medio
de cultivo Agar nutritivo (AN).

Fase 2: Preparacion de extractos

Se realizaron cinco extractos con una concentracion
de 0.36 g de chile serrano por cada mililitro de agua
destilada, diferenciados por las partes del chile que
componian los extractos, 1) cuerpo, vena y semilla,
2) cuerpo, 3) cuerpo y vena, 4) semilla y 5) vena. Pos-
teriormente se realizaron 3 extractos distintos cada
uno con diferente concentracion del cuerpo del chile,
extracto A) 0.5 g/mL, B) 0.25 g/mL y C) 0.1 g¢/mL.
En todos los casos la extraccion se realizo por 24 h a
temperatura ambiente, el extracto se esterilizo en au-
toclave y fueron separados los sélidos presentes.

Fase 3. Evaluacion cualitativa del efecto de los
extractos de chile serrano sobre el crecimiento
microbiano de las cepas probiédticas de trabajo
» Evaluaciéon en medio liquido, en tubos de ensayo
estériles con capacidad de 5 mL se prepararon las
muestras para evaluar cualitativamente el efecto
de los extractos 1, 2 y 3 sobre los microorganis-
mos. La formulacion de las muestras en contacto
con los extractos fue la siguiente, muestra E1 2.5
mL de medio de cultivo y 1 mL de extracto 1,
muestra E2 2.5 mL de medio de cultivo y 1 mL de
extracto 2 y la muestra E3 con 2.5 mL de medio
de cultivo y 1 mL de extracto 3. Se empled una
muestra como control con 2.5 mL de medio de
cultivo y 1 mL de solucion salina. Los medios de
cultivo liquidos empleados fueron caldo nutriti-
vo para Bacillus clausii, caldo MRS para Lactobaci-
llus casei y caldo dextrosa Sabouraud en el caso
de Saccharomyces boulardii.
Método en césped microbiano, sobre un cés-
ped microbiano (sembrado en el mismo medio
de cultivo sdlido empleado en el aislamiento de
cada microorganismo) se colocaron 3 discos de
papel de 0.5 cm de didmetro esterilizados con luz
ultravioleta, el primer disco de papel no contenia
ningun extracto, el segundo disco contenia 50 uL
de extracto 4 y el tercer disco 50 uL. de extracto 5,
las placas se incubaron de acuerdo con los reque-
rimientos ambientales de cada microorganismo
durante el tiempo correspondiente, después de
su periodo de incubacion se revisaron las placas,
la presencia de un halo generado por la ausencia
de crecimiento microbiano alrededor de los dis-
cos de papel indico6 un efecto de inhibicion.

Fase 4. Evaluacion del efecto de los extractos
de chile serrano sobre el crecimiento de las ce-
pas de Saccharomyces boulardii y Lactobacillus
casei en medio de cultivo liquido
La Tabla 1 muestra el disefio experimental del efec-
to de los extractos sobre Saccharomyces boulardii, el
experimento se llevo a cabo en microtubos y por tri-
plicado, el crecimiento microbiano fue medido por
turbidez después de 24 h de cultivo empleando un
espectrofotometro (Absorbancia a 600 nm).
Posteriormente se realizd6 una cinética midiendo
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el crecimiento a las 0, 24, 48 y 72 horas, utilizando
una suspension de Saccharomyces boulardii ajustada al
tubo # 7 de McFarland. Para esta cinética se emplea-
ron matraces Erlenmeyer de 50 mL, con un volumen
de medio de 25 mL, cada muestra se evalud por tripli-
cado. En la Tabla 2 se muestra el disefio experimental.

Se realiz6 la cinética de crecimiento para Lactoba-
cillus casei Shirota utilizando una suspension ajustada
al tubo # 5 de McFarland, el seguimiento de la cinética
se realizd de la misma forma que para Saccharomyces
boulardii. En la Tabla 3 se describe el disefio experi-
mental

Tabla 1. Disefio experimental de la cinética de crecimiento de S. boulardii en microtubos.

Volumen de

Volumen de extracto (mL) Solucién Suspension
caldo dextrosa : : :

Muestra salina microbiana
Sabouraud (mL) (mL)

(mL)
CS 0.9 - - - 0.1 -

CC 0.9 - - - - 0.1
El 0.6 0.3 - - - 0.1
E2 0.6 - 0.3 - - 0.1
E3 0.6 - - 0.3 - 0.1

CS: Control de reactivos. CC: Control de crecimiento.

Tabla 2. Disefio experimental de la cinética de crecimiento de S. boulardii

Volumen de

Volumen de extracto (mL) Solucién Suspensién
caldo dextrosa : : :
Muestra salina microbiana
Sabouraud ) (mL)
(mL)
CS 24 - - - 1 -
CC 24 - - - - 1
EA 16 8 - - - 1
EB 16 - 8 - - 1
EC 16 - - 8 - 1

CS: Control de reactivos. CC: Control de crecimiento.

Tabla 2. Disefio experimental de la cinética de crecimiento de L. casei

Volumen de extracto (mL)  Solucién Suspensién
Volumen de : : :
Muestra caldo MRS (mL) salina microbiana
(mL) (mL)
CS 24 - - - 1 -
CC 24 - - - - 1
EA 16 8 - - - 1
EB 16 - 8 - - 1
EC 16 - - 8 - 1

CS: Control de reactivos. CC: Control de crecimiento.
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Resultados y discusién

Evaluacién cualitativa del efecto de los extrac-
tos de chile serrano sobre el crecimiento micro-
biano de las cepas de trabajo

La evaluacion visual mostr6 crecimiento de las tres
cepas probioticas en presencia de cualquier extracto
de chile serrano tal como se muestra en la Tabla 4,
las muestras que contenian extracto 3 (cuerpo y vena
del chile) fueron en las que se apreci6 un mayor cre-
cimiento visualmente, mientras que en el extracto 1
fue en el cual se observd un menor crecimiento, esto
puede deberse a que el extracto 1 estd compuesto de
todas las partes del chile y por lo tanto la diversidad
de componentes extraidos puede ser mayor.

Para comprobar si los extractos a partir de la vena
y la semilla del chile provocaban la inhibicion del cre-
cimiento sobre las cepas se emple6 la metodologia de
césped microbiano, en ningan caso se presento inhi-
bicién de crecimiento.

Evaluacién del efecto de los extractos de chile
serrano sobre el crecimiento de las cepas de
Saccharomyces boulardii y Lactobacillus casei
en medio de cultivo liquido

En la Figura 1 se observan los resultados obtenidos
de la cinética de crecimiento de S. boulardii cuando se
puso en contacto con las diferentes formulaciones de
los extractos.

El crecimiento de la levadura en el medio de culti-
vo sin la adicion de ningtn extracto (Control de creci-
miento en el medio de cultivo) se encuentra por deba-
jo del crecimiento presentado por la levadura cuando
se pone en contacto con los diferentes extractos (A,
By C). Se puede observar que el cultivo con extracto
A presentd un 18% mads crecimiento en comparacion
con el control de crecimiento, un 7% mas crecimiento
en comparacion con el extracto By un 13% mas cre-
cimiento en comparacion con el extracto C.

En la Figura 2 se observan los resultados obteni-
dos de la cinética de crecimiento de L. casei cuando
se puso en contacto con diferentes formulaciones de
extractos.

El crecimiento de L. casei en el medio de cultivo sin

la adicién de ningiin extracto se encuentra por debajo
del crecimiento presentado por los medios de cultivo
adicionados con algiin extracto. Se observa que el me-
dio de cultivo adicionado con extracto A presenta un
37% mas crecimiento en comparacion con el medio
de cultivo sin extracto (cc), un 2% mas en compara-
cion con el extracto B y un 5% mas en comparacion
con el extracto C.

Se ha reportado un efecto antimicrobiano de ex-
tractos de Capsicum annuum sobre microorganismos
Gram negativos como Salmonella typhimurium, Pseu-
domonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphylo-
coccus aureus y Bacilllus cereus [ 5], este efecto se le ha
atribuido principalmente al contenido de capsaicinoi-
des, sin embargo se conoce que algunos otros compo-
nentes también son responsables de dicho efecto tales
como el 2H-Tetrahidrotiopirano, acido a-hidroxido-
decanoico, a-D-glucopiranosido, entre otros [6], sin
embargo, los resultados obtenidos al emplear extrac-
tos formulados con las diferentes partes que compo-
nen al fruto, mostraron que no existe un efecto in-
hibitorio sobre Saccharomyces boulardii, Lactobacillus
casei y Bacillus clausii tanto en medio liquido como en
medio sélido, lo efectos de inhibicion referenciados
se realizaron con microorganismos patégenos a dife-
rencia de nuestro estudio.

Los resultados de ambas cinéticas de crecimiento
muestran en todos los casos que, a mayor concentra-
cion de chile en el extracto, mayor crecimiento in-
distintamente del microorganismo empleado, estos
resultados probablemente se deban a la presencia de
componentes del fruto que puedan servir de sustrato
de los microorganismos probioticos.

En recientes estudios donde se han realizados
caracterizaciones bioquimicas de frutos del género
Capsicum, se ha encontrado un contenido de carbo-
hidratos que oscila en 9.5% de su peso seco, de los
cuales 1.75% corresponde a fibra, una descripcion
mas detallada de la composicion de los carbohidratos
presentes indica la existencia de cierto porcentaje de
almidén, pectina y algunos azdcares reductores dis-
ponibles como Gal, Rha, Ara, Xyl y Glc.

Otro hallazgo importante indica que una de las
fracciones de las pectinas esta constituida de arabino-
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Tabla 4. . Evaluacién cualitativa del efecto de los extractos de chile serrano sobre el crecimiento microbiano
de las cepas de trabajo.

Lactobacillus Bacillus Saccharomyces
Muestra : o o
casei clausii boulardii
Control ++ ++ ++
Extracto 1 + + +
Extracto 2 ++ ++ ++
Extracto 3 +++ +++ +++
Extracto 4 ++ + ++

(+) Presencia de crecimiento, (++) crecimiento notable, (+++) crecimiento abundante.

Cinética de crecimiento Saccharomyces boulardii

9.0
E
S 80
2
2
&L 70
o
£ &0
Lt . "
E 5.0 —e—Control solucion salina (CS)
2 —=— Control crecimiento (CC)
S 40

—=—Exiracte A (EA)

el e Extracto B (EB)

20 —s—Extracto C EC)

10

ao . T I

a x4 a8 72 56

Tiempo (Horas)

Figura 1. Cinética de crecimiento de S. boulardii en muestras control (CS y CC) y extractos (EA, EBy EC)alas 0O h, 24 h, 48 y
72 h. CS) medio de cultivo y solucién salina, CC) medio de cultivo y suspensién de S. boulardii, EA) extracto con una concen-
tracion de 0.5 g/mL, EB) extracto con una concentracion de 0.25 g/mL y EC) extracto con concentracién de 0.1 g/mL.

Cinética de crecimiento Lactobacillus casei

10.0 —s— Control solucion salina (CS)

a0 .
—s— Control crecimiento (CC)

Crecimienta (A 5 )

60
—s— Extracto A (EA)

40
—=— Extracto B (EB)

! =—e—Extracto C (EC)

Lt} 24 48 72

Tiempo (Horas)

Figura 2. Cinética de crecimiento de L. casei en muestras control (CS y CC) y extractos (EA, EBy EC)alasOh, 24 h, 48 h,y
72 h. CS) medio de cultivo y solucién salina, CC) medio de cultivo y suspension de L. casei , EA) extracto con una concentra-
cién de 0.5 g/mL, EB) extracto con una concentracién de 0.25 g/mL y EC) extracto con concentracion de 0.1 g/mL.

Efecto de extractos de chile serrano (Capsicum annuum L. var. serrano) sobre cepas probidticas

43 =



galactanos del tipo I y I, los cuales se han identificado
como sustratos que incrementan significativamente
las poblaciones de lactobacilos en intestinos de adul-
tos [6-8], los resultados obtenidos, en conjunto con
lo citado anteriormente vislumbran la posibilidad de
que ciertos componentes de los extractos obtenidos
pudiesen ser considerados sustratos prebioticos.

Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos se concluye que
los extractos empleados de chile serrano (Capsicum
annuum) no solo no presentan efecto de inhibicion
sobre las cepas probidticas empleadas, sino que, pro-
mueven su crecimiento, vislumbrando un posible
efecto prebiotico.
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Introduccidn

México es uno de principales productores de frutas
citricas a nivel internacional. Debido a esta condicion
se generan una gran cantidad de subproductos como
el bagazo o la cascara. La fruta de lima dulce (CITRUS
LIMMETA) tiene un aporte importante de compuestos
con actividad biologica, e.g. antioxidantes o sustancias
con actividad antimicrobiana [1,2]. Algunos estudios
indican que los polifenoles con actividad antioxidante
presentan efecto bactericida sobre microorganismos
como Escherichia coli y en general sobre microorga-
nismos coliformes psicrotrofos [1]. Listeria mo-
nocytogenes es un microorganismo patdgeno y psi-
crotrofo, que no forma esporas [3], es una bacteria
ubicua y tiene una resistencia a tratamientos térmi-

cos, mayor a otras bacterias indicadoras [3]. Ademas,
la bacteria puede provocar la contaminacién de los
alimentos en cualquier etapa de la cadena alimentaria.
En este estudio se evalu6 el control significativo de
L. monocytogenes en emulsiones modelo aceite /agua
adicionadas de bagazo de lima dulce y sometidas a un
proceso térmico de subpasteurizacion de 55°C/45
min. Se realizé un andlisis estadistico con las pruebas
de ANOVA y Duncan para determinar los tratamientos
significativamente diferentes.

Metodologia
Bagazo de lima dulce (BLD).
La lima dulce se someti6é a un proceso de lavado y
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desinfeccion. Las muestras de subproductos de la fru-
ta de lima dulce (bagazo, ciscara y semilla) se some-
tieron a un proceso de secado a 40°C durante 48 h en
un horno de charolas (Felisa® FE-294AD, México) y
se molieron en una licuadora convencional durante 5
min. Se realizé un tamizado (Tamiz, NUimero 45) has-
ta alcanzar una tamafio de particula de 0.42 mm. Las
muestras de estudio se guardaron en bolsas estériles
de polietileno a una temperatura de -20°C hasta su
uso.

Listeria monocytogenes NCTC 11994 y condi-
ciones de crecimiento

L. monocytogenes NCTC 11994 pertenece a la colec-
cion microbiana de la Universidad de Murcia, Espana.
Durante este estudio la cepa se conservé en crioviales
a -80°C. Esta se crecié en medio TSAYE (Tryptic Soy
Broth, Bioxon, México) suplementado con 0.6% de
extracto de levadura para obtener el cultivo de estu-
dio con una concentracion inicial aproximada de 8.5
ciclos logaritmico.

Anélisis microbiolégico

En este estudio se elaboraron emulsiones modelo
aceite/agua empleando aceite comercial de olivo vir-
gen extra (AoL). Este aceite se adquiri6 en la “Central
de Abastos de Ecatepec”, Ecatepec de Morelos, Edo. de
México, México. Se empled un disefio completamen-
te aleatorizado para evaluar el efecto de las variables
fijas: concentracion de AoL (2%, 4% y 6%) y la con-
centracion de bagazo de lima dulce ( 0 g/mL, 0.025
g/mLy 0.05 g/mL). En los diferentes tratamientos se
agregd Tween® 80 al 1% como surfactante. En tubos
Eppendorf® estériles se agregaron por separado vola-
menes del aceite de estudio (aoL) de 20 uL, 40 uL y
60 uL. Previamente en los tubos Eppendorf® se agre-
g6 la muestra de bagazo de lima dulce (BLD). En cada
tratamiento se adicionaron diferentes volimenes de
soluciones amortiguadoras de fosfato-citrato a pH 4,6
y 8. En estos tratamientos se adicion6 el cultivo de
L. monocytogenes. Todos los tratamientos se sometie-
ron agitacion a 350 rpm en un vortex (Labnet®, EUA)
durante 1 min y posteriormente se mantuvieron en
condiciones en calentamiento a 55°C en un bafio de
temperatura controlada (Polystat Temperature Con-
troller, Cole-Parmer®, EUA) durante los tiempos de
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estudio. Las cuentas microbianas se realizaron con la
técnica de gota [4] en medio de cultivo TsA.

Anélisis estadistico

Los resultados se sometieron a una prueba de ANOVA
y una comparacion multiple de medias con la prueba
de Duncan, utilizando el paquete estadistico SAS Sys-
tem, WindowsTM Version 6.12, USA.

Resultados y discusién

La Tabla 1 muestra los resultados del anilisis estadis-
tico de ANOVA para el estudio sobre el control signi-
ficativo de L. monocytogenes en sistemas modelo de
emulsiones aceite/agua. En los tres sistemas de estu-
dio a los valores de pH 4, 6 y 8 se observo un efecto
altamente significativo del modelo de estudio sobre la
variable respuesta.

La Figura 1 muestra el tratamiento a pH 4, se ob-
serva una reduccion significativa en las poblaciones
de L. monocytogenes a partir de tiempo de tratamiento
térmico a 55°C, de los 15 min (Prueba de Duncan,
P<0.05) de estudio para las emulsiones modelo adi-
cionadas de bagazo de lima dulce. En este sistema no
se observo un efecto significativo (Prueba de Dun-
can, P<0.05) de la concentracion del aceite de olivo
sobre las poblaciones de L. monocytogenes. El bagazo
de lima tuvo un efecto significativo (prueba de Dun-
can, P<0.05) sobre la reduccion de las poblaciones de
L. monocytogenes, hasta valores de 2.98 ciclos logarit-
micos a una concentraciéon de BLD de 0.05 g/mL. En
las emulsiones a pH 6 y 8 se observo una reduccion
significativa de la concentracion de L. monocytoenes
por efecto de la concentracion de aceite de olivo. En
el pH 6 se observo un comportamiento similar a los
tratamientos de pH 4; hubo un efecto significativo en
la reduccion de L. monocytogenes a valores de 0.05
g/mL de bagazo de lima. La menor poblacion de L.
monocytogenes se observo en este pH al tiempo de
tratamiento de 30 min con valores de 3.759 ciclos lo-
garitmicos. El menor efecto sobre la inhibicion de L.
monocytogenes se observé en el pH 8. El coeficiente
de determinacion para los tres sistemas de estudio
mostraron que para el pH 4, 6 y 8 solo el 1.05%, 3.62%
y el 18.23% de la variacion en la variable respuesta no
es explicado por los parametros de estudio
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Resumen de la ANOVA para la emulsién modelo de estudio.

