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EVALUACION DE PROPIEDADES FUNCIONALES DE
SUPLEMENTOS DERIVADOS DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES
DEL VINO.

Ménica Alejandra Gémez Rodriguez Rosalia Reynoso Camacho
Universidad Auténoma de Coahuila Universidad Auténoma de Querétaro
Carretera Torreén-Matamoros KM 7.5, Cerro de las Campanas S/N, Las Campanas, 76010
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Resumen — En este trabajo se realizé el analisis de las propiedades funcionales de los suplementos
alimenticios a base de residuos agroindustriales del vino, con el objetivo de obtener un suplemento
que sea aceptado sensorialmente. En los trabajos anteriores, se desarroll6 la formulacién de los
suplementos a partir de 3 variedades diferentes de orujo de uva, contemplando como variable la
temperatura y el tiempo de exposicidn. Posteriormente, se realizaron las evaluaciones pertinentes
del suplemento (indice de dispersabilidad, indice de solubilidad en agua, humectabilidad e indice de
sedimentacién). El suplemento del orujo de uva Cabernet mostré mejores resultados en ISA (232
%), humectabilidad (100%) y color. Por otro lado, la diferencia de dispersabilidad entre
formulaciones es minima (52.7%-53%).

Palabras clave — Propiedades tecnofuncionales, suplemento, orujo, subproducto.

Abstract — In this work, the analysis of the functional properties of food supplements based on
agro-industrial residues of wine was carried out, with the aim of obtaining a supplement that is
adequate to the taste and satisfaction of the consumer. In previous works, the formulation of the
supplements was developed from 3 different types of grape pomace, contemplating as a variable the
temperature and the time of exposure. Subsequently, the pertinent evaluations were carried out on
the supplement (dispersibility index, water solubility index, wettability and sedimentation index).
The Cabernet grape pomace supplement showed better results in ISA (232%), wettability (100%)
and color. On the other hand, the difference in dispersibility between formulations is minimal
(52.7%-53%).

Keywords — Technofunctional properties, supplement, pomace, by-product.

l. INTRODUCCION

En los Ultimos afos se ha presentado un incremento en el consumo de vino tanto a nivel
nacional como internacional, debido en gran medida a la evidencia cientifica que correlaciona
el consumo moderado del vino (1 o 2 copas al dia) con la prevencion de enfermedades
cronico-degenerativas, lo cual ha generado que los consumidores vean el vino como una
fuente de aporte de compuestos benéficos para la salud (Beres et al., 2017).

En la industria del vino se producen diferentes tipos de subproductos, y por tanto es importante
conocer la composicion de cada tipo de subproducto en cada fase de la vendimia y de la
produccion del vino para determinar sus posibles aplicaciones industriales. El principal
subproducto de la vinificacion es el orujo de uva, formado por semillas, hollejos y restos de
pulpa que quedan después de las operaciones de prensado de la uva. En general, tiene un
contenido en materia seca de entre un 30% y un 45%, siendo la fibra dietaria, hasta un 50%
(Teixeira et al., 2014).
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Debido a que la extraccion durante la vinificaciébn es incompleta, el orujo de uva remanente
de dicho proceso presenta elevados contenidos de compuestos fendlicos, retiene alrededor
del 20-30 % del total de compuestos en el hollejo y entre el 60-70 % en las semillas (Kammerer
et al., 2004).

Existe un interés creciente por este subproducto debido a su contenido en fibra dietaria y
polifenoles para la alimentacién animal y potencial uso para el consumo humano en productos
de panaderia, bebidas y productos céarnicos (Beres et al., 2017). Ademas, estos compuestos
presentes en el orujo presentan propiedades relacionadas a la promocion de la salud las
cuales pueden ser expandidas desde el punto tecnolégico. Dentro de estas propiedades se
incluyen sus capacidades antioxidantes, antiinflamatorias, cardio protectoras,
anticancerigenas y neuro protectoras (Fontana et al., 2013).

Il MATERIALES Y METODOS
A. MATERIALES

Se utilizé un suplemento alimenticio a base de orujo de uva de variedades provenientes de
diferentes vifiedos, como Cabernet (vifiedo Marquez), Syrah (vifiedo Azteca) y Tempranillo
(vifiedo Marquez).

B. METODO
1) indice de dispersabilidad

Para su medicién se realiz6 la técnica propuesta por Jin (2013), se afiadié 1 g de polvo en un
vaso de precipitado de 50 mL con 10 mL de agua destilada y luego se mezclé vigorosamente
con una espatula durante 15 s con el fin de hacer 25 movimientos completos a lo largo del
diametro del vaso de precipitado. Después de eso, las muestras reconstituidas se vertieron
sobre el tamiz de 250 micras para separar las particulas dispersadas en la suspensién en
base a la medida de la dispersion, y las muestras que se pasaron por el tamiz se recolectaron
para su posterior secado a 105 °C durante toda la noche. Al dia siguiente la materia seca se
peso y se calculo el indice de dispersabilidad utilizando la formula (1).

Pms+ (100 + Pm)
100- H
100

@) indice de dispersabilidad =

Pm +

Donde:
Pms (% p/p): peso de la muestra seca después de tamizar
Pm: peso de la muestra

H (% p/p): es el contenido de humedad de la muestra
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2) indice de solubilidad en agua

Se determiné de acuerdo con la metodologia descrita por Anderson (1982), se pesé 1g de
muestra y se adicionaron 20 mL de agua destilada, enseguida se agitdé durante 30 min;
posteriormente la suspensién se centrifugd a 3000 g por 15 min. El sobrenadante se decanté
y seco a 100 °C durante un tiempo de 24 h. Para el calculo del indice de solubilidad en agua
(ISA) se utilizo la siguiente ecuacion (2):

(2)

Peso del residuo de evaporacién
Peso de lamuetra

indice de solubilidad en agua =

3) Humectabilidad

Se empled planteada por Fitzpatrick (2016), se pes6 2.5 g de cada formulacion y se vacio en
seguida sobre 25 mL de agua destilada contenida en un vaso. Se cuantificé el tiempo al cual
el polvo desaparece de la superficie, el cual se conoce como tiempo de humectacion. La
prueba se realizé a la misma temperatura para todas las muestras por 60 min, se eliminé el
polvo con cuidado de la superficie del agua con una cuchara, se secé y pesoé para cuantificar
la cantidad de polvo que no se hundi6. El porcentaje de humectabilidad se determin6
empleando la siguiente ecuacion (3):

3 Ivo hundid
@) Humectabilidad = POYo un .I °(9 x100
polvo inicial (g)

4) indice de sedimentacion

Se determiné de acuerdo con la metodologia propuesta por Matalanis y McClements (2013).
Se peso6 2 gramos de muestra y se agregé en 25 mL de agua destilada, luego se dej6 reposar
en un cono Imhoff y se dejo reposar durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se registro el
volumen de sedimento. El indice de sedimentacion se reportdé como la relacion entre el nivel
de sedimentacion inicial (0%) y el volumen final de sedimentacion.