Concentracion de aceite de olivo
(2%, 4% v 6%)

Concentracion de bagazo de lima
(0 g/mL, 0.025 g/mL y 0.05 g/mL)

Tiempo
(0 min, 15 min, 30 min y 45 min(

4 0.9895 97.22 0.0001
6 0.9638 27.44 0.0001
8 0.8177 4.62 0.0001

Variables fijas: concentracion de aceite de olivo (2%, 4% y 6%), concentracion de bagazo de lima (0 g/mL,0.025 g/mL y 0.05 g/mL) y el tiempo
de (0 min, 15 min, 30 min y 45 min) sobre la variable respuesta: Log UFC/mL de L. monocytogenes a 55°C.*

Log,y UFC/mL

2% aceite de olivo, 0% bagazo de lima dulce

4% aceite de olivo, 0% bagazo de lima dulce

6% aceite de olivo, 0% bagazo de lima dulce

= 2% de aceite de olivo, 0.025% bagazo de lima dulce

- 4% aceite de olivo, 0.025% bagazo de lima dulce

6% aceite de olivo, 0.025% bhagazo de lima dulce

v 2% aceite de olivo, 0.05% bagazo de lima dulce

4% aceite de clivo, 0.05% bagazo de lima dulce

6% aceite de olivo, 0.05% bagazo de lima dulce

Limite de deteccion

W

——T
5 ® WL R P
Tiempo (min)

b ‘F‘é’
D

,
PP P

Inhibicién de L. monocytogenes en una emulsién modelo con aceite de olivo adicionada de 0.0%, 0.025% y 0.05 %
de bagazo de lima dulce (Citrus limmeta) a pH 4.0 a una temperatura de 55°C.

Conclusion

En las condiciones experimentales evaluadas se en-
contr6 una reduccion significativa de L. monocytoge-
nes NCTC 11994 para algunos tratamientos. Los tra-
tamientos evaluados redujeron significativamente las
poblaciones de la bacteria control.
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Introduccidn

De acuerdo con datos de la CONAGUA [1], en Mé-
xico, el consumo promedio de agua por persona es
de 380 litros al dia, empleando un 4% de esta para
la higiene personal o para su consumo. Para utilizar
el agua con estos fines, esta debe estar purificada, lo
cual puede requerir un tratamiento completo de fil-
tracion, coagulacion, sedimentacion y desinfeccion,
de los cuales, el de mayor relevancia microbiologica
es la desinfeccion.

La desinfecciéon tiene como propésito la inacti-
vacion de los microorganismos patogenos en el agua
que incluyen formas relativamente sensibles, como las
bacterias no esporuladas. El germicida de mayor em-
pleo en la desinfeccion del agua es el cloro, en forma
de hipoclorito o de cloro molecular. En el agua, ambos
generan acido hipocloroso y ion hipoclorito en con-

centraciones relativas que dependen del pH [2]. Otro
agente quimico también utilizado en la potabilizacion
del agua es el ozono, ya que tienen la capacidad de in-
activar bacterias y virus mas rapidamente que el cloro
y, aparentemente, tienen cierto efecto contra parasitos
[2].En cuanto a los tratamientos fisicos, se sabe que la
luz ultravioleta es utilizada debido a la accién letal que
tiene sobre los microorganismos, ya que sus bases de
moléculas de acido nucleico absorben la luz uv y pier-
den su funcionalidad [2].

Uno de los grupos microbianos de mayor interés en
el agua es el de los Organismos Coliformes, ya que su
hallazgo en esta puede indicar la falta o ineficiencia en
el proceso de potabilizacion y/o recontaminaciones
durante la distribucion. Ademas, el hallazgo especifico
de Escherichia coli o de coliformes termotolerantes en
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el agua, constituye evidencias de contaminacion fecal
reciente y obliga a la investigacion de potenciales fuen-
tes de contaminacion y eventual pérdida de la integri-
dad de los sistemas de conduccién y almacenamiento.
En este sentido la Nom 201-SSA1-2015 [3] establece
en el apartado 5.1.5.1.2 que, para el agua destinada
para consumo humano, los limites para Organismos
Coliformes con valores menores que 1.1 NMp/100 mL,
cero UFC/100 mL o bien la ausencia de estos cuando la
técnica de andlisis lo permita. Sin embargo, un indica-
dor especifico no muestra caracteristicas de aplicacion
segura para satisfacer o cubrir la diversidad de patoge-
nos potencialmente presentes en el agua, tal es el caso
de Pseudomonas, un patégeno oportunista del cual, la
normativa anteriormente sefialada indica su analisis
solamente cuando se trate de agua mineral.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negati-
vo, aerobio con flagelo polar. Cuando se cultiva en me-
dios adecuados produce piocianina, un pigmento ver-
de azulado no fluorescente. Muchas cepas producen
también el pigmento verde fluorescente pioverdina.
Es un microorganismo comun en el ambiente y puede
encontrarse en las heces, el suelo, el agua y las aguas
residuales [4]. Este patogeno oportunista puede causar
diversos tipos de infecciones, coloniza predominan-
temente partes dafiadas del organismo, como quema-
duras y heridas quirdrgicas, el aparato respiratorio de
personas con enfermedades subyacentes o las lesiones
fisicas en los ojos, donde puede invadir y causar le-
siones destructivas o septicemia y meningitis. Los pa-
cientes con fibrosis quistica o inmunodeprimidos son
propensos a la colonizacién por P. aeruginosa, lo que
puede conducir a infecciones pulmonares progresivas
graves [4].

Su presencia es significativa en algunos entornos
como en los centros de salud y, aunque no hay eviden-
cia de que los usos normales del agua de consumo hu-
mano sean una fuente de infeccion para la poblacion
en general, su capacidad de formar biopeliculas repre-
senta un peligro para las personas con el sistema inmu-
noloégico comprometido.

En este sentido, el objetivo de este trabajo fue anali-
zar la incidencia de Pseudomonas en muestras de agua
potable proveniente de diversos ambientes mediante
su seguimiento en la fase presuntiva de la deteccion
de coliformes por la técnica de Numero Mas Probable

(~nmP) y relacionar los resultados con la presencia o au-
sencia de los organismos coliformes.

Metodologia

Se analizaron 66 muestras de agua provenientes de
diferentes ambientes: 14 de bebederos, 16 del agua de
la red, 29 de agua a granel y 7 de sistemas de filtra-
cion. Las muestras se colectaron en frascos estériles
con tiosulfato de sodio al 10% y fueron transportadas
en hieleras con refrigerantes sin que estos tocaran di-
rectamente los frascos. Todas las muestras se anali-
zaron en un tiempo no mayor a 6 horas a partir de su
muestreo.

Para la determinacion de Organismos Coliformes
se sigui6 la técnica de analisis sefialada en el apéndice
H de la NomM-210 SSA1-2014 [5]. Para la prueba pre-
suntiva, en area de esterilidad se sembraron 5 porcio-
nes de 20 mL cada una de la muestra en tubos con 10
mL de Caldo Lactosado (BIOXON, Becton Dickinson
de México®, México) triple concentracion con cam-
pana de Durham estériles, dichos tubos se llevaron
a incubar a 35°C por 48 horas. Una vez pasado este
tiempo, de cada tubo que mostroé la formacion de gas,
se tomaron tres asadas y se sembrd en un namero igual
de tubos de Caldo Bilis Verde Brillante al 2% (DIFCO,
Becton Dickinson Company,® USA) para la prueba
confirmativa de Organismos Coliformes Totales y se
llevaron a incubar por 48 horas a 35°C. Posterior a
esto, se registrd el nimero de tubos que presentd la
formacion de gas y, con los datos obtenidos, se calculd
el Nmp para Coliformes Totales, tomando como refe-
rencia la tabla H.8.4.3 de la NoM 210-SSA1-2014 [5].

Paralelamente, los tubos de las muestras presunti-
va se mantuvieron en incubacién a 35°C aun después
de haber tomado la asada para la determinacion de
Organismos Coliformes hasta que presentaran una
coloracion verdosa (Figura 1). De los tubos que tu-
vieron dicha coloracion, se sembraron por estria cru-
zada Agar Pseudomonas (DIFCO, Becton Dickinson
Company®, USA) y se incubaron a 35°C por 24 ho-
ras. Aquellas cajas que presentaron la produccion de
pigmentos verdes y/o azules, se consideraron como
Pseudomonas (Figura 1), se registraron los datos y se
reportd de acuerdo con establecido en la tabla H.8.4.3
de la NoM 210-SSA1-2014 [5].
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Tubo de prueba presuntiva de la técnica NMP (caldo lactosado) con coloracién verdosa y sin gas y
placa confirmativa en agar Pseudomonas

Resultados y discusidon

Del total de las 66 muestras de agua analizadas el
37.87% (25/66) rebasan el limite de organismos co-
liformes (ocT) <1.1 NMP/100 mL, declarados como
indicadores de la calidad sanitaria en la NOM-201-
SSA1-2015 [3] que aplica para hielo y agua envasa-
da y a granel. Esta norma establece la busqueda de
Pseudomonas sélo para agua mineral, sin embargo, se
encontrd Pseudomonas spp. en el 18.18% (12/66) de
las muestras de agua analizadas.

En la Figura 2, se muestran los resultados del por-
centaje de muestras positivas para ocT y/o Pseudo-
monas spp. en cada tipo de agua.

En primera instancia, se encontré que Pseudomo-
nas spp. se presento en el agua obtenida de bebederos,
de los sistemas de filtraciéon domésticos y del agua a
granel. Esto se pudiera deber a que en los tres tipos de
agua, involucran el paso de esta a través de zonas es-
trechas, tales como los filtros o cartuchos, por lo que,
cuando el sistema no se utiliza, el agua puede quedar-
se estancada en las zonas estrechas y, si hay presencia
de Pseudomonas spp. en el agua, esta se puede quedar
en estas zonas, creando biopeliculas, mismas que cau-
sarian que el microorganismo persistiera durante un
largo periodo de tiempo. Por otro lado, 1a presencia
de ocT en los cuatro tipos de agua, refleja deficiencias
en los procesos de potabilizacion, por ejemplo, en el
agua a granel, pudiera indicar problemas durante el
tratamiento de potabilizacién o incluso, deficiencias
en el lavado de garrafones.

En segunda instancia, los resultados obtenidos re-
velaron que, para cada tipo de agua, cuando la inci-
dencia de Pseudomonas era alta, la incidencia de ocT
era baja, y cuando la incidencia de ocT era alta, la in-
cidencia de Pseudomonas era baja. Fueron pocas las
muestras que presentaron tanto OCT como Pseudomo-
nas spp. al mismo tiempo (7.14% para el agua de be-
bederos; 14.28% para el agua de los sistemas de filtra-
cion; 6.89% para el agua a granel y 0% para el agua de
la red municipal). Estos resultados, concuerdan con
lo reportado por Coelho y col, 2010 [6], donde se re-
porta que el género Pseudomonas produce sustancias
bacteriostaticas que afectan a algunos microorganis-
mos pertenecientes al grupo coliforme.

Estos resultados adquieren especial relevancia
cuando se contrastan con las especificaciones micro-
bioldgicas de la NOoM-201-SSA1-2015, donde se sefiala
la ausencia de los oCT en todos los tipos de agua para
consumo humano, y que la determinacion de Pseudo-
monas spp debe realizarse exclusivamente cuando se
trate de agua mineral, sin embargo, dado lo observa-
do en este trabajo, la ausencia de OCT no garantiza
que no exista Pseudomonas spp. por lo se recomien-
da reconsiderar los pardmetros microbiologicos es-
tipulados actualmente y agregar la determinacion de
Pseudomonas spp a otros tipos de agua, con el objetivo
de garantizar la calidad de la misma, principalmente
para las personas con el sistema inmunoldgico com-
prometido.
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Finalmente, se destaca que la metodologia utiliza-
da para la deteccién de Pseudomonas spp. puede rea-
lizarse de manera paralela a la prueba presuntiva en
la deteccion de ocT, prolongando dicha prueba. Esta
metodologia pudiera servir para la identificacion de
Pseudomonas spp. sin la necesidad de adquirir otros
tipos de caldos de cultivo.

Conclusién

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
que la técnica de deteccion de Numero Mas Probable
para Organismos Coliformes funciond como un indi-
cador de la presencia de Pseudomonas en la prueba
presuntiva a través de la generacion de tonalidades
verdes en el caldo y esto a su vez, pudo ser confirma-
do mediante la siembra en el agar.

También, hay que tomar en consideracion que,
aunque hay una tendencia a que la presencia de Pseu-
domonas no esté relacionada con la presencia de
ocT, no todos los tipos de agua presentan el mismo
comportamiento. Aunque las normas establecen la
busqueda de Pseudomonas solo en agua mineral, este
trabajo muestra la necesidad de su determinacién en
otros tipos de agua.
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Introduccidn

En México, las tortillas representan una parte impor-
tante de nuestra identidad cultural, ademas que repre-
sentan un aporte importante de calorias en la dieta.
Durante su produccion se presentan diferentes etapas
en las que el contenido de los granos de maiz es suje-
to a procesos de secado, molienda y coccién que mo-
difican sus caracteristica funcionales, nutricionales y
microbiologicas [1]. Desde hace algunas décadas, con
el fin de mejorar el aporte nutricional de este pro-
ducto se han realizado esfuerzos en su tecnificacion,
incrementando la biodisponibilidad de sus compo-
nentes, y mediante cambios en la legislacion se han
establecido estrategias enfocadas a su estabilizacion
durante su vida de anaquel y equilibrio de nutrien-

tes. Es bien sabido que, en México, las preferencias de
consumo de este importante producto estan definidas
por la region geografica; teniendo influencia directa
en la preferencia de la materia prima y procesos de
elaboracion que conducen a variaciones de color, sa-
bor, textura y tamafo de producto [2]. Por lo ante-
rior, existen estudios que relacionan la presencia de
grupos de microorganismos muy variable, atribuido
a diversas causas, entre las que han dejado de lado el
origen de la materia prima. El objetivo de este trabajo
fue analizar tortillas de maiz obtenidas en tortillerias
o en puntos de venta en dos regiones, Nuevo Ledén
(Area metropolitana de Monterrey) y Bajio (Silao y
sus alrededores), con el fin de conocer la influencia

1 Tecnoldgico de Monterrey, Escuela de Ingenieria y Ciencias. Bio-Foods Research. Centro de Biotecnologia FEMSA,

Eugenio Garza Sada 2501, Monterrey, NL, México.
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de la materia prima sobre las caracteristicas fisicoqui-
micas y microbiologicas de tortillas.

Metodologia

Se recolectaron 80 muestras de tortilla de maiz en dos
localidades del territorio nacional, Nuevo ledn (40),
y Guanajuato (40), el criterio de seleccion fue al azar
tanto en tortillerias y puntos de venta externos (tien-
das de abarrotes, expendios de frutas y verduras). Se
registraron los nombres de los establecimientos, mu-
nicipalidad, tipo de materia prima, Harina de maiz
nixtamalizado (NmF), Mezcla (Mezcla) y Nixtamal
tradicional 100% utilizada para la elaboracién del pro-
ducto.

En los expendios de tortilla, se tomaron muestras a
la salida de la maquina tortilladora, la cual fue empa-
cada en papel nuevo y bolsa de plastico, mientras que
en los puntos de venta externos se tomaron paquetes
de 1/2 kg directamente del recipiente donde se alma-
cenan para su venta (hielera). En ambos casos se re-
gistrd la temperatura con un termometro infrarrojo.
Las muestras fueron transportadas inmediatamente al
laboratorio para su andlisis, a cada muestra se le cuan-

tifico lo descrito en la Tabla 1.

Con el fin de profundizar en los cambios quimicos
ocasionados por el crecimiento bacteriano se selec-
cionaron 24 muestras, tomando en cuenta su carga
microbiologica, 8 con muy baja cantidad y el resto
(16) con las cargas maximas registradas en mesofi-
los aerobios y hongos. A estas, se realizaron analisis
proximales, humedad, proteina, lipidos y cenizas,
usando metodologias oficiales de la Aacc (2000) y
A0AC (1990).

Se caracterizaron sus carbohidratos en términos
de contenido de almidén total, amilosa, amilopecti-
na, contenido de fibra, azucares libres utilizando kits
comerciales (Megazyme®, icklow®, Ireland®), alfa
amino nitrégeno e indice de per6xidos por metodolo-
gias oficiales de 1a A0ac (1990) como indicadores del
crecimiento bacteriano.

En el andlisis estadistico para los datos obtenidos
se utiliz6 comparacion de medias de Tukey y con el
fin de conocer las variables que tienen influencia so-
bre el contenido de microorganismos se realiz anali-
sis de componentes principales (AcP) por correlacion
de Pearson.

Andlisis y NOM correspondiente.

% Humedad
pH
Acidez titulable (ml NaOH 0.1)

Bacterias Mesofilicas Aerobicas (UFC/g)
Hongos (UFC/g)

Levaduras (UFC/g)

Coliformes totales (UFC/g)

Listeria monocytogenes /25 g
Salmonella sp /25 g

E. coli 0157:H7/ 25¢

Acido Benzoico (%)

Acido Sorbico (%)

Acido Propidnico (%)

Acido Fumarico (%)

AM-002
AH-007
LC-FQ-11

NOM-110-SSA1-1994 NOM-092-SSA1-1994

NOM-110-SSA1-1994 NOM-111-SSA1-1994

NOM-110-SSA1-1994 NOM-113-SSA1-1994

Deteccién Molecular por bioluminiscencia (MDS

100 3M)

LC-AD-010
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Resultados y discusidon
En el total de muestras recolectadas (80) se observa-
ron 3 componentes de importancia que en conjunto
explican el 82% de las variaciones, siendo los compo-
nentes principales PC1: Temperatura de paquete ce-
rrado, PC2: Temperatura de tortilla y PC3: bacterias
mesofilicas. La distribucion de las muestras en torno
a los dos primeros componentes resulté en una dis-
tribucion heterogénea, donde se encontr6 un cltster
de muestras diferenciadas por ser tomadas de tortillas
de reparto, lo que puede influir en el comportamiento
de los componentes 1y 2 (Temperatura de la hielera
y pHD.

La grafica (Figura 1) muestra una separacion cla-
ra entre las muestras que se comercializan mediante

reparto con respecto a las que son comercializadas
directamente en la tortilleria siendo de un comporta-
miento opuesto

Las variables agruparon sus vectores en torno a las
temperaturas, encontrandose una correlacion negati-
va con la cantidad de bacterias mesofilas (Figura 2).
En este caso la variable de acido benzoico, utilizado
como aditivo para el control de microorganismos no
presenta una correlacion clara, por lo tanto, no es una
influencia directa en el conjunto de muestras; en cam-
bio, los valores de pH registrados pudieron estar rela-
cionados con las caracteristicas de las tortillas.