5) Color

Las muestras en polvo se colocaron en cajas Petri en una capa uniforme y se registraron las
lecturas correspondientes al espacio CIELAB a través de los parametros de a*, b*, C*, L*y h,
empleando un colorimetro marca Minolta 2002.

lll. RESULTADOS y DISCUSION
A. Analisis de las propiedades funcionales del suplemento

Los suplementos de acuerdo con la definicién de la NOM-251-SSA1-2009 “Son productos a
base de hierbas, extractos vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados
de frutas, adicionados o no, de vitaminas o minerales, que se puedan presentar en forma
farmacéutica y cuya finalidad de uso sea incrementar la ingesta dietética total, complementarla
o suplir algiin componente”.
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Los suplementos se elaboran en forma de polvo que finalmente se rehidratan antes de su
consumo, por lo que la capacidad de rehidratacion del polvo debe ser su principal atributo, ya
que el usuario industrial o el consumidor doméstico no desea tener problemas durante la
rehidratacion. La rehidratacién del polvo a menudo se divide en una serie de subprocesos,
por ejemplo, humectacién, hundimiento, dispersién, hinchamiento, desintegracion vy
solubilidad (Fitzpatrick et al., 2016). Tomando en cuenta esta problematica para el desarrollo
del suplemento se analizé el indice de dispersabilidad, el indice de solubilidad en agua (ISA),
la humectabilidad en agua y el indice de sedimentacion, ademas de la determinacién de color.

El indice de dispersabilidad es la capacidad del polvo para mojarse sin formar grumos en el
agua, siendo el porcentaje de materia seca que se hace pasar a través de un tamiz después
de que es mezclada por un tiempo corto con una espatula (Jin et al., 2013). El analisis del
porcentaje de dispersabilidad no presentd una diferencia significativa entre las formulaciones
de suplementos (Figura 1), lo que indica que presentaron una baja cantidad de grumos
formados al momento de hidratarse.

53.05
53.00
52.95
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52.85

$ 52.80

~ 52.75 I I
52.70

25°C 35°C 45°C 35°C 45°C 35°C 45°C
10 dias 60 dias 80 dias

indice de dispersabilidad

m CABERNET TEMPRANILLO SYRAH

Figura 1. Comparacién en porcentaje del indice de dispersabilidad de los suplementos.
Formulaciones con tres repeticiones cada una.

El indice de solubilidad implica la solubilizacién o disolucion de las particulas de polvo en el
liquido para formar una solucion. De las formulaciones analizadas (Figura 2) las que presentan
una mayor solubilidad son aquellas que tienen como base el orujo de uva Cabernet y
expuestas por 60 dias, siendo las de 45° C quien presento el mayor porcentaje.

250

200
S 150
5 100
ol b | il »

o N
25°C 35°C 45°C 35°C 45°C 35°C 45°C
10 dias 60 dias 80 dias

m CABERNET TEMPRANILLO SYRAH

Figura 2. Comparacion en porcentaje del indice de solubilidad de los suplementos.
Formulaciones con tres repeticiones cada una.
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La humectabilidad se refiere al polvo que entra en contacto con el liquido y rodea las particulas
de polvo con liquido. En cuanto a la humectabilidad de las formulaciones se observo que las
tres muestras de Cabernet a 45°C independientemente del tiempo fueron las que presentaron
un mayor porcentaje de humectabilidad (Figura 3), esto indica que al entrar en contacto con
el agua estas formulaciones se humedecen por completo.

120
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sl b B

SO | | N | | 1
45°C 35°C

25°C 35°C °C 45°C 35°C 45°C
10 dias 60 dias 80 dias

o o

humectabilidad (%)
o

mCABERNET ®TEMPRANILLO SYRAH

Figura 3. Comparacién en porcentaje del indice de dispersabilidad de los suplementos.
Formulaciones con tres repeticiones cada uno.

El indice de sedimentacién se refiere al polvo que se sumerge debajo de la superficie del
liquido. En este analisis las formulaciones que obtuvieron un mayor porcentaje de
sedimentacién fueron las de Tempranillo a 35°C a los 60 y 80 dias, presentaron un 48% de
sedimentacion (Figura 4), lo que indica que un mayor porcentaje de la muestra permanece

dispersa en el agua.

25°C 35°C 45°C 35°C 45°C 35°C 45°C
10 dias 60 dias 80 dias
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mCABERNET ®TEMPRANILLO SYRAH

Figura 4. Comparacion en porcentaje del indice de dispersabilidad de los suplementos.
Formulaciones con tres repeticiones cada una

La determinacion de color se consideraron tres coordenadas que representan la luminosidad
del color (L), la posiciéon entre rojo y verde (a*) y la posicion entre amarillo y azul (b*) (Cuadro
1) (Cuadro 1). En base a esto se pudo observar que en el orujo de uva tipo Cabernet se
encuentran los mayores parametros de luminosidad y la variacion entre ellos no es de gran
significancia, a comparacion de la luminosidad obtenida en los otros tipos de orujo.
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Cuadro 1. Analisis de color de los suplementos

Tipo de orujo Tiempo Temperatura Color L* Color a* Color b*  DeltaE
(°C)
10 dias 25°C 54.98 3.47 4.74 13.25
35°C 52.13 4.3 491 15.33
45°C 56.76 2.64 5.27 11.69
CABERNET 60 dias 35°C 57.79 3.06 4.775 11.40
45°C 56.57 2.84 5.04 11.97
80 dias 35°C 58.87 2.87 4.5 11.05
45°C 57.33 2.765 5.44 11.18
10 dias 25°C 50.9 4.6 4.82 16.40
35°C 51.22 4.49 4.8 16.14
TEMPRANILLO 45°C 51.5 3.85 5.35 15.58
60 dias 35°C 51.19 3.88 4.67 16.22
45°C 47.52 4.88 5.73 18.89
80 dias 35°C 51.78 3.97 4.6 15.79
45°C 46.9 4.79 5.74 19.44
10 dias 25°C 48.05 6.17 5.56 18.61
35°C 48.1 5.88 5.64 18.49
SYRAK 45°C 46.76 4.56 5.77 19.54
60 dias 35°C 47.79 5.29 5.44 18.80
45°C 47.39 4.96 5.84 18.96
80 dias 35°C 48.58 5.5 5.61 18.05
45°C 47.27 5.87 6.42 18.91

L*= luminosidad; L=0 color negro; L=100 color blanco; a*=negativo verde, positivo rojo; b*=
negativo azul, positivo amarillo. Formulacion con tres repeticiones.

IV. CONCLUSIONES

El estudio de las propiedades funcionales de los suplementos mostro en la mayoria de los
analisis que las formulaciones con orujo de uva Cabernet, presenta una mejor capacidad
de hidratacion, mostrandolo como una formulacion adecuada que podria ser una opcion
adecuada para el agrado de los consumidores.
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EXTRACCION DE LA FRACCION PROTEICA Y DE QUITINA
OBTENIDA A PARTIR DE (ACHETA DOMESTICUS)

Maria Fernanda Vazquez Bernal Rosalia Reynoso Camacho
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Resumen — Los insectos han demostrado ser una gran alternativa como fuente de alimento debido a
su composicion nutrimental y al poco impacto ambiental que genera su produccidn. En este estudio se
evaluaran las condiciones optimas del grillo Acheta domesticus para mejorar su eficiencia de
extraccién de proteinas y de quitina. Para ello se realiza un estudio con diferentes tratamientos
postcosecha y diferentes pH para la extraccion y precipitacion de proteinas tomando en cuenta el factor
del tiempo. Para la optimizacién de la extraccidn de quitina se empled un disefio central compuesto
para estudiar los efectos de las variables en el proceso de la desmineralizacion, y asi determinar las a
condiciones 6ptimas.

Palabras clave — Acheta domesticus, extraccién, proteina, quitina, disefio central compuesto.