En 28 muestras seleccionadas, 1a grafica de agrupa-
cion muestra claramente que las tortillas con menor
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Grafica de puntuacién de las cargas vectoriales de las variables analizadas.
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carga microbiolédgica fueron las elaboradas con NMF,
sin importar el canal de venta, mientras que las que
fueron elaboradas con mezcla y/o nixtamal muestran
una amplia distribucion de cargas microbiologicas.
(Figura 3).

Se observaron 4 componentes de importancia que
en conjunto explican el 80% de las variaciones. PC1:
Valor de indice de peroxido. PC2: Contenido de li-
pidos. PC3: Hongos. PC4: Cenizas. Se encontraron 2
grupos de correlaciones de importancia. La primera
entre el contenido de proteina, lipidos y la cantidad
de hongos, y la segunda relacionada con el contenido
de amilosa, el valor de indice de peroxidos y la canti-
dad de bacterias mesofilicas (Figura 4). Esta informa-
cion puede ser de utilidad dado que puede ayudarnos
a describir el crecimiento de estos microorganismos
y su efecto en los productos durante su elaboracion
manejo y almacenamiento.

Conclusién

Los parametros de azucares libres y amino nitrogeno
libre fueron de utilidad para confirmar los cambios a
nivel molecular que ocurren en la tortilla, debido al
crecimiento de microorganismos.

Los andlisis complementarios realizados a las 28
muestras seleccionadas, permiten observar con cla-
ridad la influencia de la materia prima sobre la pre-
valencia de microorganismos, demostrando que las
tortillas elaboradas con harina de maiz nixtamalizado
presentan menor carga microbiana, comparadas con
las elaboradas con mezcla y/o nixtamal.

Las tortillas elaboradas con mezclas de nixtamal
presentan mayor carga microbiana, posiblemente de-
bido a las condiciones de procesamiento de estas ma-
terias primas y/o pobres practicas de manufactura y
manejo de los producto.
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Introduccién
Segun estadisticas de los CDC, 44% de las enfermeda-
des transmitidas por alimentos (ETAS) que han lleva-
do a la hospitalizacion por consumo de frutas frescas
desde el afio 1998 al 2018 son adjudicados a Salmone-
lla. Se estima que este patdgeno causa 1.35 millones
de infecciones, 26,500 hospitalizaciones y 420 muer-
tes anuales en Estados Unidos [1]. Por ello, continua-
mente se busca evaluar la efectividad de métodos co-
munmente utilizados para la desinfeccion de frutas y
hortalizas, donde los compuestos méas utilizados son
el cloro, peroxido de hidrogeno, hipoclorito de sodio
y 4cidos organicos como el 4cido citrico, acético y lac-
tico, entre otros [2].

Sin embargo, se buscan nuevos materiales de desin-

feccion para reducir las limitaciones que pueden pre-
sentar los actuales. En este sentido, estudios recientes
han mostrado que el uso de 6xidos de lantanidos foto-
catalizados, aportan beneficios medioambientales al
oxidar contaminantes organicos sin dejar residuos to-
xicos [3]. La fotocatalisis ha mostrado buenos resul-
tados en la eliminacion de virus y microorganismos;
no obstante, se carece de experimentos enfocados a
evaluar la efectividad de estos en la desinfeccion de
alimentos y de manera particular de frutas y horta-
lizas. Por ello en este trabajo se propone sintetizar,
caracterizar y estudiar el efecto del 6xido de gadoli-
nio nanoestructurado como fotocatalizador para la
desinfeccion de una mezcla de Salmonella serotipos
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Typhimurium, Enteritidis, Montevideo y Saintpaul
utilizando un material de prueba (perlas de vidrio).

Aunado a esto, el hecho de que estos productos se
consumen generalmente sin ningan tipo de coccion,
eleva considerablemente la posibilidad de contraer
enfermedades, lo cual esta altamente influenciado
por practicas de consumo como el lavado o la desin-
feccion previa.

Metodologia
La sintesis del 6xido de gadolinio se realiz6 utilizando
el método de combustion. Para ello se empled nitrato
de gadolinio hexahidratado como material precursor
y urea como combustible, en una relacién molar equi-
valente de 1:2.5.

El anlisis de la estructura cristalina se llevé a cabo
mediante difraccion de rayos X utilizando un difrac-
tometro Empyream®; la morfologia del material se
determind mediante microscopia electrénica de ba-
rrido (sEm) utilizando un microscopio TESCAN®,
modelo MIRA, finalmente los valores Band-Gap fue-
ron determinados en un equipo Cary Series Uv-Vis
Spectrophotometer Agilent Technologies®.

Los ensayos de descontaminacion se llevaron a
cabo en una cidmara cerrada construida de acrilico
que en su interior cuenta con dos camaras separadas
por una base perforada parcialmente, de tal forma que
la zona de fotocatalisis permite la no irradiacion di-
recta del alimento con las ldmparas de UV (Figura 1).

Para las pruebas de descontaminacion, se utiliza-
ron perlas de vidrio estériles de 4mm de diametro que
fueron inoculadas e incubadas por 18h a 35°C con una
mezcla de las cepas de Salmonella, serotipos Thyphi-

murium, Enteritidis, Montevideo y Saintpaul a una
concentracion de 1x106 cel/mL. Antes del ensayo de
fotocatalisis las perlas se enjuagaron suavemente con
10 mL de bufer de fosfatos (pBs). Finalmente, las per-
las se colocaron en cajas de Petri estériles, y cada caja
se coloco abierta sobre el segundo nivel de 1a cimara,
sometiéndolas a tratamiento fotocatalitico utilizando
1.5 y 3 mg/mL de 6xido de gadolinio suspendido en
agua destilada (colocado en la cdmara inferior) por 5
y 10 min respectivamente.

Para el conteo de células viables, se colocaron las
perlas de vidrio tratadas, en una bolsa de stomacher®
la cual contenia 9mL de PBS estéril, se agitaron vigo-
rosamente de manera manual con un dngulo de 90°
por 1 min y se aplico el método de frotacion durante
3 min mas. Posteriormente se prepararon diluciones
seriadas y se sembrd en superficie en placas de agar
soya tripticaseina conteniendo 0.1% de rifampicina,
incubando finalmente por 24h a 35°C.

El conteo de colonias fue realizado posteriormente
y los resultados se expresaron en UFc/g de perlas. Los
ensayos fueron realizados con un disefio experimen-
tal 2k y los resultados se analizaron con el Software
Statgraphics® 18.

Resultados y discusion

La Figura 2 muestra la micrografia de los polvos de
oxido de gadolinio. Como se observa, la superficie del
material exhibe una morfologia basada en la forma-
cion de abundantes poros. Esta morfologia es tipica
del método de combustién y es atribuida al despren-
dimiento de los diversos gases generados durante la
reaccion de combustion.

Equipo de fotocatalisis.
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Por otro lado, en la Figura 3 se presenta el patron
de difraccion (difractograma) de los polvos obteni-
dos al finalizar la reaccion de combustion y después
de ser calcinados a 600°C. De acuerdo con el difrac-
tograma, no se observaron lineas de difraccion que
indicaran la formacion de carbonatos o remanentes
organicos provenientes de la descomposicion térmica
de la urea, esto indica que se obtuvo una fase pura y
cristalina de este 6xido. Cabe destacar que cada una
de las lineas de difraccion que aparecen en el difrac-
tograma fueron comparadas con las reportadas para
el Gd203 utilizando el archivo de difracciéon jcPDF
#1014 proveniente de la base de datos JADE. El valor
de band gap obtenido fue de 5.2 eV, lo que es similar a
lo previamente reportado (Figura 4).

Los ensayos de descontaminacion microbiana se
presentan en la Tabla 1. El andlisis de varianza para el

SEMHV:200kV | WD:1455mm

View field: 74.5 pm Dat: SE

SEM MAG: 2:56 kx _ Date(m/dly): 12/1421

disefio 2K (Tabla 2) muestra que todos los valores de
P fueron mayores al nivel de confianza dado a=0.05, lo
que significa que ninguno de los efectos “tiempo, con-
centracion del material o la interaccion entre ellos”
representa un valor significativamente diferente.
Debido a que los efectos del tiempo, concentra-
cién y su interaccion no fueron significativos, se deci-
di6 realizar un segundo andlisis en el cuil, se realizo
un estadistico de T-student para comparar las medias
de los resultados tras aplicar la fotocatalisis contra los
controles que consistieron en perlas de vidrio inocu-
ladas sin aplicar el tratamiento, obteniendo un valor
de P=0.1095. Lo que significa que los valores no son
significativamente diferentes entre las perlas con tra-
tamiento de fotocatalisis o sin someterse al tratamien-

to.
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Figura 4. Band-gap del éxido de gadolinio.

Tabla 1. Log UFC/g a distintas condiciones de tratamiento fotocatalitico con éxido de gadolinio.

Log UFC/g en perlas

Tiempo de » T -
exposicion Concentracion de 6xido de gadolinio (mg/mL)
(min) 0 1.5 3
0 4.82 +0.07 ND ND
5 3.70 +1.72 4.59 + 0.51
10 3.77 +0.73 1.70 + 0.00

Tabla 2. Andlisis de varianza para la variable de respuesta Log UFC/g.

Fuente Cs:xl:argraajis Gl Cﬁ:;?go Razon-F Valor-P
A:Tiempo 2.02005 1 2.02005 0.98 0.3776
B:Concentracion 0.07605 1 0.07605 0.04 0.8568
AB 2.35445 1 2.35445 1.15 0.3447
Error total 8.2194 4 2.05485
Total (corr.) 12.67 7

Fotocatalisis con oxido de gadolinio para desinfeccién in vitro de cuatro serotipos de Salmonella
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Conclusién

Los resultados mostraron que las combinaciones elegi-
das de concentracion de 6xido de gadolinio y tiempos
de exposicion utilizados no fueron lo suficientemente
efectivos para obtener un resultado significativamen-
te diferente en la descontaminacién de materiales
inoculados con Salmonella, aunque se observa una
tendencia que muestra una disminucion en el niumero

de Log urc/g de perlas con tratamiento fotocatalitico
contra las perlas de vidrio sin tratamiento.
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Introduccidn

Existe una gran variedad de quesos artesanales en
México, representado por un aproximando de 40 ti-
pos, el cual su proceso se basa en el uso de leche cruda
y de ingredientes como el cuajo y la sal. Sin embargo,
la elaboracion de estos quesos, genera como principal
residuo el suero lacteo en una cantidad de 200 millo-
nes de toneladas por afio, ocasionando serios proble-
mas de contaminacion, principalmente en el agua y
en el suelo, afectando seriamente la estructura fisica
y quimica del mismo, generando una disminucion de
rendimiento de cultivos agricolas y reduciendo la vida
acudtica al agotar el oxigeno disuelto [1].

Aunado a ello, el suero lacteo se puede considerar
con alto valor nutrimental, principalmente lactosa,
proteinas, materia grasa y minerales como calcio fos-
foro, magnesio, sodio y potasio. Las proteinas presen-
tes en el suero, lactoalbimina y lactoglobulina, debi-
do a su capacidad de formacion de geles, solubilidad
y viscosidad pueden dar pauta a ser usado por agente
encapsulante. Por lo cual el objetivo de este trabajo es
evaluar la factibilidad del uso de goma arabiga, inulina
y suero lacteo como agentes encapsulantes en la mi-
croencapsulacion mediante secado por aspersion de
Lactobacillus casei.
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Metodologia

Cultivo de la Cepa

Se utiliz6 una cepa de cultivos liofilizados de la bac-
teria Lactobacillus casei (SACCO BGP 93) para su
activacion, realizando la activacion con Caldo MRS y
L-cisteina, incubando a 35°C a 24 horas para realizar
la primera activacion y posteriores activaciones cada
24 horas.

Preparacion de muestras

Las suspensiones de material de pared que se prepa-
raron fueron con Goma Arabiga-suero licteo e inuli-
na-suero lacteo de acuerdo a la Tabla 1.

Encapsulaciéon mediante secado por asper-
sion

La encapsulacion se realizé en un equipo Biichi mini
Spray Dryer B-290® con las condiciones de rendi-
miento de la bomba de alimentacion a un 25%, rendi-
miento del Aspirador al 100% y a una presion de 1.5
bar y ajustando las temperaturas de acuerdo al disefio
experimental de la Tabla 1.

Viabilidad de bacterias probidticas

La evaluacion de la viabilidad se determind en el cal-
do de la activacion, en la solucion encapsulante y en
las microcdpsulas obtenidas después del secado, uti-
lizando la técnica de Miles y Misra que consiste en
sembrar por triplicado alicuotas de 20 uL. de mues-
tras de solucion, que previamente fueron diluidas en
concentraciones de 10-1 a 10-6, en una solucién de
fosfatos.

La siembra se realiz6 en cajas Petri con agar MRS
y L-cisteina. Las placas fueron colocadas en un dese-
cador de policarbonato a una presion de vacio de 17
inHg, para favorecer las condiciones de anaerobiosis,
por 48h a 35°C.

Actividad de agua

Para la determinacion de la actividad de agua se reali-
z6 mediante un higrometro de la marca Aqualab Dew
Point Water Activity Meter 4TE® utilizando aproxi-
madamente 1 gramo del encapsulante obtenido inme-
diatamente después de finalizar el secado.

Humedad

La determinacion de humedad se realiz6 en una ter-
mobalanza de la Marca OHAUS MB 90®, usando 1
gramo a 140°C durante 5 minutos.

Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa Statisti-
ca StatSoft inc. Version 7.1®, para realizar la interpre-
tacion de resultados

Resultados y discusion

De acuerdo a la experimentacion realizada se obtu-
vieron los siguientes resultados, expresados en la Ta-
bla 2, donde de acuerdo a la Figura 1, la Humedad se
vio afectada por la temperatura a la que fue sometido
el tratamiento de secado, indicando que a menor tem-
peratura (170°C) se obtuvieron datos de humedad
bajos y a mayor temperatura (190°C), la humedad
fue mayor.

Valores del disefio experimental 2® de la encapsulacién por aspersion.

Temperatura de secado

(°C) 190°C 170°C 180°C
Con(co/egt/rs)c“’n 60:40 40:60 25:25:50
(e
Tipo de material de pared GA-SL I-SL GA-I-SL
Donde: GA= Goma Ardbiga; SL= Suero Lacteo; I=Inulina
64 Hernandez Gaspar, V., de la Cruz Martinez, A., Sinchez Becerril, M., Delgado Portales R. E.,

Borras Enriquez A.J.y Valencia Medrano, A. E..



Concentracion de lactosue o (% kLS Means Material de Pared: LS Means

Curent effiect: {1, 0=, p= — Cument effect F{i, 0f=— p= -
Efictive hwpothesis decomposi tion Efiective npothesis decomposition
Vertical bas denote 035 con idence inenals ‘Wertical bars denote 0.55 confdence intenals
51 56
5.4
50
52
£ 48 Le
i i
46
47
44
45 42
40 &0 1 2
a) Concentracin de lactosuero B4 ) b) Material de Pared
TFCY; LS Means
Curent e fiect F(1, 0F— p= -
Effecti « hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intenals
453
432
431
420
453
Z 488
% 487
485
§
T a4s5
454
483
482
481
450
170°C 190°C
cl o
Humedad; a) Concentracién de Lactosuero; b) Material de Pared (1-Goma Arabiga y 2-Inulina) y
¢) Temperatura (°C).
Resultados fisicos y microbiolégicos de los microencapsulados.
M. Tomporatury  Conconiracion o Actwdzd de  Visbilidad  Viabilicad Dego
: - R Materizi ge pared % Humcdad . ot i o
Frp=rmeanio ™G, % pdp, anne Ty Sal [(IFCSR, [TIRGG) nfianide )
1 ll"U‘L BU= JU"Jdr‘l‘.lHd-:-IJE'LI
lackas E ¥ IR ¥ & AUEIUE L XU .
. - a0 woTaardbgs sucto
: larcken 536 02791 2.70E+23 2.10E-08 4
p LU S Somaarablgz-zueo
} l&ctes B [LEE 51 ERTIINE 1hUE W B
Tnmaarabiga-susn
Ll L190°C 40:20 .
lau ey 163 0.2607 2.10E+29 1.11E-05 15
5 170 G-4n I ina -suesn | A-ten 396 01967 1.20E+29 1.305-02 6.2
i} 172000 40-mn (LI E R B T ] 508 029449 3.20E+09 3. 70E-DE 3
T 1a9n0+C G-an (LI E R B T ] 457 0.254 2.30E+23 25005 6.9
] 1YL L] Inu'ing suero acton 1T n1AGG 2 1nr+m 1 AT an
Gurnie ardbiga-
[} 5 '
! Lart 2215 Inulina-5uzrs ldctea ES- ) W2LE ¢ dAUEIM 2BUE K 51
o J— S — Loma ardbiga
= Inulina-fomra larten 419 02104 2.30E+089 2 BOE-DE 532
" LU soan Goms ardbiga-
T -
I Inulina-5uzro ldctea EXE ¥ LYY 12Uk 1a0e 51

65



Esto se puede ver afectando por la combinacion de
materiales encapsulantes. Principalmente por la com-
binacion del suero lacteo, ya que se ha reportado que
el incremento de la temperatura, genera un valor de
humedad menor, sin embargo los valores que se obtu-
vieron pueden permitir la estabilidad en su almacena-
miento y la vida atil [2].

La viabilidad del Lactobacillus casei, evaluada en
los microencapsulados, se logra observar en mayor

T (°C); LS Means
Current effect: F(1, 0)=--,p= --
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence interval s

cantidad, en temperaturas de 170°C, y cuando la ma-
triz encapsulante estd compuesta en mayor concen-
tracion por suero lacteo, esto debido a las proteinas
y carbohidratos presentes en el suero. Con respecto
a la combinacién de inulina con suero lacteo se pudo
apreciar una mayor presencia de Lactobcillus casei,
debido a la accién prebiotica de la Inulina, ayudando
a la estimulacion del crecimiento del microorganismo
[31], como se puede apreciar en la Figura 2.

Concentracion de lactosuero (% ); LS Means
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Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Conclusién
Es factible el uso del suero licteo como agente en-
capsulante, ademds que el proceso presenta un gran
potencial para su escalado a nivel industrial, esto con
el fin de aprovechar esta sustancia, que es desechada.
Las microcapsulas obtenidas tienen presente una
gran cantidad del probidtico Lactobacillus casei por lo
que su aplicacion a una matriz alimentaria puede dar

pauta a la obtenciéon de un alimento funcional, ayu-
dando principalmente a equilibrar la microbiota in-
testinal del huésped.

Es necesario realizar la evaluacion de la resistencia
del Lactobacillus casei durante el proceso digestivo, es
por ello que atn se debe continuar con la investiga-
cion del proyecto.
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Introduccidn
Los aceites esenciales (AE) son usualmente una mez-
cla compleja de compuestos naturales, tanto de com-
puestos polares como no polares [1]. En general, los
constituyentes en los aceites esenciales son terpenos,
terpenoides, fenilpropanoides y otros constituyentes.
Los compuestos bioactivos que se encuentran en los
AE, especialmente los terpenos y los terpenoides, po-
seen una amplia gama de actividades biologicas [2].
Los terpenos son moléculas quimicas sintetiza-
das a partir del isopreno, 2-metil-1,3 butadieno que
se polimerizan, obteniendo asi una de las familias
de metabolitos secundarios mas diversificadas de la
naturaleza. Los terpenos son clasificados en base al
numero y estructura de los dtomos de carbono. Estos
pueden estar en arreglo lineal y en arreglos ciclicos.

Una sola unidad de isopreno representa a los hemi-
terpenos (C5), siendo esta la estructura mas basica de
los terpenos. Los terpenos que presentan dos unida-
des de isoprenos son llamados monoterpenos (C10);
los de tres, sesquiterpenos (C15); los de cuatro, diter-
penos (C20); los de cinco, sesterterpenos (C25); los
de seis, triperpenos (C30); los de ocho, tetraterpenos
(C40) y los de mas de diez, politerpenos. Todos estos
compuestos bioactivos formados por varias unidades
de isopreno son la mayor clase de compuestos orga-
nicos producidos en los AE de varias plantas. Tienen
un papel importante en el tratamiento de varios ti-
pos de enfermedades, en muchos estudios in vitro e
in vivo, como agentes anticancerigenos, antimicrobia-
nos, antiinflamatorios, antioxidantes, antialérgicos,
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neuroprotectores, antiagregantes, anticoagulantes,
sedantes y analgésicos a través de la actividad de los
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpe-
nos y tetraterpenos y compuestos glucésidos [3]. Se
ha informado de que los terpenos ejercen actividades
antimicrobianas tanto contra las bacterias suscepti-
bles a los antibi6ticos como contra las resistentes a los
mismos, principalmente a través de su capacidad para
promover la ruptura celular y la inhibicion de la sin-
tesis de proteinas y ADN [4]. El carvacrol, la carvona,
el eugenol, el geraniol y el timol fueron algunos de los
terpenos que demostraron una accion antibacteriana
contra el Staphylococcus aureus [5].

Dentro de los métodos de extraccion de los AE en-
contramos dos clasificaciones; métodos convenciona-
les o clasicos: hydrodestilacion, destilacion por arras-
tre con vapor, extraccion con solventes organicos y
presion en frio; y métodos avanzados o innovadores:
extraccion con fluidos supercriticos, extraccion con
liquidos subcriticos, extraccion asistida con ultraso-
nido, extraccion por microondas sin disolventes, hi-
drodifusion de microondas y gravedad, la destilacion
de vapor por microondas y la difusiéon de vapor por
microondas, la caida de presion controlada al instante
y extraccion asistida por microondas [6].

Como puede observarse son distintos métodos de
obtencién de aceites esenciales, por lo que este tra-
bajo se centrard inicamente en la extraccion asistida
por microondas, ya que este método puede conside-

rarse como una tecnologia verde que ofrece importan-
tes ventajas sobre la hidrodestilacién convencional:
tiempos de extraccion mas cortos con rendimientos
similares, considerable ahorro de energia, técnica res-
petuosa con el medio ambiente y menor costo.

El propdsito de esta revision es presentar una vi-
sion general de los terpenos encontrados en aceites
esenciales obtenidos mediante extracciéon por mi-
croondas, haciendo énfasis en su aplicaciéon como an-
timicrobianos.

Metodologia

Toda la informacion disponible se recopild (2010-
2020) a partir de la base de datos electronica “Sco-
pus”®, los articulos pertenecen al “Journal Citation
Report (JCRr). La busqueda se realiz6 en el afio 2021,
se utilizaron las siguientes palabras clave: “extraccion
por microondas”, “aceites esenciales”, “terpenos” y
“optimizacion”.Este articulo presenta una revision
de la literatura que resume los mejores datos avan-
zados sobre tnicamente terpenos (sin incluir a los
terpenoides, fenilpropanides y otros constituyentes)
encontrados en los aceites esenciales obtenidos por
extraccion con microondas, centrandose en la aplica-
cion como antimicrobianos.

Resultados y discusion
En la Tabla 1 se muestran las especies analizadas, asi
como su nombre cientifico.

Aceites esenciales investigados en este estudio.

Amomum tsao-ko
Amorpha fruticosa
Cinnamomi cortex
Cinnamomun camphora
Cinnamomum longepaniculatum
Ferulago angulata
Fructus forsythiae
Helichrysum arenarium
Lavandula angustifolia
Magnolia sieboldii.
Nigella sativa
Ocimum basilicum
Pterodon emarginatus
Salvia officinalis
Vaccinium uliginosum
Cinnamomum japonicum
Rosmarinus officinalis

Tsaoko, hierba fruta
Falso indigo, anil bastardo de Cayena
Corteza de cinamomo, tejpat
Alcanforero
Canela del pinar
Ferulago, chavil
Lian Qiao
Siempre viva del monte, pluma de principe
Lavanda
Magnolia de oyama o de montafia coreana
Ajenuz, agenuz, arafuel, semilla o comino negro
Albahaca
Sucupira- branca
Salvia
Arandano azul o negro o nero, nadius
Canela japonesa
Romero
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Después de reunir la informacion se analizé y se
integré en distintas tablas que poseen los siguientes
campos: tipo de terpeno, indice de retenciéon, nom-
bre de la especie, técnica de anilisis, referencia. Es
importante destacar que se realiz6 la clasificacion de
terpenos, por lo tanto, la separacion de las especies
dependera de ello, siendo el pardmetro las unidades
de isopreno con las que cuenta cada terpeno; es asi
como se clasifican en dos grandes grupos: monoter-
penos y sesquiterpenos. En los articulos analizados
no se encontraron diterpenos y sestertepenos.

Los hemiterpenos son una parte menor de los ter-
penos que se encuentran en los AE. El mas destacado
es el isopreno, que emiten las hierbas y las hojas de
muchos arboles, como las coniferas, los robles, los ala-
mos y los sauces. Algunos ejemplos de hemiterpenos
son los 4cidos angélicos, tiglico, isovalérico y sene-
cioico [7]. En los articulos revisados, no se encontro
ningin hemiterpeno, ya que principalmente se en-
cuentran en hojas y hierbas de arboles.

En la Tabla 2 clasifica a los monoterpenos de dis-
tintas especies segun la bibliografia consultada, recor-
demos que este tipo de terpenos poseen diez unida-
des de carbono y su forma quimica general es C, H .
De la tabla 2, podemos examinar que los monoterpe-
nos mas comunes dentro de las especies estudiadas,
son a-pineno y Y- terpineno, los cuales dan a la planta
la propiedad de antinflamatoria, ademas cabe mencio-
nar que sus estructuras aportan un olor caracteristico
a pino.

Los sesquiterpenos son el siguiente tipo de terpe-
nos, los cuales estin ordenados en la Tabla 3. El ses-
quiterpeno mas comun es el cariofileno, contenido en
11 especies de las 18 estudiadas, dicho compuesto es
uno de los mas utilizado en la industria alimentaria,
ya que constituye parte de aditivos; ademas de tener
propiedades antinflamatorias.Jioa et al. [8] no repor-
tan ningtn sesquiterpeno en aceite esencial de Fruc-
tus forsythiae, inicamente monoterpenos. Mientras
que Vila-Verde et al. [9] y Tran et al. [10] solo repor-
tan monoterpenos para el aceite esencial de Pterodon
emarginatu y de albahaca. Liu et al. [11] reportan va-
lores de indices de retencion, de los compuestos del
aceite esencial de lavanda, muy diferentes a los repor-
tados por otros autores, lo que podria deberse a que
reportan los Indices Kovats a n-alcanos (C5-C24) en

una columna HP-INNOWax®.

No todos los autores reportan todos los compo-
nentes del aceite esencial, como es el caso de Akhbari
et al. [12], quienes solo reportan cuatro compuestos
y entre ellos se encontr6 un monoterpeno.

Los aceites esenciales de lavanda obtenidos me-
diante hidrodestilaciéon (HD) e hidrodestilacion asis-
tida por microondas (HDAM) se probaron contra
cinco microorganismos diferentes, que incluian tres
bacterias (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Ac-
tinomycetes viscosus) y dos hongos (Aspergillus niger y
Penicillium sp.). Los valores de didmetro de la zona de
inhibicion del aceite esencial se determinaron por el
método de difusion en disco de papel, tanto para HD,
como para HDAM, los valores estuvieron en el rango
de 9.3-10.2 mm y 9.0-10.5 mm, respectivamente. El
aceite por HDAM mostré una mayor actividad anti-
microbiana contra todos los microorganismos ensa-
yados que el extracto por HD, excepto Penicillium sp.
Los valores de la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (cMm1) del aceite esencial se deter-
minaron por el método de macrodilucion en caldo y
se probaron contra cinco microorganismos. Los valo-
res de cMmI oscilaron entre 0.125 y 0.250 mg/mL para
los aceites obtenidos por el método de HDAM y por
el método de HD. Segln el valor de la cwmi, el aceite
HDAM fue mis eficaz contra Actinomycetes viscosus
(0.125 mg/mL) y el aceite HD fue mas eficaz contra
Penicillium sp. (0.125 mg/mL), respectivamente.

Por lo general, las propiedades antibacterianas de
los aceites esenciales estin estrechamente relaciona-
das con sus componentes mas abundantes en ellos. Sin
embargo, los estudios que investigan la relacion entre
la actividad biologica y la composicién quimica de la
lavanda no han encontrado ninguna correlacion entre
el porcentaje de los componentes predominantes y
la actividad antimicrobiana). Asi, la actividad podria
atribuirse a la presencia de componentes menores.
Al comparar las muestras de aceite esencial extraidas
mediante HDAM y HD no se observaron diferencias
notables en cuanto a los compuestos identificados.
Sin embargo, las concentraciones de los compuestos
variaron mucho con el método de extraccion.

Por lo tanto, el aceite esencial de lavanda extraido
por diferentes métodos tenia una actividad antimicro-
biana diferente, lo que sugiere que la actividad antimi-
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Monoterpenos encontrados en aceites esenciales

No. Monoterpeno Indice de retencion Especie Referencia

1 a-Tujeno (C1oH1g) 930 Anmomum  tsao-ko [13]

929 Cinnamormun canphora [17]

1011 Fructus forsythiae [8]

899 Ferulago angulata [18]

925 Cinnamomum  Jongepaniculatum [19]

2 a-Pineno (C1oH16) 937 Anmomum  tsao-ko [13]

924 Anorpha fruticosa [20]

934 Cinnanonun canphora [17]

1023 Fructus forsythiae [8]

924 Helichrysum arenarium [21]

931 Nigella sativa [22]

911 Ferulago angulata [18]

940 Rosmarinus officinalis [12]

937 Salvia officinalis [14]

917 Cinnamormum  japonicum [23]

937 Cinnamormum  Jongepaniculatum [19]

3 Camfeno (C1oH1s) 953 Anmonmum  tsao-ko [13]
1058 Fructus forsythiae [8]

918 Ferulago angulata [18]

943 Nigella sativa [22]

1084 Lavandula angustifolia [11]

952 Salvia officinalis [14]

933 Cinnamomum  japonicum [23]

952 Cinnamomum  Jongepaniculatum [19]

4 Sabineno (C1gH1g) 935 Ferulago angulata [18]
1114 Fructus forsythiae [8]

975 Helichrysum arenarium [21]

964 Nigella sativa [22]

969 Anormum  tsao-ko [13]

5 B-Tujeno (C1oH1e) 1116 Salvia officinalis [14]
972 Anormum  tsao-ko [13]

925 Cinnamonum  longepaniculatum [19]

6 B-Pineno (C1oH1s) 979 Anmomum  tsao-ko [13]
980 Anorpha fruticosa [20]

1103 Fructus forsythiae [8]

958 Cinnamormun canphora [17]

941 Ferulago angulata [18]

980 Helichrysum arenarium [21]

979 Salvia officinalis [14]

961 Nigella sativa [22]

974 Cinnamomum  japonicum [23]

980 Cinnamomum  Jongepaniculatum [19]

7 B-Mirceno (C1oH1s) 989 Anonmum  tsao-ko [13]
1158 Fructus forsythiae [8]

992 Helichrysum arenarium [21]

1178 Lavandula angustifolia [11]

975 Cinnamonum  longepaniculatum [19]

8 a -Felandreno (C1oH16) 966 Ferulago angulata [18]
997 Nigella sativa [22]

1003 Cinnamomum  japonicum [23]

1202 Fructus forsythiae [8]

1006 Anmomum  tsao-ko [13]

B-Felandreno (C1oH 1) 984 Ferulago angulata [18]

1013 Cinnamormum  Jongepaniculatum [19]

9 3-Careno (C1oH1s) 1011 Anmonmum  tsao-ko [13]
1007 Anorpha fruticosa [20]

10 &3-Careno (C1oH1s) 970 Ferulago angulata [18]
" B-Ocimeno (C1oH1g) 998 Ferulago angulata [18]
1271 Fructus forsythiae [8]

1044 Magnolia sieboldii. [24]

1044 Cinnamomum  japonicum [23]

1046 Amomum tsao-ko [13]
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. Monoterpeno Indice de retencion Especie Referencia

12 Y- Terpineno (C1oH16) 1060 Anmomum  tsao-ko [13]
1010 Ferulago angulata [18]

1247 Fructus forsythiae [8]

1054 Cinnarmomi Cortex [25]

1060 Helichrysum arenarium [21]

1023 Nigella sativa [22]

1062 Magnolia sieboldii. [24]

1061 Salvia officinalis [14]

1060 Vaccinium uliginosum [26}

1064 Cinnamomum  japonicum [23]

1054 Cinnamonum  longepaniculatum [19]

13 a-Terpineno (CqoH16) 1032 Ferulago angulata [18]
1087 Anmonmum  tsao-ko [13]

1080 Cinnamomi  cortex [25]

1067 Cinnamorun canphora [17]

1008 Nigella sativa [22]

1178 Fructus forsythiae [8]

1017 Salvia officinalis [14]

1017 Cinnamomum  longepaniculatum [19]

14 (-)-Canfeno (C1oH1s) 951 Cinnamormun canphora [17]
15 B -Sabineno (C1oH1s) 952 Cinnarmonmun canphora [17]
16 a -Mirceno (C1oH16) 958 Cinnamorun canphora [17]
17 o -Felandreno (C1oH16) 966 Ferulago angulata [18]
996 Cinnamonun canphora [17]

18 (+)-2-Careno (CioH16) 998 Cinnamorun canphora [17]
19 B-Cimeno (C1oH14) 1296 Lavandula angustifolia [11]
1023 Cinnanonun canphora [17]

20 B- Felandreno (C1oH 1) 1213 Fructus forsythiae [8]
1021 Magnolia sieboldii, [24]

1013 Cinnamonum  longepaniculatum [19]

21 p-Cimeno (C1oH1a) 978 Ferulago angulata [18]
1025 Nigella sativa [22]

1023 Salvia officinalis [14]

1026 Cinnamomum  longepaniculatum [19]

22 Ocimeno (C1oH16) 1021 Helichrysum arenarium [21]
1021 Cinnamomum  japonicum [23]

1044 Cinnampbmum  Jongepaniculatum [19]

23 Mirceno (C1oH1s) 952 Ferulago angulata [18]
24 Limoneno (C1oH1g) 1211 Fructus forsythiae [8]
995 Magnolia sieboldii. 24]

1220 Lavandula angustifolia [11]

1032 Salvia officinalis [14]

- Ocimum [10]

Basilicum

990 Ferulago angulata [18]

25 Ocimeno (C1oH16) 1037 Helichrysum arenarium [21]
26 Trans-B-Ocimeno (C1oH 1) 1032 Cinnaroni  cortex [25]
1039 Magnolia sieboldii, [24]

1050 Salvia officinalis [14]

1252 Lavandula angustifolia [11]

27 B-Ocimeno (C1oH16) 1270 Lavandula angustifolia [11]
28 B-Cimeno (C1oH1a) 1296 Lavandula angustifolia [11]
29 Terpinoleno (C1oH1e) 1308 Lavandula angustifolia [11]
1088 Cinnamormum  Jongepaniculatum [19]

30 2,4,6-octatrieno, 2,6-dimetil-, 1131 Magnolia sieboldii [24]

(E, Z)- (C1oH1s)
31 1,5,5-trimetil-6-metileno- 1338 Magnolia sieboldii [24]
ciclohexeno (C1dH1e)

32 N-decano (C1oHz) 1000 Nigella sativa [22]
33 (Z)-B-Ocimeno (C1oH1s) 1038 Salvia officinalis [14]
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Sesquiterpenos encontrados en aceites esenciales.