Abstract — Insects have proven to be a great alternative as a food source due to their nutritional
composition and the low environmental impact generated by their production. In this study, the optimal
conditions of the Acheta domesticus cricket will be evaluated to improve its protein and chitin
extraction efficiency. For this, a study is carried out with different post-harvest treatments and different
pH for the extraction and precipitation of proteins, taking into account the time factor. For the
optimization of the chitin extraction, a central composite design was used to study the effects of the
variables in the demineralization process, and thus determine the optimal conditions.

Keywords — Acheta domesticus, extraction, protein, chitin, central composite design.

I. INTRODUCCION

La ganaderia es uno de los contribuyentes mas significativos al efecto invernadero y al
cambio climatico. La crianza de ganado puede tener un gran impacto en nuestro medio
ambiente debido a la ineficiencia de sus recursos. La ganaderia es altamente contaminante
ya que las fuentes de agua retienen materia organica, patégenos y residuos farmacoldgicos,
suele expandir la produccibn a zonas no aptas para esta actividad, provocando
deforestacion, degradacion, compactacion y erosion del suelo [4]. Se estima que la
agricultura es responsable del 14% de las emisiones de gases de efecto invernadero en
todo el mundo. El ganado, que incluye animales criados por humanos, incluidos los que se
mantienen como mascotas, representa el 55 % de esas emisiones, siendo los cerdos, el
ganado vacuno y los corderos los principales.

Los insectos parecen una gran alternativa para alimentar a la poblacién de una manera
sostenible, ademas de brindar mayores beneficios nutrimentales [6]. EI consumo de
insectos no es algo nuevo, ya que se han consumido durante miles de afos atras en
algunos paises como, Tailandia, China, Laos, Japén y México. Con la introduccién de las
barras de proteinas de grillo y otros productos de proteinas de insectos a la dieta de los
seres humanos, no solo podemos disminuir el estigma negativo de comerlos, sino que
también brindamos diversos beneficios nutrimentales [1]. Sin embargo, al igual que
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cualquier fuente de alimento que uno puede consumir, debe optimizarse para sus
necesidades o preferencias especificas.

El grillo Acheta domesticus es considerado uno de los insectos ganaderos mas
prometedores debido a sus atractivas caracteristicas nutricionales y su menor indice de
conversién alimenticia en comparacion con otros animales [5].

A pesar de lo anterior, una tendencia es la extraccion de fracciones de alto valor agregado,
para ser usadas como suplemento o ingrediente de otros alimentos. En el grillo Acheta
domesticus, se han identificado dos fracciones de interés con potencial de ser aisladas, la
primera es la fraccién proteica y la segunda, es la fraccion de quitina, las cuales pueden ser
usadas de manera aislada como suplemento alimenticio y generar un valor agregado a la
produccién de insectos. Sin embargo, se desconocen cuales son los principales factores
para mejorar la eficiencia de extraccion de estas dos fracciones.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es encontrar los mejores parametros para la
obtencion de una fraccidn rica en quitina evaluando el efecto del tratamiento postcosecha
del grillo, pH y tiempo de extraccion de proteina y optimizar la etapa de desmineralizaciéon
mediante metodologia de superficie de respuesta, evaluando pardmetros como tiempo,
temperatura y concentracion de acido.

ll. MATERIALES Y METODOS

I.  Determinacion del efecto de los tratamientos postcosecha sobre la eficiencia de
extraccion de proteinas
I.1. Preparacion de las muestras

Para la determinacion del efecto del tratamiento postcosecha del grillo en el rendimiento de
la extraccion de su fraccidn proteica, se prepararon las muestras de la siguiente manera:
se pes6 0.2 g de muestra con tres tratamientos postcosecha, de los cuales el primero fue
grillo hervido (95 °C, 10 min) y horneado (2h, 120 °C), el segundo horneado (2 h, 120 °C),
el tercero fue deshidratado (38 °C, 12 h). Posteriormente, se adicioné 15 ml de agua
destilada y se ajusté el pH a 1, 2, 4, 10 y 12 para que asi por medio del punto isoeléctrico
de los aminoécidos se determinara el pH 6ptimo para la extraccion de las proteinas de cada
uno de los tratamientos postcosecha del grillo, después las muestras se agitaron
constantemente durante 1 hora, y se centrifugé a 10000 RPM durante 10 minutos y se
recuperod tanto el sedimento insoluble y al sobrenadante soluble.

I.2. Determinacién de proteinas solubles

Se elaboré una curva de calibracion (Fig. 1) de albamina sérica bovina, para la
cuantificacion de proteinas solubles extraidas de cada una de las muestras sometidas a los
diferentes tratamientos utilizando el método Bradford, donde se prepararon en microtubos
las muestras solubles con una dilucion de 1000 uL de agua destilada y 100 uL de muestra
y posteriormente en una placa microtituladora se le aplico 10 uL de la muestra diluida y 200
uL del reactivo Bio-Rad a cada pocillo de la placa, esto se realizd con cada una de las de
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las muestras por dos replicas y cuatro repeticiones de cada una, posteriormente fueron
sometidas para realizar las mediciones de absorbancia a 595 nm.

Fig. 1. Curva de calibracion de albumina sérica bovina, para la cuantificacién de proteina
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II.1. Extraccion de la fraccion proteica

Para establecer las condiciones de extraccion 6ptimas para la fraccion de proteina soluble
de grillo, se determinaron los efectos del pH y el tiempo de extraccion con agitacion sobre
la eficiencia de extraccion. Para conocer el pH 6ptimo para la extraccion y precipitacion de
las proteinas de grillo, se midi6 la cantidad de proteinas solubles a diferentes pH (1-12)
buscando el punto isoeléctrico para fijar el pH 6ptimo de la solubilizacién y posterior
precipitacién del aislado proteico. Para determinar el efecto del tiempo de extraccion de la
agitacion, sobre la eficiencia de extraccion de proteinas, se peso6 65 g de grillo y se diluyo
en 1 litro de agua destilada la muestra fue sometida con agitacion a diferentes tiempos de
extraccion (30 minutos, 1 hora, 1 hora y 30 minutos, 2 horas, 2 horas y 30 minutos, y 3
horas) determinando las condiciones mas adecuadas de extraccion.

Optimizacioén de la extraccion de quitina
lll.1.Condiciones de extraccién en etapa de desmineralizacién

Para la optimizacién de la extraccion de quitina de Acheta domesticus, se realizé un disefio
central compuesto (DCC) (Tabla. 1) para evaluar el efecto de las variables seleccionadas
(Tabla. 2): concentracion del acido, tiempo y temperatura para determinar un mayor efecto
en la etapa de desmineralizacién.

Para realizar la desmineralizacion, se utilizé 0.5 g de grillo deshidratado y desproteinizado
(como se menciona en la metodologia anterior) en tubos falcén de 50ml, a las muestras se
adiciond el acido a la concentracion y tiempo indicado para cada tratamiento especificado
en la Tabla 3. Se llevaron a peso contante papeles filtro para posteriormente utilizarlos para
filtrar al vacio cada una de las muestras, las cuales fueron enjuagadas con agua destilada
hasta alcanzar un pH neutro.
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Al finalizar la extraccién en la etapa de desmineralizacion del grillo deshidratado se
determind la eficiencia de extraccion de los tratamientos.