N® Sesquiterpeno Indice de Especie Referencia
retencion
1 1-Elemeno (C1sHza) 1418 Anorpha fruticosa [20]
1431 Magnolia sieboldii [24]
1436 Pterodon emarginatus 9
1465 Cinnamonum  japonicum [23]
1347 Ferulago angulata [18]
2 B-Elemeno (CisHza) 1394 Magnolia sieboldii [24]
1391 Helichrysum arenarium [21]
- Ocinumbasilicum [10]
1441 Cinnamonum  japonicum [23]
1394 Vaccinium uliginosum [26]
3 a-Cubebene (Cis5Hz4) 1343 Anorpha fruticosa [20]
4 Ylangene (CisHa4) 1364 Anorpha fruticosa [20]
1372 Helichrysum arenarium [21]
1370 Cinnarmonum  japonicum [23]
1392 Nigella saliva 22)
4 a-Copaeno (CisHz) 1376 Arorpha fruticosa [20]
1376 Pterodon emarginatus )]
1376 Vaccinium uliginosum [26]
1376 Cinnarmoni Cortex [25)
5 B-Copaeno (CysHzs) 1753 Lavandula angustifolia [11]
1422 Magnolia sieboldii [24]
8 B-Cubebeno (CisHz:) 1388 Anorpha fruticosa [20])
1388 Cinnarmonum  longepaniculatum [19]
7 a-Gurjuneno (CisHzs) 1408 Anorpha fruticosa [20]
8 Cariofileno (C1sHa2a) 1423 Anorpha fruticosa [20]
1643 Lavandula angustifolia [11]
1423 Cinnarmomum  longepaniculatum [19]
1410 Magnolia sieboldii [24]
1417 Helichrysum arenarium [21)
1446 Cinnamonum  japonicum [23]
- Ocimum  basilicum [10]
1417 Vaccinium uliginosum [26]
1423 Cinnarromi - Cortex [25)
1424 Nigella sativa [22)
9 E-Cariofileno (C1sHas) 1494 Pterodon emarginatus 9
10 B-Cariofileno (C1sHz4) 1399 Cinnamomum - canphora [17)
1418 Salvia officinalis [14]
" a-Bergamoteno (CisHz4) 1433 Anorpha fruticosa [20]
1617 Lavandula angustifolia [11]
- Ocinumbasilicum [10]
12 y-Gurjuneno (CisHa4) 1472 Anprpha fruticosa [20]
1407 Helichrysum arenarium [21]
13 Humuleno (CisHzz) 1488 Anorpha fruticosa [20]
1715 Lavandula angustifolia [11]
1452 Cinnarmonum  longepaniculatum [19]
1447 Magnolia sieboldii [24)
1454 Pterodon emarginatus @
1424 Cinnarmomum  canphora [17)
1455 Helichrysum arenarium [21]
1453 Salvia officinalis [14)
1447 Cinnamoni  Cortex [25)
14 Biciclosesquifelandreno (CisHas) 1498 Anorpha fruticosa [20]
15 B-Sesquifelandreno (C1sHzz) 1365 Ferulago angulata [18]
16 y-Muroleno (CisHza) 1477 Anorpha fruticosa [20]
1457 Magnolia sieboldii [24)
1479 Pterodon emarginatus ]
17 B-Selinene (CisHz4) 1493 Anvorpha fruticosa [20]
1464 Magnolia sieboldii [24)
1484 Helichrysum arenarium [21]
18 Selineno (C1sHz4) 1470 Cinnamonum  canphora [17)
1488 Vaccinium uliginosum [26)
19 3Selineno (CisHzs) 1500 Helichrysum arenarium [21)
20 a-Muroleno (CisHza) 1504 Anorpha  fruticosa [20)
1472 Magnolia sieboldii [24)
1502 Salvia officinalis [14]
1504 Vaccinium uliginosum [26]
1494 Cinnaromi - Cortex [25)
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N?— Sesquiterpeno Indice de Especie Referencia
retencion
21 B-Muroleno (C1sHz4) 1474 Helichrysum arenarium [21]
¥-Muroleno (CisHas) 1475 Anorum - tsao-ko [13]
22 1478 Salvia officinalis [14]
23 y-Cadineno (CisHz4) 1524 Anvprpha fruticosa [20]
1511 Helichrysum arenarium [21]
. Ocirmum  basilicum [10]
1516 Salvia officinalis [14]
24 dCadineno (CisHaa) 1528 Anorpha fruticosa 20
1519 Cinnarmonum  longepaniculatum [19]
1484 Magnolia sieboldii [24]
1522 Helichrysum arenarium 21]
1522 Cinnamonmum  japonicum [23]
1498 Amormum - tsac-ko [13]
1525 Salvia officinalis [14]
1519 Vaccinium uliginosum [26]
1503 Cinnaroni  Cortex [25)
25 a-Calacoreno (CisHaa) 1536 Anorpha  fruticosa [20]
1528 Helichrysum arenarium [21]
1542 Cinnamoni  Cortex [25]
26 a-Santaleno (CisHzs) 1608 Lavandula angustifolia 1]
27 a-Farneseno (CysHaza) 1487 Magnolia sieboldii [24]
1545 Vaccinium uliginosum [26]
28 Cis-B-Farneseno (CisHz4) 1685 Lavandula angustifolia [11]
29 B-Farneseno (CisHzs) 1459 Helichrysum arenarium [21]
- Ocimum  basilicum [10]
30 Aloaromandendreno  (CisHza) 1459 Cinnamonum  longepaniculatum [19]
1454 Magnolia sieboldii [24]
1469 Pteradon emerginatus 9
1459 Salvia officinalis [14]
31 Aromandedreno  (CisHza) 1436 Helichrysum arenarium 21]
1449 Cinnanonum  japonicum 23]
1440 Vaccinium uliginosum [26]
32 D-Germacreno (CisHz4) 1480 Cinnarmormum  longepaniculatum [19]
1442 Magnolia sieboldii [24]
1461 Cinnarmonum  canphora [17]
- Ocimum basilicum [10]
1339 Ferulago angulata [18]
33 B-Germacrene (CisHaa) 1535 Cinnarromum - canphora [17]
34 Biciclogermacreno (CisHz4) 1496 Cinnanonum  longepaniculatum [19]
1492 Helichrysum arenarium [21]
35 a-Guaieno (CisHza) 1439 Magnolia sieboldii [24]
- Ocinmum basilicum [10]
36  B-Bisaboleno (CisHas) 1478 Magnolia sieboldii [24]
1506 Vaccinium uliginosum (28]
1499 Cinnanoni  Cortex [25]
1500 Nigella sativa [22]
37 ftrans-a-Bisabolol (CisHa:) 1531 Pterodon emarginatus 9
38 cis-Sesquisabineno 1523 Pteradon emarginatus 9]
39 y-Malieno (C1sHzs) 1435 Helichrysum arenarium [21]
40 a-Bulnesene (CisHz4) 1672 Cinnamonum  japonicum [23]
- Ocirmum  basilicum [10]
41 Viridifloreno (CisHz4) 1495 Salvia officinalis [14]
42 Curcumeno (CisHzz) 1481 Vaccinium uliginosum [26]
43 o-Curcumeno (CisHzz) 1479 Cinnarroni - Cortex [25]
44 Calameneno (CisHzz) 1521 Vaccinium uliginosum [26]
45 Sativen (CisHz4) 1396 Cinnarromi  Cortex [25]
46  a-Cedreno (CisHas) 1408 Cinnamoni  Cortex [25]
47 Eremofileno (CisHz4) 1486 Cinnaroni  Cortex [25]
48 Cadaleno (CisHis) 1652 Cinnaroni  Cortex [25]
49 a-Longipineno (CisHas) 1353 Nigella sativa [22]
50 Longifoleno (CisHz4) 1432 Nigella sativa [22]
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crobiana no es el resultado de estos compuestos, sino
que también puede estar relacionada con las concen-
traciones de éstos. Ademads, también se especuld que
un efecto sinérgico entre los componentes mayores y
menores del aceite esencial contribuy6 a la actividad
antibacteriana. Estos resultados demostraron que el
aceite esencial de lavanda producido por HDAM era
relativamente mas activo que el aceite HD. Por lo tan-
to, la HDAM podria ser un buen método alternativo
para extraer el aceite esencial para el experimento
antimicrobiano [11].

Por otra parte, Cui et al. [13] reportan las activi-
dades antimicrobianas de los AE de Amomun tsao-ko
contra cinco bacterias gram-positivas y dos gram-ne-
gativas. Estas se llevaron a cabo mediante la evalua-
cion de los valores de las cmr1 y las concentraciones
bactericidas minimas (cBm). Por un lado, los AE de
Amomun tsao-ko obtenidos por extraccién por mi-
croondas libre de solventes modificado (EMLSM), po-
seian un amplio espectro de actividad contra todas las
cepas probadas. Por otro lado, entre las cepas ensa-
yadas, los valores de cM1 y ¢BM de S. epidermidis, P.
acnes, P. aeruginosa y C. albicans oscilaban entre 2.94
mg/mly 5.86 mg/mly entre 5.86 mg/mly 11.73 mg/
ml, respectivamente. La actividad antimicrobiana de
los AE estaba relacionada con su composicion, los
grupos funcionales, la naturaleza de las estructuras
quimicas y sus proporciones. Los componentes qui-
micos de los AE de Amomun tsao-ko mostraron que
el 1,8-cineol, el a-felandreno, el geraniol, el geranial,
el a-terpineol y el B-pineno, eran los componentes
principales. El componente o-felandreno y el gera-
nial mostraron un buen efecto inhibidor contra varias
bacterias. Se ha descubierto que el geraniol, un terpe-
no olefinico, inhibe el crecimiento de las cepas de C.
albicans y S. cerevisiae. El predominio del f-pineno y
el a-pineno en los AE y su eficacia contra las bacterias
gram-positivas y los hongos también se han notifica-
do en otros estudios. Por lo tanto, fue precisamente
el alto contenido de monoterpenos oxigenados en los
AE de Amomun tsao-ko extraidos por EMLSM lo que
gener6 la mayor actividad antimicrobiana.

A su vez Wei et al. [14] evaluaron las actividades
antimicrobianas de los aceites esenciales obtenidos
por HD, extraccién por microondas libre de solventes
(emLs) y EMLS de doble refrigeracion. En general, es-

tos aceites esenciales mostraron un amplio espectro
de actividad contra los microorganismos probados, y
fueron mas eficaces contra las bacterias gram-positi-
vas, especialmente, B. subtillis y S. epidermidis. Esta
discrepancia puede atribuirse a las diferencias en las
membranas celulares de las cepas bacterianas. Curio-
samente, los aceites esenciales obtenidos por EMLS y
EMLS de doble refrigeracion fueron mas activos contra
B. subtillis y S. epidermidis que los obtenidos por HD.
Varios estudios han demostrado el potencial antimi-
crobiano del aceite esencial de Salvia officinalis. Dela-
mare et al. [15] atribuyeron su propiedad antimicro-
biana a la presencia de tres monoterpenos oxigenados
principales (1,8-cineol, tuyona y alcanfor) que abun-
daban en los aceites esenciales obtenidos por EMLS y
EMLS de doble refrigeracion. Sin embargo, también es
razonable creer que, debido a la complejidad del acei-
te esencial, es dificil atribuir su efecto antimicrobiano
total a uno o unos pocos principios.

Muchos estudios han demostrado que los aceites
esenciales mostraron actividades antimicrobianas
mds pronunciadas que sus componentes principales
y los efectos sinérgicos de diferentes componentes
en el aceite esencial fueron bien observados. Ademas,
aparte de esos componentes principales, el B-cariofi-
leno, el borneol y el a-pineno, asi como otros consti-
tuyentes menores que abundaban en el aceite esen-
cial obtenido por HD, también tenian una excelente
actividad antimicrobiana [16]. Por lo tanto, era mas
posible que las actividades mas pronunciadas de los
aceites esenciales de Salvia officinalis obtenidos por
EMLS v EMLS de doble refrigeracion correspondieran
a mejores efectos sinérgicos, aunque fueran mas ricos
en 1,8-cineol, tuyona y alcanfor.

Conclusién

La mayoria de las especies de plantas estudiadas refle-
jan la presencia de terpenos de los cuales usualmente
mas del 50% son sesquiterpenos.Los compuestos mas
encontrados dentro de los aceites esenciales analiza-
dos y clasificados son el a pineno como monoterpeno
y el cariofileno como sesquiterpeno.

Es necesario explorar mas a fondo la relacion entre
la composicion quimica y la actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales, para explicar claramente su
actividad.
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Introduccidn

Los totopos a base de tortilla de maiz son parte del
alimento mas consumido entre los mexicanos, es la
dieta tradicional de al menos 2 millones de personas.
Los consumidores buscan productos que proporcio-
nen maultiples beneficios en términos de sabor, cali-
dad, salud, bienestar, naturalidad, comodidad y posi-
cionamiento ético.

Asi mismo, tomando en cuenta el recurso global
que implica que los productores de ingredientes tie-
nen un papel vital para desempefiar en la eficacia de
los productos para ayudar a alimentar a la poblacion,
pues conducen a nuevas areas y el aprovechamiento
del potencial sin explotar, como es el caso de la ento-
mofagia que cada vez reine mas adeptos.

De esta manera se toma en cuenta la mejora del
producto, incorporando a la formula tradicional de
los totopos, los chapulines y las espinacas; favorecien-
do el minimizar el uso de las grasas vegetales ya que
se utiliza como método de coccion el horneado, a tra-
vés del cual se buscd no modificar las caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas; pretendiendo de esta
manera aportar un alimento nutritivo para los consu-
midores de todas las edades.

Teniendo como objetivo el desarrollar totopos de
harina de maiz adicionados con espinacas y polvo de
chapulines de un sabor y caracteristicas peculiares y
cuantificar el contenido proteico que aporta. Desarro-
llar 1a etiqueta y seleccion de envase idoneo para una

1 Tecnoldgico de Estudios Superiores de Villa Guerrero. Carretera Federal Toluca - Ixtapan de la Sal Km 65.4, La Finca, C.P.

51763, Villa Guerrero, Estado de México, México
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vida de anaquel eficiente, sin dejar de lado el recor-
darles a los consumidores que es un producto 100%
mexicano.

Es un producto con valor agregado en beneficio de
todos los consumidores y sociedad en general, en un
marco de desarrollo sustentable, de comercio justo,
cumpliendo con las leyes y normas vigentes.

Metodologia

Se trabajo con la especie de chapulines Melanoplus
mexicanus, los cuales se obtuvieron dorados y deshi-
dratados con un distribuidor de Tenancingo de De-
gollado; las espinacas se obtuvieron del mercado de
Tenancingo de Degollado y la harina que se utilizo,
se obtuvo de marca comercial de Garis® en el mismo
municipio.

Una vez obtenida la materia prima necesaria para
la elaboracion de los totopos, se comenzd por prepa-
rar la masa teniendo como base la formulacién para
un totopo 100% de maiz, posteriormente se formulo
teniendo como base 1a harina de maiz, la pulpa de es-
pinaca y el chapulin en polvo, el cual se obtuvo de la
molienda en la licuadora. Cabe sefalar que el chapu-
lin se agregd en dos momentos; uno dentro de la masa
y posteriormente como tipo sazonador del totopo, ya
que de manera natural la formula no contiene sodio,
solo la del mismo chapulin.

El procedimiento de formacién de masas se llevo
a cabo mezclando agregando 38% de harina, 4.1% de
espinaca y 53% de agua una vez agregadas se mezcla
todo hasta obtener una masa sin grumos, con una tex-
tura suave, y se agreg6 una parte a la masa, esta se
volvib a amasar para poder distribuir el polvo de cha-
pulines en toda la masa. Una vez realizada 1a homo-
genizacion del polvo de chapulines se procedio a rea-
lizar una tortilla con una maquina tortillera manual,
formando bolas fueran del mismo tamafo, para obte-
ner tortillas del mismo grosor (aproximadamente de
2 milimetros), una vez hecha la tortilla se coloco en
una charola con papel encerado y se comenzd a cor-
tar en pequenos tridngulos y acomodandolos con una
separacion entre cada uno de aproximadamente 3cm.

Una vez cortada toda la masa se procedié a hornear,
a una temperatura de 180°C por 15 minutos, una vez
pasado el tiempo se sac6 del horno y se dejo enfriar

durante 1 minuto, posteriormente se le espolvoreo el
polvo de chapulines restante, esto para intensificar
el sabor a chapulin; se dejo enfriar completamente el
totopo para proceder a empaquetarlos.

Se necesito determinar el contenido de proteinas,
para esto se utilizo el método biuret, el cual se basa en
la formacion de un complejo coloreado entre el Cu?*
y los grupos NH de los enlaces peptidicos en medio
basico. 1Cu** se acomplejo con 4 NH. La intensidad
de coloracion fue directamente proporcional a la can-
tidad de proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion
bastante especifica, de manera que pocas sustancias
interfieren. La sensibilidad del método es muy baja
y solo se recomienda para la cuantificacion de pro-
teinas en preparados muy concentrados (por ejemplo
en suero).

Se realiz6 un método de aceptabilidad sensorial
utilizando un cuestionario para tener en cuenta el
porcentaje de aceptabilidad que hay hacia el producto
y de esta manera saber si es viable o no su produccion
y venta, ademas de obtener la caracterizacion des-
criptiva del producto obtenido.

Resultados y discusién

Se realiz6 un analisis organoléptico con las muestras y
se comprob6 que el producto cumple con los requeri-
mientos necesarios como lo son: el nivel de salinidad,
crujiente y ligero, asi como el color y textura, esto en
comparacion con un totopo comercial tradicional,
siendo la diferencia mas caracteristica, el color verde
y los puntos que se aprecian en el producto, asi mismo
se obtuvo un producto ligeramente mayor en grosor
al comercial.

Ademais de observar que, la adhesividad de las
formulaciones de las masas no se vio influenciada
por el porcentaje de espinaca final que se agrego ya
que se trabajé en proporcion el agua.

Las formulaciones que no contaron con la calidad
que se requeria se descarto y se realizé una revalora-
cion para detectar en lo que se tiene que reformular
y evitar irregularidades

Una vez que los resultados fueron los que se pre-
tendian se valido el producto y se dio por finalizado
el anilisis, obteniendo que es un producto aceptable
al consumidor.
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Conclusién
Los resultados sugieren que los totopos de maiz hor-
neados y adicionados con chapulines en un 9% y de
espinaca en un 4.1%, puede ser una alternativa para
procesar este producto tradicional en una forma in-
dustrial y a gran escala, y producir botanas mas salu-
dables que las tradicionales, ademds de incrementar
el valor funcional de algunos compuestos bioactivos.
Asi mismo, al elaborar este producto innovador,
se puede percibir que los productos nuevos y en la

rama de la entomofagia puede ser muy complicados
de entrar en las dieta de los consumidores, pero una
vez que se da la oportunidad de probarlos y conocer-
los mas a fondo, este tipo de alimentos se vuelve una
oportunidad para todos aquellos que buscan en sus
platillos algo con que diversificar sus comidas, con
aporte de proteinas sin ser especificamente de carne
roja o blanca como se acostumbra.
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Introduccidn

La evaluacion de la carga microbiana representa una
caracteristica importante en la determinacion de la
madurez de la vermicomposta. Asi mismo, la partici-
pacion de la lombriz y otros microorganismos forman
parte de la biota natural y son responsables de 1a ca-
talisis de los compuestos quimicos que también parti-
cipan en el proceso de biodegradacion. Eisenia fetida
es un anélido terrestre que ha sido domesticada para
su uso en la elaboracion de abonos organicos por ser
altamente productiva y rustica, esta lombriz es segura
para el ser humano por su caracteristica de ser ino-
cua al no transmitir enfermedades [1]. La presencia
de Eisenia foétida en el proceso de vermicomposta-
je afecta significativamente las comunidades de mi-

croorganismos en el suelo, la biota de este no se man-
tiene constante y es variable durante todo el proceso
ademads de mejorar las caracteristicas fisicoquimicas
y microbioldgicas contribuyendo directamente en la
eliminacion de microorganismos patdgenos como por
ejemplo Salmonella spp y Escherichia coli..

En este sentido la presencia de estos microoganis-
mos durante el proceso de biodegradacion esta re-
lacionada por ser reservorios de animales de sangre
caliente y por ende las infecciones por E. coli y Sal-
monella spp se asocian a la ingesta de alimentos entre
los que predominan los de origen animal. Sin embar-
go, los desechos organicos de origen vegetal no estan
exentos de ser reservorio y la probabilidad de encon-
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trar dichos microrganismos en un sustrato de origen
vegetal aumenta cuando existe una zona agropecuaria
donde el ganado estd en cercanias con cultivos.

La lombricultura representa una alternativa fiable
para el reciclaje de desechos de calabaza, cultivo que
predomina en la zona de Cumuatillo, en el municipio
de Venustiano Carranza en el estado de Michoacan,
México. El objetivo del presente trabajo es evaluar
microbiologicamente el proceso de vermicomposta-
je para la reproduccion de FEisenia fetida y analizar la
ausencia de patdgenos de humanos en la cavidad ce-
lomica y tracto digestivo de Eisenia fetida mediante
microbiologia de cultivo

Metodologia
Para el proceso de biodegradacion de los desechos de
Calabaza se construy6 una cama de concreto de 8 m
de largo y 2 m de ancho donde fue depositado el sus-
trato y se llevo a cabo el pecompostaje para la pos-
terior inoculacion de 5000 lombrices (E. fetida). Se
realizaron 7 tomas de muestras (T0, T1, T2, T3, T4,
T5, T6) durante el proceso de biodegradacion para el
procesamiento de las mismas, tomando como TO el
dia de la inoculacién de la lombriz en el sustrato.
Para determinar la presencia o ausencia de Orga-

10000000

1000000

NMP/100 G DE MUESTRA
=

=

u Coliformes totales

nismos Coliformes Totales, Fecales y E. coli se realizo
de acuerdo a la metodologia propuesta [2] para Sal-
monella spp [3] y para Mohos y Levaduras [4].

Resultados y discusion

El proceso de biodegradacion de los desechos de ca-
labaza por la técnica de la lombricultura contribuy6 a
la disminucion de la carga de ocT iniciando con 2.04
x107 NMP/ 100 g de muestra, cantidad elevada para
un sustrato de origen vegetal. Sin embargo, finalizo
con 7.8x10% NnmP/ 100 g de muestra lograndose una
reduccion de 5 logaritmos al cabo de 3 meses. La dis-
minucion también se aprecié en la variable de ocF y
para mohos y levaduras durante el proceso se redujo
2 logaritmos al final del proceso en diferencia del con-
teo inicial (Figura 1).

Con respecto a los patégenos como Escherichia coli
inicialmente fue de 4.66x10° NnmP/ 100 g de muestra
y al final del proceso se tuvo un conteo de 2.2 x10?
NMP/ 100 g de muestra. Salmonella spp desaparecio
del proceso 15 dias antes de la culminacién del mismo
(Tabla 1).

El proceso de vermicompostaje reduce la cantidad
de Enterobacterias y con ello, contribuye a la desapa-
ricion de microorganismos patogenos [5].

100000
10000
1000 I
'
100 FECHA DE MUESTRED

Coliformes fecales E ooli

Evaluacién microbiolégica del proceso de biodegradacién de los desechos de calabaza.
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NMP coliformes totales, fecales y E. coli/g muestra,
procedente de lechugas de mercado municipal (expresados en logaritmos).

0 + + 2.04 x10°
1 + + 1.22 x10°
2 + + 2.98 x10°
3 + + 4.98 x10*
4 + + 2.74x10*
5 - - 8720

6 - - 780

9.8x10° 8.09 x10* 2.3 x10°

4.16x10° 3.72 x10* 1.63 x10°
1.79 x10° 2.44 x10* 5.76 x10*
2.92 x10* 1.36 x10* 6.38 x10*
1.78 x10* 7.89 x10? 3.98 x10*
4980 4.14 x103 7.68 x10°
360 3.44 x103 7.42 x103

T= Tiempo de biodegradacion, E. coli = Escherichia coli, Sal= Salmonella spp., OCT= Organismos Coliformes Totales, OCF= Organismos Colifor-

mes Fecales, M= Mohos, L= Levaduras.

Con respecto a Salmonella spp, hubo presencia de
esta en todo el proceso de vermicomposteaje. Sin em-
bargo, al final del proceso esta desapareci6. Cabe des-
tacar como se aprecia en la figura 1, que la ausencia
de Salmonella spp. Estuvo acompanada con la desapa-
ricién de E. coli en el proceso. La presencia de estas
se debe principalmente a que es una bacteria intesti-
nal de los animales. Tal es su habitat natural que se
libera en el medio ambiente cuando se le expulsa por

las heces. Por lo cual representa cierta sobrevivencia
en los materiales que contacta y bajo condiciones que
favorece su proliferacion [6].

Conclusiones

La presencia de Eisenia fetida en el proceso de ver-
micompostaje asegura la obtencion de un producto
inocuo y sustentable
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Introduccién

El agua ha sido vista solo como un recurso de uso, ya
sea agricola, doméstico o industrial, y en ese contexto,
su gestion parece haber dejado de lado la proteccion
de dicho recurso, dando como resultado la sobreex-
plotacion y contaminacion de ésta [1].

A su vez en el agua pueden encontrarse una gran
variedad de microorganismos, los cuales afectan en
mayor o menor medida la calidad sanitaria del agua.
Ademis de la flora normal presente en cualquier sis-
tema acudtico (por ejemplo: Bacillus, Pseudomonas,
entre otros), pueden existir otros microorganismos
contaminantes, algunos de ellos patogenos para el ser
humano. En la evaluacién microbiologica de la cali-

dad del agua, sistémicamente se realizan pruebas de
laboratorio que permiten determinar la magnitud de
la contaminacion. Estas pruebas sistematicas consis-
ten en la determinacion de los indicadores bacterio-
logicos de contaminacion o de calidad del agua [2].
Los indicadores bacteriologicos, son organismos
de un grupo especifico, dicha presencia es senal de
contaminacion y en ocasiones, sugiere el posible ori-
gen de ésta. Tradicionalmente los coliformes totales
(ct), coliformes fecales (cF) y E. coli, son los grupos
de bacterias indicadoras que se consideran en los es-
tudios y trabajos de evaluacion de calidad del agua

[2].
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La vigilancia de la calidad del agua es fundamental
para reducir los riesgos de transmision de enfermeda-
des a la poblacion por su consumo, como las de tipo
gastrointestinal; esta vigilancia se ejerce a través del
cumplimiento de los limites permisibles de calidad
del agua [3].

La importancia del monitoreo microbioldgico del
agua ha motivado el desarrollo de un nimero impor-
tante de técnicas de analisis basadas en principios va-
riados. Uno de los métodos cominmente empleados
en varios paises es el basado en la técnica de los tubos
multiples de fermentacion o nimero mas probable
(nmp). No obstante, se pueden emplear nuevas y dis-
tintas metodologias de ensayo, siempre y cuando és-
tas demuestren un comportamiento igual o superior
al método definido como referencia [6].

Uno de los grupos de microorganismos de obser-
vancia obligatoria en normas oficiales como indicado-
res del agua potable en términos sanitarios es el gru-
po de coliformes (totales, fecales, Escherichia coli) y
Pseudomonas spp. A través de los afios se han desarro-
llado métodos rapidos para la deteccion de organis-
mos indicadores, entre ellos los coliformes y Pseudo-
monas spp.; con estos métodos se obtienen resultados
similares que con los métodos tradicionales debido a
la facilidad del método con el requerimiento minimo
de insumos y sobre todo por el tiempo invertido en
el proceso del anilisis de las muestras y obtencion de
resultados.

En la actualidad la escasez de agua, la calidad fisi-
coquimica y microbiolégica de la misma es un tema
que preocupa a los habitantes de todo el mundo y
en particular a los habitantes del Area Metropolita-
na de Guadalajara. Con las lluvias y la escasez en el
suministro de agua potable, han surgido dudas sobre
la calidad sanitaria de la misma, por opiniones de los
usuarios, ya que han detectado colores, olores poco
usuales y hasta desagradables. Por lo que se realizara
este trabajo de investigacion microbioldgico para co-
nocer la calidad sanitaria a través de la determinacion
por métodos tradicionales y rapidos de coliformes y
Pseudomonas spp. en el agua de tipo intradomiciliario.

Determinar la presencia por métodos tradicionales
y rapidos de coliformes y Pseudomonas spp. en agua
potable de uso intradomiciliario en el area metropoli-
tana de Guadalajara.

Metodologia

Se recolectaron y analizaron n=60 muestras de agua
potable de uso intradomiciliario provenientes de los
6 municipios (Guadalajara n=10, Zapopan n=10, Tla-
quepaque n=10, Tonald n=10, El Salto n=10 y Tlajo-
mulco n=10) pertenecientes al Area Metropolitana de
Guadalajara (AMG) en un periodo de estudio invier-
no-primavera 2021-2022.

La toma de muestra y transporte se realizo de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-230-
SSA1-2002, Salud ambiental. Agua para uso y con-
sumo humano, requisitos sanitarios que se deben
cumplir en los sistemas de abastecimiento publicos y
privados durante el manejo del agua. Procedimientos
sanitarios para el muestreo [4].

Antes de iniciar el analisis bacterioldgico se deter-
mino la presencia de cloro residual, mezclando per-
fectamente la muestra y tomando un volumen de 2
mL de cada muestra, se colocaron 5 gotas de Orto-
tolidina y se compararon con la escala colorimétrica
OT CHLORINE 0.2 a 12 ppm y este se inactivd con
Tiosulfato de sodio al 10%.

La deteccion y enumeracion de coliformes totales,
fecales y E. coli se realizo por la técnica tradicional del
numero mas probable 555 o tubos multiples de fer-
mentacion (NMP 555) segtin la Norma Oficial Mexi-
cana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios.
Métodos de prueba microbiologicos. Determinacion
de microorganismos indicadores. Determinacion de
microorganismos patogenos [3]. Anadiendo también
la siguiente prueba para E. coli: De cada tubo de cal-
do lactosado bilis verde brillante que mostraron for-
macion de gas, se tom6 una azada y se sembrd en un
numero igual de tubos con medio de confirmacion,
caldo EC-MUG e indol. Se llevaron a un termobafo
a 44.5°C por 24-48 horas. Se observo la produccion
de gas en los tubos de caldo EC-MUG y para los tubos
con caldo indol se utilizaron 5 gotas del reactivo de
Ehrlich que puso en evidencia la produccion de indol
(positiva: halo rojo; negativo: color amarillo).

La deteccion y enumeracion de coliformes totales,
fecales y E. coli se realizé por la técnica tradicional
de Filtracion por membrana segin la NMX-AA-102-
SCFI-2006 Detecciéon y enumeracion de organismos
coliformes, organismos coliformes termotolerantes,
E. coli [ 5] (modificindose con el uso del medio Mac-
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Conkey, auxiliar en la determinacién de coliformes)
y Pseudomonas spp con el medio Cetrimida; a su vez
se empled esta misma técnica con el uso de métodos
rapidos NPS Kit Microbiologico Sartorius® medio
Endo #14053 para deteccion de Coliformes y Esche-
richia coli y medio Cetrimida #14075 para deteccion
de Pseudomonas spp.

E*Colite® (antes llamado ColiGel de Charm Scien-
ces Inc®): Se agregaron 100 mL de muestra hasta la
linea marcada en el empaque. Se cerrd el empaque y
se aplicd presion sobre el volumen de agua para que
exista el rompimiento del Divisor 1 y se mezcld con
el medio de cultivo provisto en el empaque. Se incub6
a 35°-37°C por 28 horas. Las muestras negativas se
visualizaron de color amarillo. La presencia de coli-
formes se visualiz6 a través de una coloracion azul en
el medio de cultivo. Al paso de 28-48 horas se reviso
la presencia de fluorescencia con una lampara uv a
366 nm, lo cual en caso de una coloracion azul intensa
nos indicé la presencia del organismo E. coli.

Resultados y discusiéon

Los datos recuperados en la determinacion de la cali-
dad sanitaria del agua de uso intradomiciliario (Figu-
ras 1,3y 5) demostraron que la calidad del agua no es
de cumplimiento de la norma vigente que respalda su
calidad microbioldgica, “NOM-127-SAA1-1994”, con-
trastando las metodologias tradicionales y rapidas,
esto mediante su presencia/ausencia (Figuras 2 y 4)
en el total de las muestras analizadas con E*Colite®
Yy NMP.

La implementacion de los métodos rapidos y equi-
valentes de los métodos normalizados, como lo fue
el uso de Medio Base Cetrimida y Sartorius® Medio
Cetrimida NPS, se observo que su diferencia entre
respuestas es bastante similar para la técnica de filtra-
cion por membrana para la deteccion de Pseudomonas
spp. en el agua muestra, recuperandose una cantidad
significativa de 11 muestras positivas de 32 analizadas
(Figuras 6, 7 y 8).
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Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Para el comparativo de interaccion entre E*Coli-
te® y NMP se realizd un andlisis de varianza de suma
de cuadrados tipo III, con el paquete estadistico Stat-
graphics® vers.19, en el cual se observo una nula in-
teraccion en la respuesta de los métodos (Tablas 1y
2). De las 60 muestras analizadas 22 cumplieron los

limites permisibles sefialados en la normatividad vi-
gente, 38 fueron positivas a coliformes totales, de es-
tas 19 fueron positivas para coliformes fecales y de
estas mismas en 5 se detect6 la presencia de E. coli
(Figura 9).

Anélisis de Varianza para Ausencia.

EFECTOS PRINCIPALES

A:Municipio 4.25

B:Metodo 4.25
INTERACCIONES

AB 4.25
RESIDUOS 0

TOTAL (CORREGIDO)

12.75

0.53 0.7461
1.31 0.3041
1.00 0.5000

Puesto que ningtn valor-P es menor que 0.05, ninguno de los factores o interacciones tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Au-

sencia con un 95.0% de nivel de confianza.

Andlisis de Varianza para Presencia.

EFECTOS PRINCIPALES

A:Municipio 5.75

B:Metodo 5.75
INTERACCIONES

AB 5.75
RESIDUOS 0

TOTAL (CORREGIDO)

17.25

0.53 0.7461
1.31 0.3041
1.00 0.5000

Puesto que ningtn valor-P es menor que 0.05, ninguno de los factores o interacciones tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Pre-

sencia con un 95.0% de nivel de confianza.

Conclusién

Se demostrd que la calidad del agua de uso intrado-
miciliario de los 6 municipios pertenecientes al Area
Metropolitana de Guadalajara con los métodos tra-
dicionales y rapidos, muestran parametros fuera de
la normatividad vigente, esto se puede atribuir en su
mayoria a que no existe un sistema eficiente intra-
domiciliario que asegure la calidad sanitaria, ya que

el organismo encargado del suministro de agua a los
domicilios, cuenta con un sistema de tratamiento de
agua el cual asegura su potabilizacion, sin embargo
esto se puede ver afectado por la falta de limpieza en
tinacos y cisternas con lo cual otorga las condicio-
nes para la proliferacion de organismos coliformes y
Pseudomonas spp.
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Introduccidn
Las berries (fresa, frambuesa, zarzamora y arandano)
son frutas caracterizadas por sus colores intensos y di-
versidad de tamafos, sin semilla, con sabores icidos y
dulces de acuerdo al tipo de berry, ademas que tienen
alto contenido de humedad (>0.91%), fibra, antioxi-
dantes, vitaminas C y E, micronutrientes como acido
folico, calcio y selenio [1]. También son apreciadas
debido al aporte de antioxidantes y sustancias fitoqui-
micas como los polifenoles y flavonoides, incluyendo
antocianinas y elagitaninos. El consumo de berries ha
sido asociado con mejoras en la salud cardiovascular
y una reduccion significativa en la mortalidad por en-
fermedades cerebrovasculares [2].

Las berries pueden contaminarse a partir de diver-

sas fuentes como el agua de riego, animales, humanos y
equipos, que pueden afectar su inocuidad [3]. En 2011,
la FDA detectd Salmonella spp. en 143 muestras de fre-
sas importadas a los Estados Unidos [4]. El Sistema Na-
cional de Informes de Brotes (NORS, por sus siglas en
inglés) en Estados Unidos report6 27 brotes, 102 hospi-
talizaciones y dos muertes por consumo de berries, en
el periodo de 2009 a 2020 [6]. Los principales agentes
de enfermedades transmitidas por berries fueron Noro-
virus, Salmonella spp. Cyclospora cayetanensis, Escheri-
chia coli 0157:H7, Hepatitis A y Bacillus cereus.

La metodologia para la recuperacion de Salmonella
del Manual de Analisis Bacteriologico (BAM, por sus
siglas en inglés) no incluye un procedimiento para la
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etapa de preenriquecimiento de muestras de berries
frescas [7]. Un estudio llevado a cabo con berries se-
flala como los flavonoides y acidos fenolicos mues-
tran una actividad inhibitoria y antimicrobiana contra
bacterias Gram negativas como Salmonella spp.; estos
compuestos son liberados al modificar la estructura
original del fruto cuando se emplean métodos des-
tructivos de procesamiento [8]. El ultrasonido ha sido
empleado como un método no destructivo para des-
prender Salmonella spp. de fresas frescas [9]. Por otra
parte, se ha comparado la efectividad del agua pep-
tonada amortiguada (BpPw, por sus siglas en inglés)
como medio de preenriquecimiento para la recupera-
cion de Salmonella en melones, mangos y tomates en-
teros o triturados. Los resultados del estudio eviden-
ciaron que el BPw y el caldo de preenriquecimiento
universal fueron significativamente mas efectivos que
el caldo lactosado para recuperar al patégeno. Ningu-
na diferencia significativa (p > 0.05) fue encontrada
entre el ur y el BPW [10].

Por lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar
un método de recuperacion de Salmonella spp. a par-
tir de berries frescas, con el uso de BPw como caldo de
preenriquecimiento.

Metodologia

En un mercado local se adquirieron fresas, zarzamo-
ras, frambuesas y arandanos a granel en bolsas o re-
cipientes de polietileno de 1 L. Se transportaron al
laboratorio a temperatura ambiente en un periodo no
mayor a 2 h después de su compra. Las muestras se
conservaron a temperatura ambiente previo al andli-
sis.

Preparacion del inéculo.

Los frutos fueron inoculados con una mezcla de tres
cepas de Salmonella aisladas del epicarpio de aguacate
recuperado de un mercado (Sm-R-559), del epicarpio
de jitomate (Sm-R-035) y de heces (Sm-R-037). Las
cepas se conservaron en tubos de agar soya tripticasa
inclinados a 5°C.