Temperatura| Tiempo |Concentracion Temperaturd Tiempo [oncentracidr
x1 X2 x3 x1 X2 X3
-1.000000 -1.000000 -1.000000 1 34.1 1.8 0.25
1.000000| -1.000000 -1.000000 2 70.1 1.8 0.25
-1.000000 1.000000 -1.000000 3 34.1 5.17 0.25
1.000000 1.000000 -1.000000 4 70.1 5.17 0.25
-1.000000| -1.000000 1.000000 5 34.1 1.8 0.85
1.000000|  -1.000000 1.000000 6 70.1 1.8 0.85
-1.000000 1.000000 1.000000 7 34.1 5.17 0.85
1.000000 1.000000 1.000000 8 70.1 5.17 0.85
0.000000 0.000000 0.000000 9 52.5 3.5 0.55
0.000000 0.000000 0.000000 10 52.5 3.5 0.55
0.000000 0.000000 0.000000 11 52.5 3.5 0.55
0.000000 0.000000 0.000000 12 52.5 3.5 0.55
-1.681793 0.000000 0.000000 13 25.0 3.5 0.55
1.681793 0.000000 0.000000 14 80.0 3.5 0.55
0.000000] -1.681793 0.000000 15 52.5 1.0 0.55
0.000000 1.681793 0.000000 16 52.5 6.0 0.55
0.000000 0.000000 -1.681793 17 52.5 3.5 0.1
0.000000 0.000000 1.681793 18 52.5 3.5 1.0
0.000000 0.000000 0.000000 19 52.5 3.5 0.55
0.000000 0.000000 0.000000 20 52.5 35 0.55
Tabla 1. Disefio central compuesto para el Tabla 3. Tratamiento para cada muestra.
proceso de desmineralizacion de la quitina
de grillo.

V. RESULTADOS

Variable Nivel [ Nivel alto Punto axial Punto
bajo (-1) (+1) [Bajo (-1.68) [Alto (1.68) | Central (0)
X1 Temperatura 34.1 70.1 25 80 52.5
X2 Tiempo 1.83 5.17 1 6 3.5
X3 Concentracion 0.25 0.85 0.1 1 0.55

Tabla 2. Variables y niveles del disefio experimental.

IV.1. Extraccion de la fraccion proteica del grillo

La extraccion de la fraccion proteica a diferentes pH y con diferentes pretratamientos se
observa en la Figura 2. Donde se destaca un mayor rendimiento al utilizar grillo
deshidratado y un pH basico, sobresaliendo asi el pH de 10 y un pequefio incremento a pH
de 12, por lo cual se seleccioné el pH de 10 para la solubilizacion de proteinas.
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Respecto a los estudios realizados entre el factor del tiempo en extraccién de proteinas de
Acheta domesticus (Fig. 3), se observo que una hora en agitacion es tiempo suficiente para
la extraccion optima de proteina soluble.

También se observa que a un pH de 4 se disminuye notoriamente la capacidad de
extraccion, debido a que las proteinas se encuentran en su punto isoeléctrico, lo que quiere
decir que tienen una carga de 0 lo que ocasiona que las proteinas se precipiten, por lo que,
se selecciond este pH para la precipitacion de proteinas.

2 05 0.5
0.4 g
Lo ® 04
SEO03 2
g g 0.2 o 0.3
g @ 0.1 I ] | I 0 SEo02
E o 0 - = - = - S 2
Qo dJoNANTYTAONNSYTTONNTT C » 0.1
c  OFFo5TFFIIIZYiiEs  ga
a TT A= 0
(O]
Muestras de diferentes tratamientos a pH.. IS] 0 30 60 90 120 150 180 210
o Tiempo de solubilizacién (minutos)

Fig. 2 Extraccién de proteina de grillo a diferentes

pH y diferentes pretratamientos postcosecha. Fig. 3 Desproteinizacion de grillo a pH 10 a
diferentes tiempos.

IV.2. Optimizacién de la desmineralizacion

Los resultados del disefio experimental en la etapa de desmineralizado de los carbohidratos
insolubles se representaron mediante el método de superficie de respuestas en las figuras
4,Y 5. Se logra observar que las variables que mas influyen son el tiempo y la temperatura,
sin embargo, la concentracion del acido presentdé muy poca relevancia, obteniendo que el
tratamiento 3 es menos idéneo y resultando mas conveniente el tratamiento 14.

Fig. 4 Superficies de respuestas a) Concentracion — Temperatura, b) Tiempo —
Temperatura, c) Tiempo - Concentracion
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Figura 5. Lineas de contorno de la superficie de: a) Tiempo — Temperatura
(Concentracién 0), b) Tiempo — Temperatura (Concentracién 1), c) Tiempo — Temperatura
(Concentracién 1.68), d) Tiempo — Concentracion, e) Tiempo — Temperatura
(Concentracion -1.68).

V. CONCLUSIONES

Con este estudio el grillo deshidratado demostrd ser el mejor tratamiento postcosecha con
el cual se obtuvo un mejor rendimiento de la extraccién de proteina, y que el pH 6ptimo
para la extraccion de proteinas solubles es a un pH de 10, mientras que el punto
isoeléctrico, para la precipitacion de proteinas se conseguia a un pH de 4. Ademas, se
optimiz6 el proceso de desproteinizacion al reducir el tiempo con agitacion contante a 1
hora. Se logré tener buenos resultados en la etapa de desmineralizacién al utilizar acido
acético, lo cual es mas beneficioso al ser un &cido organico y tener menos impacto
ambiental.

V1. AGRADECIMIENTOS

Expreso mi agradecimiento a la Universidad Autonoma de Querétaro por las facilidades y
el apoyo otorgado para la realizacién de la estancia de verano.

Pégina17



VII.

24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

REFERENCIAS

[1] Awobusuyi, TD, Pillay, K. y Siwela, M. (2020). Aceptacion del consumidor de galletas
complementadas con una harina de sorgo e insectos. Nutrientes, 12 (4), 895.

[2] Brogan, E. N., Park, Y. L., Matak, K. E., & Jaczynski, J. (2021). Characterization of protein in
cricket (Acheta domesticus), locust (Locusta migratoria), and silk worm pupae (Bombyx mori) insect
powders. LWT, 152, 112314.

[3] Lépez, O., Lamela, L., Montejo, I. L. y Sanchez, T. (2015). Influencia de la suplementacion
con concentrado en la produccion de leche de vacas Holstein x Cebu en silvopastoreo. Pastos y
Forrajes, 38(1), 46-54. https://www.redalyc.org/pdf/2691/269138824005.pdf

[4] Moscoso M., J. E., Franco F., F., San Martin H., F., Olazabal L., J., Chino V., L. B., & Pinares-
Patifio, C. (2017). Produccion de Metano en Vacunos al Pastoreo Suplementados con Ensilado,
Concentrado y Taninos en el Altiplano Peruano en Epoca Seca. Revista De Investigaciones
Veterinarias Del Peru, 28(4), 822—833. https://doi.org/10.15381/rivep.v28i4.13887

[5] Palop Gémez, A., Rodriguez Lazaro, D., Santos Buelga, J. A., Conchello Moreno, M. P.,
Daschner, A., Gonzélez Fandos, E., & Camara Hurtado, M. (2018). Informe del Comité Cientifico de
la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN) en relacion a los
riesgos microbioldgicos y alergénicos asociados al consumo de insectos (No. ART-2018-116100)

[6] Van Huis, A., Van Itterbeeck, J., Klunder, H., Mertens, E., Halloran, A., Muir, G. y Vantomme,
P. (2013). Insectos comestibles: perspectivas futuras para la seguridad alimentaria y de piensos
(nim. 171). Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.