Para la preparacion del indculo se realizaron tres
resiembras consecutivas a 35°C en caldo soya trip-
ticasa adicionado con 0.6 % de extracto de levadura
(csTEL). Los cultivos fueron lavados mediante centri-
fugacion a 6000 rpm por 10 minutos a 5°C; se des-

echo el sobrenadante y la biomasa se resuspendi6 con
solucion salina fisiologica al 0.85% (SsF). Se prepard
una mezcla de células lavadas de las tres cepas, la cual
contenia 9.0 + 0.1 Log uFc/mL. A partir de esta mez-
cla se prepararon diluciones decimales con diluyente
de peptona al 0.1% (pP) para obtener los niveles de
indculo bajo (4.3 Log urc/mL) y alto (6.1 Log urc/
mL).

Uso del BPW como medio de preeriquecimien-
to.

El proceso se dividi6 en etapas. Las muestras de 50
g de berries fueron inoculadas con 100 uL de la sus-
pension del indculo bajo/alto de la mezcla de cepas,
las cuales fueron divididas en dos grupos, el prime-
ro fue analizado inmediatamente para recuento de
Salmonella y en el segundo, las muestras se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 1 h previo al
recuento del patdgeno. Posteriormente, se obtuvieron
muestras que fueron suspendidas en 450 mL de BPW
y homogeneizadas en un bafio de ultrasonido a 300
W a 40 kHz por 1 min. Se prepararon diluciones deci-
males para su siembra por extension en superficie en
agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato (XLD). Las muestras
de berries de esta segunda etapa fueron conservadas
en reposo durante 1 h a temperatura ambiente. Des-
pués, se incubaron a 35 °C por 24 h. Después de la
incubacion, se realizaron recuentos del patdgeno en
agar X1D a 35 °C por 24 h.

De acuerdo al método del BAM para la determina-
cion de Salmonella, después del pre-enriquecimiento
se inocularon tubos de ensayo con 10 mL de Caldo Ra-
ppaport Vassiliadis (crv) y Caldo Tetrationato (CTT)
con 0.1 mL y 1 mL de la muestra respectivamente.
Se incubaron a 42.5 °C (crv) y a 43 °C (cTT) por
24 h. Posteriormente, se realiz6 la siembra por estria
en agar xLD, Entérico de Hektoen (HE) y Sulfito de
Bismuto (sB). Las cajas de agar XLD y HE se incubaron
por 24 h a 35 °C, mientras que las de sB por 48 h a 35
°C. Se seleccionaron colonias presuntivas de Salmo-
nella para la confirmacion bioquimica en agar lisina
hierro, agar de hierro y tripe azucar, y caldo urea. La
evaluacion fue realizada con tres repeticiones y dos
replicas para cada nivel de in6culo.

Por otra parte, se determiné el valor de pH en 50
g de berries no inoculadas suspendidas en 450 mL de
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BPW, para registrar el comportamiento del pH en las
muestras durante 0, 1, 4, 8 y 24 h de almacenamien-
to a 35 °C. Previo a la medicion del pH, la muestra
fue homogenizada en un bafio de ultrasonido, bajo
las condiciones descritas previamente. El estudio fue
realizado con seis repeticiones y dos réplicas.

Anadlisis de datos.
Los recuentos de Salmonella fueron expresados en log
UFc/450 mL del Bpw. Se realiz6 un ANOvVA multifac-
torial para comparar el efecto del tipo de berry y las
etapas de procesamiento de la muestra, para los dos
niveles de in6culo.

Resultados y discusion

El uso de BPw para preenriquecer muestras de berries
inoculadas con dos niveles de células de Salmonella
condujo a la recuperacion de la misma.

Los recuentos promedio de Salmonella en las
muestras de berries, después de conservarlas a tem-
peratura ambiente durante 1 h, contenian entre 3.7
y 5.0 Log urc/450 mL para el in6culo bajo y de 6.4 a
6.6 Log UFc/450 mL para el indculo alto (Tabla 1). Al
adicionar el BPw y conservar los frutos a 25°C por 1h,
los recuentos fueron de 4.8, 3.6, 4.4 y 5.3 para fresa,

zarzamora, frambuesa y ardndano, respectivamente,
cuando se contaminaron con un indculo bajo. Se ob-
servaron niveles menores (P<0.05) de recuperacion
de Salmonella en la zarzamora respecto a los demas
frutos (Tabla 1, Figura 1a). En tanto, no se detectaron
diferencias significativas (P>0.05) en la recuperacion
del patégeno entre el tipo de berries contaminadas
con un indculo alto (Figura 1b).

Cuando se utiliz6 el indculo bajo, los recuentos de
Salmonella fueron similares (P>0.05) en las berries
inoculadas y en las berries suspendidas en BpPw y al-
macenadas por 1 h (Figura 1c). Lo anterior evidencio
que la conservacion de las muestras durante 1 h no
afect6 las poblaciones del patégeno. Sin embargo, se
detectaron diferencias (P<0.05) cuando se analizaron
las muestras contaminadas con un inoculo alto, en
las condiciones referidas anteriormente (Figura 1d).
Las cuentas del patogeno se duplicaron en las berries
inoculadas con niveles bajo y alto de células (P<0.05)
después del preenriquecimiento por 24 h; el aumento
de la poblacion fue de aproximadamente 5 log UFC.
Cabe sefialar que independiente de las condiciones
estudiadas Salmonella se recupera en las etapas de
enriquecimiento y aislamiento en medios selectivos
diferenciales.

Recuperacién de Salmonella a partir de berries frescas inoculadas.

Fruto inoculado después de
conservar a temperatura ambiente
durante 1 h

Bai Fruto + BPW conservado a 25°C
aJo por1lh

Fruto + BPW después del

preenriquecimiento a 35°C

durante 24 h

Fruto inoculado después de
conservar a temperatura ambiente
durante 1 h

Alto Fruto + BPW conservado a 25°C
porlh

Fruto + BPW después del
preenriquecimiento a 35°C
durante 24 h

4.5+0.5

48+0.3

91+1.1

6.4+0.4

6.9+0.4

11.7£0.3

3.7+0.1 42+0.9 5.0+0.3

3.6x1.1 44+1.1 53+0.2

8.3+0.7 9.5+1.0 9.5+1.3

6.5+0.5 6.6+0.2 6.6 +0.4

6.9+0.5 71+0.3 7.3+0.3

11.5+0.2 11.4+0.2 11.7+0.3
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Los valores del pH de los frutos (Figura 2) sin ino-
cular suspendidos en BPw durante 1 h no muestran
ningdn cambio (P>0.05), mientras que a las 24 h de
almacenamiento a 35°C fueron de 6.1, 5.8, 4.4 y 6.8,
para fresa, zarzamora, frambuesa y arandano, respec-
tivamente (P<0.05).

Lo anterior permite observar como el BPW mues-
tra un efecto amortiguador con fresa y arandano, me-
nor con zarzamora y frambuesa. No obstante, fue po-
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sible recuperar al patégeno bajo las condiciones del
estudio.

Conclusién
El BPwW muestra capacidad para amortiguar las varia-
ciones de pH durante el preenriquecimiento y permi-
te la recuperacion de Salmonella a partir de muestras
de berries frescas cuando se combina con la metodo-
logia del BAM.
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Recuento promedio de Salmonella en berries con niveles de inéculo bajo (a) y alto (b), e influencia del tiempo de
incubacién en las muestras inoculadas con niveles bajo (c) y alto (d).
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Valores de pH en berries en distintas etapas del anélisis de muestras.
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Introduccidn

Una estimacion de la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (oms) sefala que las enfermedades transmitidas
por los alimentos (ETA), ocasionan un impacto eco-
nomico de grandes proporciones. En la actualidad, los
consumidores demandan inocuidad y calidad en los
alimentos que adquieren para su consumo. Por esta
razon, la produccion de alimentos requiere altos es-
tandares de higiene.

Uno de los programas para eliminar los peligros
del consumo de alimentos y reducir el nimero de
brotes de ETA, es el Andlisis de Peligros y Puntos Cri-
ticos de Control (HACCP por sus siglas en inglés) [1].
Es un sistema preventivo que busca la identificacion
de los principales peligros de contaminacion para es-

tablecer la forma de eliminarlos [2]. Las medidas de
control para reducir estos peligros de contaminacién
identificados en el andlisis de peligros se describen
en el plan técnico de ejecucion, que consiste en un
documento especifico para las actividades que se de-
sarrollan durante el proceso productivo. Para cumplir
con las acciones establecidas se debe especificar que
se realizard, como se llevara a cabo, en donde, quien
y la frecuencia en que se realizaran las acciones, me-
diante la elaboracion de los procedimientos operati-
vos estandarizados (POES).

El campo agricola de la Universidad Autonoma de
Baja California Sur (UABCS) tiene como proposito, en-
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tre otros, apoyar las practicas docentes de las carreras
de Ingeniero Agronomo e Ingeniero en produccion
animal, asi como proyectos de investigacion, trabajos
de tesis para la titulacion de alumnos y actividades de
difusion y extension. Los principales cultivos que se
establecen son: maiz, frijol, calabacita, tomate, pepi-
no, tomatillo, rdbano, cilantro, entre otros. Una parte
del producto obtenido se comercializa al interior de
la propia universidad, mientras que otra parte consi-
derable del producto se comercializa en negocios lo-
cales.

El presente estudio pretende generar informacion
atil para la implementacién de las medidas de con-
trol que deberan aplicarse para reducir los peligros de
contaminacion identificados en el andlisis de peligros
en el campo agricola de la uaBcs, mediante la elabo-
racion de un plan técnico de ejecucion.

Metodologia

El estudio se desarrolla en el campo agricola de la
UABCS, el cual se localiza en el municipio de La Paz,
en el estado de Baja California Sur; en las coorde-
nadas geograficas 24°06°05.39” Latitud Norte y
110°18°53.73” Longitud Oeste.

Para la elaboracion del plan técnico de ejecucion,
se tomo6 como referencia los peligros de contamina-
cion identificados en el Andlisis de Peligros, utilizan-
do la metodologia descrita en la Guia de apoyo para
el disefio, elaboracion e implementacion de un ana-
lisis de peligros y plan técnico durante la produccion
primaria de vegetales, publicada por la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) y el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroali-
mentaria (SENASICA) en julio de 2019 [3]

Las medidas de control a implementarse estaran
descritas en los POES correspondientes. Estos docu-
mentos describen las instrucciones especificas para
reducir los riesgos de contaminacién. Precisan el
como hacerlo, con qué, cuando y quién. EI manual
se compone del conjunto de estos procedimientos.
Seglin SADER-SENASICA (2021) [4], se podran incluir
dos tipos de procedimientos, los de caracter general y
los de ejecucion especifica.

El namero de registros a elaborarse dependera del
numero de POES generados. La informacion minima
que debe contener un registro es: fecha, actividad, ac-
ciones correctivas, firma de los responsables, del su-
pervisor y fecha de revision. El mantener los registros
permitird comprobar el funcionamiento el programa
de inocuidad.

Resultados y discusion

Los resultados preliminares del presente estudio se
muestran en el siguiente listado (tabla 1) de POES que
describen las medidas de control de los peligros iden-
tificados.

Conclusién

De acuerdo a los objetivos planteados y a los resul-
tados preliminares obtenidos se concluye que, ade-
mas de los POES de caricter general ya elaborados,
se deberan generar los POES de aplicacion especifica
que son aquellos que estidn disefiados en funciéon de
las condiciones especificas de produccion del campo
agricola de la uaBcs. Ademas de elaborar los registros
correspondientes y el manual de procedimientos ope-
rativos que permita reducir o eliminar los peligros de
contaminacion identificados

Resultados preliminares del estudio.

1 Higiene de instalaciones

2 Lavado de manos

3 Almacenamiento de
agroquimicos

4 Higiene de trabajadores
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Introduccidn

El género Brucella agrupa a cocobacilos patdégenos
Gramnegativos, causante de la brucelosis, 1a cual es
una zoonosis, que afecta tanto a la salud publica como
a la salud animal a nivel mundial. Se ha descrito que 1a
mayor incidencia de los casos de brucelosis en huma-
nos esta asociada con el consumo de leche y derivados
lacteos, contaminados con bacterias pertenecientes a
este género, en donde puede sobrevivir por largos pe-
riodos de tiempo [1]. Para el control de la brucelosis
en el ganado bovino, se emplea la cepa lisa atenuada
de B. abortus S19 y en algunos paises la cepa rugosa

de B. abortus RB51; ambas pueden causar infecciones
persistentes en humanos.

Por su parte, las bacterias del género Lactobacillus
son microorganismos Grampositivos que pertenecen
al grupo de las bacterias acido lacticas (BAL), el cual
estd ampliamente distribuido en la naturaleza, estan-
do presente en diferentes alimentos, suelo, tracto di-
gestivo, boca y vagina de mamiferos, incluyendo al ser
humano [2]. El género Lactobacillus es el mas abun-
dante dentro de las BAL y algunas de sus especies estan
consideradas dentro de la categoria de GrRAS (Generally
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Recognized as Safety) [ 3], por lo que pueden ser utiliza-
das como probidticos [4]. Su uso como probidticos se
reconoce por su influencia en el tracto intestinal y el
efecto antagonico frente a bacterias patogenas, ya que
ademds de poseer la capacidad de competir por nu-
trientes, también son capaces de producir metabolitos
con actividad antimicrobiana, tales como acidos orga-
nicos, péptidos del tipo bacteriocinas, biosurfactantes
y otras moléculas aun sin caracterizar.

Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la
sobrevivencia de cepas de B. abortus durante la elabo-
racién de queso fresco enriquecido con la cepa Lacto-
bacillus paracasei JLM aislada de aguamiel.

Metodologia

Para este experimento se elabor6 un total de 18 que-
sos frescos. Estos se dividieron en tres grupos de seis
quesos (uno por cada cepa de B. abortus utilizada),
que luego se dividieron en dos subgrupos de 3 quesos
cada uno. El primer subgrupo se conservé a 4°Cy el
segundo a 25°C. Todos los quesos se suplementaron
con L. paracasei JLM aislada de aguamiel [5].

Para la elaboracion de cada queso se utilizo leche
fresca pasteurizada, inoculada con B. abortus RB51, B.
abortus S19 o B. abortus 2308, a una concentracion
final de 6 x 108 urc/mL y el proceso consistio consis-
tié de 5 etapas: templado, cuajada, corte, desuerado y
conservacion. La elaboracion de los quesos se realizo
bajo condiciones asépticas a temperatura ambiente y
la conservacion se llevo a cabo a 4°C y 25°C, durante
7 dias (Figura 1). En las diferentes etapas del proce-
so se determind la sobrevivencia de las cepas de B.
abortus mediante su recuento de urc/mL en placas
de agar Farrel [6].

Los resultados fueron analizados por ANOvAa de
dos vias, prueba de comparaciones multiples Tukey
y prueba de correlacion de Pearson, mediante el pro-
grama GraphPad Prism 9.0®.

Resultados y discusion

El efecto antagonico de L. paracasei JLM durante la
elaboracion de queso fresco, mostrd conteos bacteria-
nos similares para las tres cepas de B. abortus durante
las primeras cuatro etapas del proceso, obteniéndose

Proceso de elaboracién de
queso fresco

Inoculacion con
B. sborfus RBS1 o
B. abortus 519 0
B. aborlus 2308
{6 = 10% CFU/mL)

Leche de vaca
pasteurizada

Inoculacion con
L. paracasei JLM
(6 = 10° CFU/mL)

I

Templado de la leche
(Temperatura ambiente, 2 h)

Cuajada
(Temperatura ambiente, 40 min}

Corte de la cuajada
[Temperatura ambiente, 10 min)

Desuerado
(Temperatura ambiente, 18 h)

Conservacion
(4°C y 25°C, por 7 dias)

Diagrama de flujo del proceso de elaboracién de quesos frescos.
Se indican los tiempos y temperaturas de cada etapa.
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concentraciones para B. abortus RB51, B. abortus S19
y B. abortus 2308 de 1.28 x 107, 1.56 x 10" y 1.44 x 107
UFc/mL respectivamente, durante el dia 0 de conser-
vacion.

En los quesos conservados a 4°C, las tres cepas
presentaron una tendencia similar de sobrevivencia
hasta el dia 6 de conservacion, donde se obtuvo un
conteo 10 veces menor de la cepa de B. abortus RB51
con respecto a las cepas B. abortus S19 y B. abortus
2308, presentindose concentraciones de 4.16 x 10*
3.05 x 10° y 3.49 x 10° urc/mlL, respectivamente.
Para el dia 7 se tuvieron conteos finales de 3.61 x 10%,
2.77 x 10° y 3.05 x 10° urc/mL para las mismas ce-
pas (Figura 2), encontrandose diferencias estadisticas
significativas entre B. abortus RB51 y las cepas de B.
abortus S19 y B. abortus 2308 (P<0.0001).

Para los quesos conservados a 25 °C, las concen-
traciones obtenidas en el dia 6 fueron de 4.05 x 103,
3.44 x 10° y 2.61 x 10* urc/mL para B. abortus RB51,
B. abortus S19 y B. abortus 2308, respectivamente,
presentindose una concentracion 10 veces menor
por parte de las cepas B. abortus RB51 y B. abortus S19

con respecto a la cepa parental B. abortus 2308. Para
el dia 7 los conteos finales obtendios fueron de 0, 0 y
2.72 x 10° urc/mL para las mismas cepas (Figura 2),
encontrandose diferencias estadisticas significativas
entre las cepas de B. abortus RB51 y B. abortus S19,
con respecto a B. abortus 2308 (P<0.0001).

Por otra parte, los valores de pH en los quesos
frescos conservados a 4°C presentaron un valor de
7 durante las primeras cuatro etapas de elaboracion,
teniendo un descenso en su valor durante el dia 1 de
la etapa de conservacion a pH de 6, manteniéndose
asi hasta el dia 7. Para los quesos frescos conservados
a 25°C, se obtuvieron valores de pH de 7 durante las
primeras 4 etapas, presentando un descenso a pH de
6 durante el dia 1 de consevacién y otro a pH de 5
durante el segundo dia, manteniendo este valor hasta
el dia 7 (Figura 2). Los resultados demostraron que a
valores cercanos al pH neutro (pH de 7), se presenta
una mayor sobrevivencia por parte de las cepas de B.
abortus, mostrando una correlacion positiva entre la
sobrevivencia y este valor (P<0.01).

9 —
100 9
108 — 8
107 -# — 7
10° - — 6

E 10°+ — 5

2 1pe £

510t — 4
*

10° 5 —3

10% 5 — 2

10 — 1

1 I 0
0.0 10

Days

Determinacién del efecto antagdnico de L. paracasei JLM frente B. abortus durante la elaboracién del queso
fresco; Sobrevivencia de las cepas B. abortus RB51 a 4°C (), B. abortus S19 a 4°C (m), B. abortus 2308 a 4°C (A ), B. abortus
RB51 a 25°C (o), B. abortus S19 a 25°C (o) y B. abortus 2308 a 25°C (A) durante la elaboracién de quesos fresco; valores de
pH a 4°C (¢) y pH a 25°C (0).