Pagina 18


https://www.redalyc.org/pdf/2691/269138824005.pdf
https://doi.org/10.15381/rivep.v28i4.13887

24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

ERRADICACION DE HONGO FITOPATOGENO DE ARBOL DE
CHIRIMOYO (ANNONA CHERIMOLA) MEDIANTE EL USO DE
BACTERIAS

Paola Jazmin Valencia Chavez Maria Rico Martinez
Instituto Tecnoldgico Superior de Purisima del Rincon Instituto Tecnoldgico Superior de Abasolo
Blvd. Del Valle 2301, Guardarrayas, 36425, Gto Cuitzeo de 401 Cuitzeo de los Naranjos 36976, Los
rs18110611@purisima.tecnm.mx Naranjos, Abasolo, Gto

maria.rm@abasolo.tecnm.mx

Resumen —. El objetivo de esta investigacion fue demostrar el antagonismo que presenta Bacillus
subtilis frente a hongos fitopatégenos que afectan a los arboles de chirimoyo in vivo, para esto se
tomaron muestras de tierra, hojas y fruto de los &rboles seleccionados que presentaban sintomas de
antracnosis generada por hongos, posteriormente se trataron con caldo nutritivo inoculado con bacillus
spp y se diluyo en agua al 4.5%. La aplicacion de B. subtilis fue realizada en forma de riego
(Tratamiento 1- T1) y asperjado (T2) por triplicado, cada &rbol corresponde a un individuo.
Posteriormente se hizo toma de muestras, fueron analizadas en el laboratorio, donde se observd
limitacién del crecimiento 6ptimo de los hongos en las que tenian el tratamiento, concluyendo que es
una alternativa viable.

Palabras clave — Bacillus subtilis, hongos fitopatdgenos, chirimoyo, microorganismos.

Abstract — The objective of this research was to demonstrate the antagonism that Bacillus subtilis
presents against phytopathogenic fungi that enhance custard apple trees in vivo, for this soil, leaf and
fruit sample were taken from selected trees that present symptoms of anthracnose produced by fungi.
They were treated with nutrient broth inoculated with Bacillus subtilis and diluted in 4.5% water. The
application of B. subtilis was carried out in the from of irrigation (Treatment 1- T1) and sprinkled (T2)
in triplicate, each tree corresponding to an individual. Subsequently, samples were analyzed in the
laboratory, where the limitation of the optimal growth of the fungi in those that had the treatment was
reduced, concluding that it is a viable alternative.

Keywords — Bacillus subtilis, phytopathogenic fungi, chirimoya, microorganisms
. INTRODUCCION

La utilizacién de microorganismos en el control biolégico de patégenos es una alternativa
eficiente y ecolbgica, bacterias del género Bacillus presentan potencial debido a su
capacidad para ejercer actividad antagdnica mediante competencia, produccion de
antibiéticos y produccién de enzimas liticas[1]. Los microorganismos antagonistas tienen la
capacidad de ejercer un efecto de control sobre diversos patégenos y se han empleado
para controlar enfermedades en frutos y hortalizas. Bacillus subtilis presentan un alto grado
de tolerancia a factores ambientales y ha sido utilizado como biocontrol de muchos hongos
fitopatdgenos [2]. Teniendo por objetivo implementar bacterias Bacillus subtilis como un
factor antagonico frente a un hongo fitopatégeno que afecta a arboles de chirimoyo (Annona
cherimola) ubicados en la sierra de Pénjamo, buscando contrarrestar el problema agricola
gue esto conlleva, es decir, pérdida de cultivos y dafios ecolégicos que afectan el
ecosistema de la sierra 'y la economia de la poblacion.
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Il MARCO TEORICO

Entre las caracteristicas del género Bacillus destaca su crecimiento aerobio o en ocasiones
anaerobio facultativo, Gram positivas, morfologia bacilar, movilidad flagelar, y tamafo
variable (0.5 a 10 ym), su crecimiento 6ptimo ocurre a pH neutro, presentando un amplio
intervalo de temperaturas de crecimiento, aunque la mayoria de las especies son mesobfilas
(temperatura entre 30 y 45 °C), su diversidad metabdlica asociada a la promocién del
crecimiento vegetal y control de patégenos; ademas destaca su capacidad de producir
endosporas (ovales o cilindricas) como mecanismo de resistencia a diversos tipos de estrés
[3]. La produccién de enzimas involucradas en la degradacién de la pared celular de
agentes fitopatdbgenos es uno de los mecanismos de control biolégico mas reportados,
especialmente contra patdgenos de origen fangico, estas enzimas son responsables de la
degradaciéon de los principales polisacaridos que conforma la pared celular de hongos,
mediante la hidrolisis de sus enlaces glucosidicos [3]. Una de las principales plagas
fungosas en anona es la enfermedad antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) en
donde los frutos presentan pequefias manchas hundidas, necréticas, irregulares, de color
marrén oscuro. Un fruto con avanzado estado de antracnosis presenta fisuras que penetran
la pulpa, afectando por tanto la calidad de esta. También se pueden observar puntos negros
formando circulos concéntricos en las lesiones. Cuando el ataque de un insecto antecede
la entrada de antracnosis, generalmente el fruto queda momificado en el arbol [4].

M. MATERIALES Y METODOS

Previamente se obtuvo un cultivo de bacterias Bacillus subtilis proveniente de un cultivo de
maiz, el cual fue llevado al laboratorio en donde se hizo una identificacion molecular del
microorganismo. Para iniciar la presente investigacion, se hicieron siembras de Bacillus
subtilis en agar nutritivo, posteriormente se realizé la preparacion de reactivos para tincion
Gram (cristal violeta, safranina, Lugol y alcohol-acetona) con la finalidad de evitar
contaminacién y resultados erréneos. Las colonias obtenidas de la inoculacion en agar
fueron analizadas microscépica y macroscopicamente, de tal forma que se observo su
aspecto, consistencia, color, elevacion, bordes y su forma de bacillus. Para llevar un control,
cada caja fue rotulada segun el dia de inoculacién y lugar de la toma de muestra.

Identificacion de la enfermedad en los arboles de chirimoyo

Los arboles seleccionados de chirimoyo para ser sometidos al tratamiento con Bacillus
subtilis, fueron analizados a través de observacién de los sintomas presentes en las hojas,
tallos y frutos, haciendo una investigacion bibliografica de las similitudes de los dafios
generados por el hongo fitopatégeno se determind la infeccién por hongo Colletotrichum.

Preparacion del tratamiento a aplicar en arboles de chirimoyo infectados

La preparacion del medio se hizo en frascos con 300 ml de caldo nutritivo, posteriormente
se esterilizaron en autoclave a 121°C a 15 psi por 15 minutos, se dejaron enfriar hasta llegar
a temperatura ambiente. Una vez con temperatura ambiente, utilizando la campana de flujo
laminar y en condiciones estériles, se hizo la inoculacién de un solo frasco utilizado un
cultivo de Bacillus subtilis aislado previamente, tomando una colonia con la ayuda de un
asa se inocula el caldo nutritivo, prosiguiendo a dejar el frasco en incubacién a 35°C durante
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72 horas. Para realizar un conteo de la concentracion bacteriana en camara de Neubauer,
se hicieron diluciones de 1/10, 1/100 y 1/1000, tomando 1 ml de la solucion madre,
llevandolo a 9 ml de agua estéril, tomando 1 ml de esa solucion y llevandolo a nuevamente
a 9 ml de agua estéril y por ultimo se repitié lo mismo para la tltima dilucion, obteniendo la
concentracion de la dilucion 1/10. Posteriormente y repitiendo el procedimiento se hizo
inoculacién de los frascos restantes, 10 de ellos se pusieron en incubadora y 27 se dejaron
a temperatura ambiente, pudiendo observar mayor crecimiento de bacillus en los frascos

incubados. La férmula aplicada para el conteo de concentracién en la cAmara de Neubauer
#UFC Cuad 1000mm3 3
uadros mm xcrrnnl x FD (1)

fue:
# Cuadros™  L*xAxP cm3

Aplicacion del tratamiento y ensayos de muestras tomadas de los arboles

Se seleccionaron 7 arboles con separacién de 2 a 3 metros minimo, en la aplicacién del
tratamiento y conociendo la concentracion bacteriana en los frascos inoculados de 3.14x10°
8 UFC/ml, se tomaron 900mly se diluyo a un volumen final de 20L, esta dilucion fue aplicada
de la siguiente manera: tres arboles de los seleccionados fueron escarbados cerca de la
raiz y se aplicaron los 20L de la dilucin, se taparon con tierra y nuevamente se agrego la
mezcla. Otros tres arboles de los seleccionados fueron asperjados con rociadores,
aplicando solo en las hojas y ramas la mezcla preparada de igual forma. Y finalmente un
Gltimo arbol mezclo las 2 formas del tratamiento, con la finalidad de observar un mejor
resultado. De estos arboles se tomaron muestras antes y después de aplicar el tratamiento
con Bacillus subtilis, las muestras fueron de tierra cerca de las raices, fruto y hojas con
sintomatologia las cuales fueron llevadas al laboratorio, haciendo una separacion al colocar
las que no contenian ningln tratamiento en refrigeracion y las que habian sido tomadas
después del tratamiento se dejaron a temperatura ambiente. Para los ensayos con las
muestras de tierra se tom6 1 g con 9 ml de agua destilada, se mezcl6 hasta homogenizar y
se hicieron diluciones hasta 10, utilizando tubos Eppendorf con 900 pm de agua estéril y
tomando 100 pm de la muestra madre, con estas diluciones se hizo inoculacién en cajas
Petri con agar nutritivo (AN) y agar papa dextrosa (PDA) para obtener un crecimiento de
bacterias y hongos presentes en las muestras. Para el control se hizo rotulacién de acuerdo
con los arboles estudiados, si contenian B. subtilis y el medio en el que se sembraron. Cada
arbol fue identificado como: A1, Az, As, A4, As, As, de los cuales se obtuvieron muestras de:
suelo, hoja, agua y fruto. Las hojas y el fruto fueron esterilizadas superficialmente con cloro
al 3% durante 5 minutos, posteriormente se enjuagaban con agua estéril y se machacaba
en un tubo Eppendorf con 900 um de agua estéril, esto para que rompiera el tejido vegetal
y las bacterias u hongos que se encontraran en su interior pudieran salir, estas se llevaron
hasta 103 y se procedié a inocular en medio AN y PDA por medio de vaciado y posterior
extendiéndolo por un asa en L e incubando todo a 35°C.

V. RESULTADOS

En la Figura 1 se realizo la prueba de tincion de Gram para la identificacion de Bacillus
subtilis, observando una coloracion violeta, indicando que lo observado microscopicamente
tiene presencia de bacilos Gram positivos y confirmando que el cultivo cuenta con las
caracteristicas morfoldgicas del Bacillus subtilis.
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Fig. 1. A Cultivo de
Bacillus subtilis analizado B) Prueba de tincién de Gram para identificar presencia de B.
subtilis.

Fig. 2 A) Caldo inoculado con cultivo de Bacillus subtilis, observandose un precipitado propio
de la bacteria. B) Camara de Neubauer al microscopio, observandose los microorganismos
para su conteo y cuantificacion con la ecuacion 1, obteniendo como resultado -3.14x108
UFC/ml.

En la siembra en medio AN y PDA de las muestras de agua que fueron tomadas de la sierra,
presentaron optimo crecimiento de diversos microorganismos como lo fue la presencia de
bacterias de la familia Bacillus spp, las cuales fueron identificadas a través de formas
bacilares y siendo Gram positivas lo cual evita la hipétesis de que podria alterar el
tratamiento empleado. En la figura 3 se puede observar un crecimiento del hongo
fitopatdgeno mas 6ptimo cuando no hay aplicacién del tratamiento con Bacillus subtilis y
cuando si lo hay, confirmando la actividad antifingica de estas bacterias que limitan el
crecimiento del hongo.

El tratamiento tiene un mejor funcionamiento al aplicarse en ciclos, tratdndose al tercer dia
de la primera aplicacion, posteriormente al dia 7 de la segunda aplicacion. Los resultados
en las hojas y frutos fueron similares, observando una mayor esporulacion en las cajas con
muestras que no fueron tratadas con Bacillus spp.
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Fig. 3 A) Crecimiento de hongos en muestra de suelo sin tratamiento de Bacillus subtilis.

B) menor crecimiento en muestra con tratamiento

A través de la observacién de los sintomas y con diversas consultas bibliogréaficas, se
encontré presencia de la enfermedad antracnosis en los arboles de chirimoyo, la cual
genera puntos de necrosis (manchas negras o marrones) y contorno de clorosis (contorno
amarillento) como pudo observarse en la figura 5a y 5b, estos sintomas se presentan por
la infeccion del hongo fitopatégeno que dafia los cultivos e impide la maduracion del fruto.
No obstante, en la segunda toma de muestras se observl una disminucion de los sintomas
en los arboles de chirimoyo, notdndose una decoloracion en las manchas vistas la primera
vez como se observa en la figura 5c.

Fig. 2. A) Hojas de chirimoyo con sintomas de antracnosis. B) fruto de chirimoyo con
sintomas de antracnosis

V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

En el presente estudio se hicieron aplicaciones de un tratamiento de Bacillus spp por su
actividad antifangica en arboles de chirimoyo de la Sierra de Pénjamo, Guanajuato,
presentando un antagonismo con hongos fitopatdgenos que provocan la putrefaccion de
los frutos. Las muestras tomadas posteriormente de la aplicacion del tratamiento fueron
sometidas a pruebas in vitro que mostraron una limitacion del crecimiento 6ptimo de los
diversos hongos crecientes en comparacion con las muestras tomadas sin tratamiento,
siendo esto confirmado en un articulo publicados en la revista Mycrobiology [5], en el cual
se demostré la actividad antagbnica entre hongos fitopatbgenos y Bacillus subtilis,
mostrando inhibicion del crecimiento de diversos patdgenos asi como cambios en su
morfologia como dafio, ruptura, distorsiones y morfologia anormal en comparacion al
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control, sugiriendo que los antibiéticos bacterianos producidos por la cepa de Bacillus
subtilis podrian ser responsables de la inhibicion del crecimiento del patégeno, de total
forma que apoyan la hip6tesis de presentan antagonismo frente al hongo fitopatégeno,
sirviendo como un limitante del crecimiento optimo de los hongos por la accion coordinada
de enzimas hidroliticas y lipopeptidos antifingicos. [5] En este sentido, el tratamiento de
Bacillus subtilis podria representar una alternativa de biocontrol contra hongos que dafian
los arboles de chirimoyo, siendo necesario realizar mas pruebas en campo e in vitro para
confirmar que los resultados son repetibles y confiables.

VL. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El objetivo de esta investigacion pudo cumplirse satisfactoriamente al lograr observar el
antagonismo que provoca Bacillus subtilis frente a hongos fitopatdgenos a través de
pruebas realizadas en el laboratorio, siendo de gran importancia aumentar el interés en
biofungicidas para el control de hongos que dafan los ecosistemas de climas tropicales, al
ser una alternativa que en comparacién con los productos quimicos tiene muchas mas
ventajas y ayuda a la preservacién de la biodiversidad, apoyando la hipétesis de lograr un
control con Bacillus subtilis. No obstante, es necesario que se realicen mas estudios para
reforzar los resultados obtenidos, haciendo pruebas in vitro con plantas de chirimoyo de
control e infectadas para tener un manejo de las variables que puedan interferir, también es
importante realizar més aplicaciones del tratamiento en los arboles infectados y ver mejoria
en los frutos cuando estos ya estén en una etapa de maduracion ya que este estudio fue
realizado cuando los frutos estaban verdes y el hongo no ha provocado su putrefaccion.