Cada punto representa una etapa del proceso de elaboracion: 0, 2, 3 h: inoculacion, templado y corte; 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 dias de conservacion,
posteriores a su elaboracion. Los datos representan el promedio (+) desviacion estindar (DS) de tres experimentos independientes. Los * mues-
tran los grupos con diferencias estadisticas significativas (P<0.0001).
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La sobrevivencia de Brucella en diferentes ambien-
tes, incluidos alimentos como el queso, estd en fun-
cion de diversos factores ambientales como: tempera-
tura, tiempo, exposicion a luz solar, pH, a , presencia
de bacterias competidoras, etc. En 2022 Benitez et
al. demostraron que las cepas vacunales de B. abor-
tus RB51, B. abortus S19 y la cepa parental B. abortus
2308, eran capaces de sobrevivir hasta por 7 dias en
queso fresco conservado tanto a 4°C como a 25°C. Sin
embargo, en el presente trabajo se demostrd que la
cepa de L. paracasei JLM es capaz de generar sustan-
cias antimicrobianas, frente a las cepas de B. abortus
utilizadas. Aunque actualmente ya se ha descrito que
la capacidad de las BAL para generar sustancias anti-
microbianas depende de forma importante del medio
de cultivo empleado, siendo el medio MRS uno de los
mas utilizados [7], en este trabajo se pudo demostrar
que la cepa de L. paracasei JLM utilizada fue capaz de
inhibir el crecimiento de B. abortus RB51 y B. abortus

S19 en la elaboracion de queso fresco a partir del dia
7 de conservacion a 25°C.

Conclusién

La cepa de Lactobacillus paracasei JLM es capaz de ge-
nerar un efecto antagonico frente a Brucella abortus
durante la elaboracién de un producto lacteo como el
queso fresco, lo que ofrece una alternativa potencial
para futuras aplicaciones como probiotico.
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Introduccidn

A principios del primer trimestre del afio 2020, las
universidades a nivel mundial cancelaron clases pre-
senciales o eventos masivos, como una medida para
prevenir y proteger a los estudiantes y personal do-
cente y administrativo de la enfermedad COVID-19
altamente infecciosa derivada del SARS-CoV-2 [1].
La transmision del virus de la COVID-19 se relacion6
con el contacto fisico de las personas en lugares ce-
rrados, como oficinas de trabajo, centros recreativos,
entre otros. Una de las recomendaciones mayormen-
te recomendadas para prevenir la propagaciéon de la
COVID-19, fue el lavado de manos y uso de gel an-
tibacterial [2]. El SARS-CoV-2 es sensible a los des-
infectantes por su morfologia al tener una fragil capa
exterior de lipidos y sobrevive dentro de valores del

pH y temperaturas ambientales, pero es sensible al
calor y los métodos de desinfeccion ordinarios [3].
Por lo anterior, es importante evaluar la limpieza en
las manos de estudiantes, docentes y personal admi-
nistrativo de la institucion educativa con el objetivo
de prevenir el contagio de este virus durante el regre-
so de clases presenciales.

Metodologia

Muestreo microbiolégico

Los sujetos seleccionados para este estudio contem-
plaron cuatro dreas diferentes: estudiantes, docentes,
coordinadores de carrera y personal administrativo,
(n=10 por area). La muestra fue representativa sin
dafios o cambios durante el transporte y/o almacena-
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miento. Se tomd de referencia para el muestreo una
superficie de 5 x 5 cm de la palma de la mano con un
hisopo estéril [4] . El muestreo se realizo de forma
semanal durante 10 semanas.

Siembra de muestras por vertido en placa

El andlisis microbiologico contempld los microrga-
nismos indicadores a partir de diluciones seriadas. La
siembra microbiolédgica se realizd de acuerdo con lo
descrito en la NOM-092-SSA1-1994 para bacterias [5]
y NOM-111-SSA1-1994 para hongos y levaduras [6].

Anadlisis estadistico

Los resultados se presentan en medias y desviacion
estandar. Se realiz6 un andlisis de medidas repetidas
seguido de un post-hoc de Tukey, y se consider¢ dife-
rencia significativa con una p < 0.05.

Resultados y discusidn

El muestreo microbiolédgico se realizé en la palma de
la mano de estudiantes, docentes, coordinadores aca-
démicos y personal administrativo de una institucion
educativa durante el regreso a clases en el semestre
Enero — Junio 2022. Se tom6 como referencia los mi-
croorganismos indicadores de limpieza en la indus-
tria de los alimentos, lo cuales contemplan; meso6fi-
los aerobios, coliformes totales, hongos y levaduras.
La verificacion de la limpieza en manos del personal
dentro de la institucion educativa es importante para
conocer si realmente las medidas de sanidad son aten-
didas por todo el personal.

De acuerdo con la NOM-093-SSA1-1994 [7], una
superficie limpia es aquella que se encuentra de forma
visible libre de cualquier sustancia o materia diferen-
te al material intrinseco del que estd hecha, mientras
que una superficie viva que esté en contacto con los
alimentos debe tener como limites microbiologicos
los siguientes: cuenta total de mesofilicos aerobios <
3,000 urc/ cm? de superficie, coliformes totales < 10
urc/ cm? de superficie. La superficie para el mues-
treo fue de 25 cm? de la palma de la mano.

Las bacterias mesofilas aerobias (BMA) crecen en-
tre las temperaturas de 20-45 °C, requieren de oxige-
no e incluyen bacterias patégenas y no patégenas. El
recuento puede ser de muestras de agua, alimentos o
en este caso de superficies vivas o inertes, utensilios
o trapos [8]. En bacterias mesofilas aerobias el ma-

yor conteo microbiolégico se obtuvo en las semanas
tres y cinco en manos de los estudiantes (alrededor
de 1600 urc/cm?), y en la semana dos en las ma-
nos de coordinadores académicos (1400 UFc/cm?),
para este ultimo después de estas semanas se man-
tuvo en niveles mas bajos. Para el personal docente,
los resultados con un conteo menor se presentaron
en la semana cinco y nueve en manos del personal
docente (1000 y 1400 Urc/cm?, respectivamente),
mientras que en las manos del personal administra-
tivo se obtuvo un conteo menor de 800 urc/cm? du-
rante todas las semanas (Figura 1). Los resultados de
coliformes totales indicaron ausencia de este tipo de
microorganismos.

Las semanas que presentaron los conteos mayores
de BMA, no sobrepasan el limite permitido en super-
ficies vivas establecido por la NOM-093-SSA1-1994
(< 3000 urc/cm? de superficie), por lo tanto, el per-
sonal de la institucion educativa cumplié con las me-
didas de prevencion con respecto al lavado de manos
y/o uso del gel antibacterial durante el semestre. Ca-
ro-Hernidndez y cols. 2020, reportaron el porcentaje
de cumplimiento del conteo de bacterias mesofilas
aerobias en superficies vivas en diferentes meses y
mostraron que no existe una relacion significativa
entre las épocas de muestreo, cumpliendo con el li-
mite permitido de este tipo de microorganismos [4].
Asimismo, el conteo de coliformes totales fue ausen-
te, estos resultados son favorables ya que constitu-
yen el 10% de los microorganismos intestinales de
los seres humanos y otros animales.

Por otro lado, la determinacion de hongos y leva-
duras present6 un conteo mayor en las manos de los
estudiantes en la semana cinco, alrededor de 1200
UFc/cm? Mientras que en manos del personal docen-
te fue en la semana cinco y nueve, alrededor de 1280
Urc/cm? El conteo mas bajo se presentd en manos
de coordinadores académicos y personal administra-
tivo con < 600 UFc/cm?, durante todas las semanas
(Figura 2). Hasta el momento la secretaria de salud,
de acuerdo con la NOM-093-SSA1-1994, no presenta
especificaciones para este tipo de microorganismos.

El andlisis estadistico de los resultados para bacte-
rias mesofilas aerobias y para hongos — lavaduras, no
presento diferencia significativa del conteo microbio-
logico, y tampoco durante las 10 semanas del mues-
treo (p = 0.164).
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Conclusién

El personal dentro de la institucion educativa cumplio
con el lavado de manos y gel antibacterias. Las urc/
cm? en bacterias mesofilas aerobias y hongos —leva-
duras, no excedieron la especificacion establecida por

la NOM-093-SSA1-1994. El comparar el conteo de am-
bos tipos de microorganismos no present6 diferencia
significativa durante el tiempo de muestreo.
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Introduccién
Dentro de las primeras causas de consulta médicay de
mortalidad se encuentran las enfermedades transmi-
tidas por alimentos (ETAS), lo que constituye un gran
problema de salud publica [1]. Estas son un impedi-
mento significativo en el desarrollo socioecondémico
de México y el mundo, segtin datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (oms), cada afio se enferman 77
millones de personas debido a una ETA tan sélo en la
region de las Américas, y mueren mas de 9,000 perso-
nas a causa de estas [2]. Lamentablemente, la pobla-
cién mas vulnerable son los nifios y ancianos de bajos
recursos o en situacion de desnutricion [1].

Uno de los principales alimentos que estan relacio-
nados con ETAS son las hortalizas, debido a que estan

altamente expuestas a contaminantes por malas prac-
ticas de produccion, como el empleo de agua de rie-
go poluida, el uso de desechos biologicos solidos sin
tratamiento apropiado como fertilizantes, mala higie-
ne en las instalaciones y la presencia de animales en
las dreas de cultivo, entre muchos otros factores [3].
De manera que, las hortalizas frescas son portadoras
de elevadas cargas microbianas, situacion que se ha
agravado durante las tltimas décadas por la presencia
de bacterias patdégenas que pueden llegar a producir
complicaciones severas [4]. Aunado a esto, el hecho
de que estos productos se consumen generalmente
sin ningtn tipo de coccidn, eleva considerablemente
la posibilidad de contraer enfermedades, lo cual esta
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altamente influenciado por practicas de consumo
como el lavado o la desinfeccion previa.

Uno de los patdgenos que tiene mayor incidencia
en ser el agente causal de una ETA y esta directamente
relacionado con las hortalizas es Escherichia coli; bacilo
Gram negativo, no formador de esporas, movil por fla-
gelos peritricos y anaerobio facultativo. Este microor-
ganismo es comunmente encontrado en el intestino
de mamiferos de sangre caliente, se suele considerar
como comensal ya que la mayoria de sus cepas son in-
ofensivas, sin embargo, ciertos patotipos pueden llegar
a causar graves enfermedades al humano a través del
consumo de alimentos contaminados [5].

Lamentablemente, México cuenta con muy pocos
datos epidemioldgicos sobre patégenos en produc-
tos frescos y basicamente nula informacion sobre la
magnitud de la participacion de éstos como vehiculos
de transmision en brotes de ETAS. Asi mismo, con la
creciente demanda de productos frescos, es necesa-
rio implementar medidas de control sobre su calidad
microbiologica, con el fin de detectar contaminacion
y asi evitar poner en riesgo la salud de los consumi-
dores. Por lo que, el objetivo del presente trabajo es
determinar la presencia de coliformes fecales, totales
y Escherichia coli O157:H7 en lechugas variedad Ice-
berg obtenidas de diferentes comercios y si esto a su
vez representa un riesgo potencial para la salud de la
poblacion consumidora.

Metodologia

El tipo de estudio que se realiz6 fue de caracter pros-
pectivo, descriptivo, y observacional. Se considerd
como variable dependiente: presencia de coliformes
totales, fecales, E. coli genérica y patdgena en la lechu-
ga y como variable independiente: métodos de aisla-
miento y cuantificacion.

Para el universo muestral se seleccionaron dos lu-
gares donde se comercializa lechuga variedad Iceberg
a granel: mercado municipal y tianguis, ubicados den-
tro de la zona metropolitana de Guadalajara, Jalisco,
México. Se tomaron 15 muestras de forma aleatoria
procedentes de cada uno de los lugares seleccionados.

Preparacion de la muestra.
Se despojaron a las lechugas de sus dos o tres hojas
externas (o las que se encontraban dafiadas) y del

tronco de la planta utilizando un cuchillo estéril. Se
realizé un corte central, para cortar trozos medianos
y extraer muestras representativas tanto del centro,
como las partes externas y medias.

Determinacién de coliformes totales y fecales.
Se emple6 la técnica del NMP (niimero mas proba-
ble) mencionada en el apéndice H de la NOM-210-
SSA1-2014 [6].

Posteriormente para la determinacion de E. coli, de
cada tubo que mostré formacion de gas y turbidez en
el caldo Ec, se inoculd en agar MacConkey conforme
a la técnica de agotamiento del indculo. Se incub¢ a
35°C durante 24 horas. Posteriormente se selecciona-
ron colonias tipicas de E. coli y se procedi6 a realizar
el IMViC.

Para la busqueda de E. coli O157:H7 se tomaron
las colonias cuyo IMViC resulté caracteristico y se
sembraron en agar MacConkey con sorbitol (SmaC),
esperando encontrar crecimiento tipico.

Resultados y discusién

Dentro de la normativa de nuestro pais, y conforme
a lo establecido en el apéndice B de la NOM-093-
SSA1-1994, el limite maximo de coliformes fecales
para ensaladas verdes crudas o de frutas es de <3
NMP/g. Cabe mencionar que esta es una de las pocas
normas que rigen el control microbiologico de este
tipo de alimentos y que no existe un buen control y
regulacion en cuanto a verificar su calidad dentro de
México.

En contraparte, segtin el reglamento técnico pana-
mericano, el limite maximo permitido de coliformes
fecales es 93 NMP/g para frutas y vegetales frescos,
con un tipo de riesgo C, el cual se refiere a alimentos
que tienen baja probabilidad de causar dafio a la salud.

Las tablas 1 y 2 muestran los resultados obte-
nidos, encontrandose que las muestras de lechuga
provenientes del mercado municipal y tianguis no
cumplen con el limite establecido por el reglamento
panamericano, ya que el NMP de coliformes fecales
encontrado en estas van de 2,900 a 11,000 NmMP/g.
Como se puede observar, el comportamiento de las
muestras es relativamente heterogéneo. Los rangos
entre 1.477 y 4.72 log de Nmp de coliformes totales,
son valores que se encuentran fuera de los limites
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Tabla 1. NMP coliformes totales, fecales y E. coli /g muestra,
procedente de lechugas de mercado municipal (expresados en logaritmos).

ID NMP coliformes NMP coliformes NMP E. coli

muestra totales/g fecales/g E. coli/ g 0157:H7

M1 3.460 3.390 3.390 No detectable
M2 3.60 3.30 3.30 No detectable
M3 3.20 3.1 3.1 No detectable
M4 1.556 1.477 NA NA

M5 3.320 3.3 3.3 No detectable
Mo 3.790 3.60 3.5 No detectable
M7 3.560 3.50 3.50 No detectable
M8 4.0 3.60 3.60 No detectable
M9 3.560 3.0 3.0 No detectable
M10 3.20 3.2 3.2 No detectable
M11 2.176 1.477 NA NA

M12 3.90 3.0 3.0 No detectable
M13 3.90 3.90 3.90 No detectable
M14 1.477 N/A N/A NA

M15 3.90 3.5 3.5 No detectable

Tabla 2. NMP coliformes totales, fecales y E. coli /g muestra,
procedente de lechugas de tianguis (expresados en logaritmos).

ID NMP coliformes NMP coliformes NMP E. coli

muestra totales/g fecales/g E. coli/ g 0157:H7

T1 3.70 3.0 3.0 No detectable
T2 1.477 N/A N/A N/A

T3 4.6 4.2 4.2 No detectable
T4 4.72 4.5 4.5 No detectable
T5 3.50 3.3 3.3 No detectable
T6 3.70 3.5 3.5 No detectable
T7 3.90 3.5 3.5 No detectable
T8 1.477 N/A N/A N/A

T9 3.80 3.0 3.0 No detectable
T10 4.60 4.3 4.3 No detectable
T11 3.90 3.9 3.9 No detectable
T12 3.90 3.5 3.5 No detectable
T13 1.477 N/A N/A N/A

T14 3.96 31 31 No detectable
T15 4.0 4.0 4.0 No detectable
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permisibles por la normatividad. Dicho resultado se
explica con el hecho de que, generalmente, se co-
mercializan en deficientes condiciones sanitarias, al
aire libre, se transportan sin refrigeracion con posi-
ble exposicion al sol o a altas temperaturas, estin en
contacto cercano con otro tipo de productos crudos
y suelen ser manipuladas por varias personas, los
cuales son grandes factores de exposicién a conta-
minacién cruzada.

Por otra parte, a pesar de que la gran mayoria de
las muestras provenientes tanto de mercados como de
tianguis resultaron positivas a E. coli genérica, en nin-
guna se confirm¢ la presencia de E. coli O157:H?7. Sin
embargo, esto no garantiza que el consumo de este
producto sea seguro, ya que al haber encontrado E.
coli indica la mala calidad microbiolégica que presen-
tan las lechugas de las distintas zonas de procedencia
y su potencial riesgo sanitario.

Para ampliar el panorama de estudio, se realizo
un ensayo preliminar de las lechugas comercializadas
como “listas para consumo” encontrando una elevada
carga de coliformes totales y fecales, con valores de
4.041 log de NMmP, lo cual representa un mayor riesgo
potencial para la salud ya que, al estar etiquetado de

esta manera, los consumidores no aplican procesos
previos de lavado y desinfeccién. Entre las posibles
causas de la presencia de esta contaminacion se en-
cuentran las condiciones insalubres en la cosecha,
transporte, manipulacién, empaque y comerciali-
zacion o alguna deficiencia en el lavado o desinfec-
cion de la lechuga ya que al afiadir factores como los
utensilios que cortan la lechuga, el agua con la que se
lavan, el drea de trabajo, los trabajadores y hasta las
bolsas de empaque pueden incrementar la contami-
nacion. Los resultados obtenidos sugieren realizar un
andlisis mas profundo sobre estas lechugas para com-
probar su inocuidad, detectar el origen del problema
y poder establecer alguna solucion.

Conclusién

Conforme a los resultados obtenidos en este trabajo
se encontrd que resulta de vital importancia para el
consumidor lavar y desinfectar de una forma eficien-
te las hortalizas previo a su ingesta, con el fin de re-
ducir la carga microbiana presente y asi prevenir una
ETA, ya que las condiciones precosecha, cosecha y
postcosecha no son las adecuadas para conservar la
inocuidad de los productos.
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