VII. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

Expreso mi agradecimiento a las personas encargadas de organizar el 24° verano de la
ciencia que hacen posible estas oportunidades, al Instituto Tecnoldgico Superior de Abasolo
por abrir las puestas de sus instalaciones y permitir mi estancia en el verano, un especial
agradecimiento a la maestra Maria Rico Martinez por darme la oportunidad de colaboracion
en su maravilloso trabajo de investigacion y por el apoyo y conocimiento brindado a cada
momento de mi estancia, y a los compafieros con quienes estuve colaborando e
investigando este proyecto.
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EVALUACION DEL CONTENIDO FENOLICO Y ESTABILIDAD EN
EL TIEMPO DE UN PROTOTIPO DE BEBIDA A BASE DE JUGO

Aguilar Medina Tessa Ximena
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Resumen —Saccharum Officinarum es un cultivo con gran versatilidad, por ello se llevo a el desarrollo
de bebida refrescante, nutritiva, 100% natural, y que brinde efectos funcionales. Se realizaron pruebas
fisicoquimicas, caracterizacion cualitativa de compuestos fendlicos y determinacién de carga
microbiana. Los resultados fisicoquimicos muestran un contenido de humedad (81%), sélidos disueltos
(24° Bx), pH (5.05 a 4.9) y acidez (0.10 a 0.081 mg/100 mL &cido citrico), el analisis cualitativo
demostro la presencia de fenoles totales, antocianinas, flavonoides, cumarinas, quinonas. La presencia
de compuestos fendlicos demuestra su valor nutricional, asi mismo la calidad del jugo de cafia de
azucar depende directamente de la materia prima, del tratamiento y manipulacién antes, durante y
después de su entrada al molino de extraccién, lo que repercute directamente en sus propiedades
fisicoquimicas y microbioldgicas.

Palabras clave — Jugo de cafia, Bebida funcionales, Vida (til de alimentos.

Abstract — Saccharum Officinarum is a crop with great versatility, which is why it led to the
development of a refreshing, nutritious, 100% natural drink that provides functional effects.
Physicochemical tests, qualitative characterization of phenolic compounds and determination of
microbial load were carried out. The physicochemical results show a moisture content (81%),
dissolved solids (24° Bx), pH (5.05 to 4.9) and acidity (0.10 to 0.081 mg/100 mL citric acid), the
qualitative analysis showed the presence of total phenols, anthocyanidins, flavonoids, coumarins,
quinones. The presence of phenolic compounds demonstrates its nutritional value, likewise the quality
of sugar cane juice depends directly on the raw material, treatment and handling before, during and
after entering the extraction, which directly affects its physicochemical and microbiological properties.

Keywords — Cane juice, functional beverage, Shelf life of foods.

. INTRODUCCION

El consumo de productos naturales que se caractericen por ser sanos, nutritivos y que de
forma paralela ayuden a la reduccion de enfermedades cronico-degenerativas, es aqui
donde aparecen las llamadas Bebidas Funcionales que ofrecen un beneficio a la salud del
consumidor. Los alimentos funcionales son aquellos destinados a ser consumidos como
parte de la dieta normal y que contienen componentes biolégicamente activos que ofrecen
el potencial de mejorar la salud o reducir el riesgo de enfermedades; (R. Kaavya, 2018)

De aqui surge la necesidad de la empresa CeroMaya S.A.P.I de C.V. de buscar una
alternativa para ampliar sus productos y mejor la calidad de los mismo, con la finalidad de
posicionarse y ser competitivos dentro del mercado de las bebidas funcionales, por ello ha
implementado la extraccion 4.0 y desarrollado una bebida a base de jugo de cafia de azlcar
obtenido a través del Molino Exprimidor de Agave de Alta Eficiencia.
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La empresa Cero Maya S.A.P.l. de C.V especializada en el disefio y construccion de
magquinaria industrial para la transformacion y conservacion de productos alimenticios, ha
desarrollado una bebida a base de jugo de cafia de azucar, sin embargo, la empresa no
cuenta con el equipo, reactivos y personal capacitado en procesos e inocuidad alimentaria,
esto marcé un inicio para la vinculacion con el TecNM Campus Purisima del Rincdn.

1. MARCO TEORICO (OPCIONAL)

El jugo de cafia de azucar es una importante bebida natural para la salud en los paises
subtropicales y tropicales. India es el segundo mayor productor de cafia de aztcar después
de Brasil. El tallo de la cafia de azlcar consta de una corteza exterior de células de paredes
gruesas que encierran tejido parenquimatoso mas blando y haces vasculares; la corteza y
los haces vasculares constituyen la porcion fibrosa; y el parénquima constituye la médula
(R. Kaavya, 2018)

Las células del parénquima contienen un jugo rico en azlcar y se rompen con facilidad; el
liguido de alta pureza de estas células aparece por primera vez cuando se tritura
inicialmente el tallo de la cafia. La gran cantidad de jugo se puede encontrar en los haces
vasculares relativamente resistentes que transportan nutrientes entre las raices y las hojas
de la planta; sin embargo, este jugo es diluido y de baja pureza y composicion variable
(Blackburn, 1984)

II. MATERIALES Y METODOS

A. Fisicoquimico
1)pH y grados brix

Las mediciones de pH del jugo se llevaron a cabo en diferentes tiempos, por triplicado, con
un electrodo marca HANNA.

El Brix es una medida de la cantidad de sélidos disueltos que hay en un liquido. Un grado
Brix es un gramo de sacarosa en 100 gramos de solucion.

Las mediciones de grados Brix se llevaron a cabo por triplicado con un refractometro

2)Acidez titulable

Se llevé a cabo una disolucién de la muestra de jugo de cafia en donde se consideré tener
una razén 1:10, las diluciones se modificaban dependiendo de la disponibilidad del jugo y
posterior se afiadieron 5 gotas de fenolftaleina; esta muestra se llevo a titulacion con NaOH
0.1 N hasta alcanzar un viraje color amarillo o rosa, los mililitros de NaOH fueron registrados
para el posterior analisis mediante la siguiente formula:

(1)

V x NxmE
Acidez g% = Tq x 100
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En donde:

V= mL de NaOH gastados.

N= normalidad de la solucién NaOH
m= cantidad de muestra pesada

mEg= miliequivalente (correspondiente al &cido citrico 0.064 g)
B. Microbiolégico
1) Mohos y levadura

La preparacion de las muestras para su posterior andlisis microbiolégico fue necesaria
esterilizacion; se utilizé el criterio de preparar disoluciones del jugo a 10°, 104, 1073, 107,
10! y un concentrado, disoluciones preparadas de esta manera contemplando el posterior
conteo en placa.

Se determinar el nUmero de mohos y levaduras viables presentes en productos destinados
al consumo humano por medio de la cuenta en placa, en donde el medio de cultivo
necesario para el procedimiento fue agar papa- dextrosa. Se colocaron por duplicado en
cajas Petri 1 ml de la muestra liquida y sus respectivas disoluciones, posterior se vertieron
de 15 a 20 ml de agar papa dextrosa acidificado manteniéndolo a 45°C tomando en cuenta
gue en el momento que es vertido el medio de cultivo no se deben exceder 20 minutos, se
mezclo cuidadosamente haciendo movimientos de ocho sobre una superficie lisa, se dejé
gue el medio solidificara en una superficie horizontal fria, se invirtieron las cajas y fueron
colocadas en incubadora a 25°C, para el posterior andlisis de resultados fue necesario el
conteo en placa después de 3 y 5 dias de incubacion, seleccionando aquellas placas que
contuvieran entre 10 y 150 colonias.

2) Coliformes totales

Se inoculan 5 tubos previamente preparados con 6 ml de caldo lauril sulfato con triple de
su concentracion , se le colocan 6 ml del jugo de cafa de azucar , incubandolos a 37°C
durante 24-48 horas, se siembran con asa bacteriolégica los tubos positivos en donde se
encuentre presencia de gas, en caldo lactosa verde brillante bilis 2% y en caldo EC, cada
tubo de caldo contiene 10 ml , los tubos inoculados en caldo lactosa verde brillante se
incuban a 37°C por 24-48 horas ,a diferencia de los que contienen EC se inoculan a 45°C
por 24-48 horas , se realiza la lectura de los tubos positivos en tablas teniendo el NMP de
coliformes totales en 100 ml de muestra, si hay tubos con presencia de gas (positivos) en
caldo EC , se realiza la inoculacién por estriado en placa de Agar EMB para la busqueda
de Escherichia coli y en Agar Salmonella Shigella ,todos los tubos a utilizar contienen
campanas Durham para observar la presencia de gas.
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3) Mesofilos

La preparacion de las muestras para su posterior analisis microbiolégico fue necesaria
esterilizacion; se utilizé el criterio de preparar disoluciones del jugo a 10°, 104, 103, 102,
10! y un concentrado, disoluciones preparadas de esta manera contemplando el posterior
conteo en placa.

Se determinar el nUmero de mohos y levaduras viables presentes en productos destinados
al consumo humano por medio de la cuenta en placa, en donde el medio de cultivo
necesario para el procedimiento fue método estandar. Se colocaron por duplicado en cajas
Petri 1 ml de la muestra liquida y sus respectivas disoluciones, posterior se vertieron de 15
a 20 ml de agar método estandar manteniéndolo a 45°C tomando en cuenta que en el
momento que es vertido el medio de cultivo no se deben exceder 20 minutos, se mezclé
cuidadosamente haciendo movimientos de ocho sobre una superficie lisa, se dejé que el
medio solidificara en una superficie horizontal fria, se invirtieron las cajas y fueron colocadas
en incubadora a 37°C, para el posterior andlisis de resultados fue necesario el conteo en
placa después de 24-48 dias de incubacion, seleccionando aquellas placas que contuvieran
entre 10 y 150 colonias.

C. Andlisis cualitativo de compuestos fitoquimicos

Para la identificacion de compuestos fitoquimicos presentes en el jugo se determinaron por
medio de la estimacion del color; para llevar a cabo este analisis fue necesario hacer
disoluciones de las muestras del jugo a 12°Bx.

V. RESULTADOS

A. Fisicoquimico

1) pH y grados brix

Tabla 1. Datos obtenidos de pH

5.1
=49
4.8
0 1 2 3 4 5 6
Dias

Las mediciones de grados Brix se llevaron a cabo por triplicado con un refractometro

Tabla 2. Datos obtenidos de grados Brix

1 Promedio des.est 3 Promedio | des.est 5 Promedio | des.est
Muestra 1 23 239 24
Muestra 2 235 24 24
Muestra 3 24 235 05 24 23.9666667 | 0.05773503 24 24 0
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2) Acidez titulable

Se realizaron diferentes disoluciones de la muestra de jugo de cafia para asi tener un
triplicado, en concentracion 10:90 v/v jugo de cafia y agua.

Acidez g%
0.15
—
1S I T
go1 ¢ —
=
£ 0.05
(o))
= )
0 2 4 6
Dias

Fig. 1. Porcentaje de acidez

B. Microbiolégico
Tabla 3. Resultados obtenidos de hongos y levaduras y mesdéfilos

Hongos y levaduras UFC/ml Meso6filos UFC/mI
1 6500 1120
3 12 700 1300
5 14000 Incontable

Tabla 4.Resultados de coliformes totales

"
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Tabla 5.Andlisis fitoquimico

Andlisis fitoquimico

Pruebas Resultados
Alcaloides Negativo
Flavonoides Positivo
Antocianinas Positivo
Quinonas Positivo
Cumarinas Positivo
Antocianidinas Positivo
Fenoles totales Positivo

V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

Las propiedades funcionales del jugo de cafa estan conformadas con una serie de
compuestos que tienen y que dan lugar al color caracteristico de la cafia esto por la
presencia de clorofila y compuestos fendlicos encargados de darles la actividad
antioxidante y biolégica. Se presenta como alternativa el consumo de jugo de cafia para
aumentar la ingesta de polifenoles o de compuestos antioxidantes, esas propiedades estan
relacionadas con la capacidad de eliminacion de radicales libres, eliminar la peroxidacion
de algunos lipidos y con efectos profilactico para algunas resistencias de infecciones virales
0 bacterianas que permite de cierta manera experimental considerar como un alimento
funcional.

Dada a la cantidad de carbohidratos que tiene el jugo es el sustrato perfecto para desarrollar
el metabolismo propio del crecimiento de bacterias, la reduccion de los azucares
provocaran la disminucion de pH lo que ocasionara una mayor produccion de bacterias en
un tiempo determinado, ya que contaran con un ambiente éptimo para su produccion, esto
nos permite detectar como indicador que las buenas practicas sanitarias, se deben tomar
en cuenta para obtener un producto inocuo, ya que al parecer la materia prima no se esta
tratando con los parametros adecuados.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La calidad del jugo de cafia de azlUcar depende directamente de la materia prima, del
tratamiento y manipulacion antes, durante y después de su entrada al molino de extraccién,
lo que repercute directamente en sus propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas.

Se detecta la presencia de compuestos fendlicos a los cuales se le puede atribuir
propiedades antioxidantes, sin embargo, tienden ser susceptibles a ser oxidados
impidiendo la catalisis de reaccion antioxidantes.

Utilizar jugo de cafia fresco para la caracterizacion fisicoquimica del jugo de cafa para que
los resultados sean los idoneos al momento de realizar los analisis correspondientes.
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Para facilitar el desarrollo e implementacion de las Buenas Practicas de Manufactura se
recomienda la realizacion de taller en el cual se refuerce la importancia de la sanidad de los
alimentos.

VIl. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)
Este proyecto es posible gracias al financiamiento de la convocatoria Mentefactura, sub-
modalidad Ciencia Productiva 2022 del estado de Guanajuato.

Asimismo, agradecemos el apoyo permanente del TecNM Campus Purisima del Rincén y
la empresa CeroMaya S.A.P.l. de C.V. al proporcionar el Molino Exprimidor de Agave de
Alta Eficiencia para la obtencién del jugo de cafia.
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Resumen — En este proyecto se analizaron muestras de sangre de équidos expuestos a
garrapatas. Para la deteccion molecular de los agentes etioldgicos de la piroplasmosis equina
gue son Babesia caballi y Theileria equi. Se extrajo el DNA utilizando un kit comercial y se
utilizé un protocolo de nPCR. Se logré estandarizar la nPCR para las dos especies pues se
obtuvieron amplicones en las muestras de los controles positivos para B. caballi y T.equi pero
no se observé amplificacién en las muestras de caballos usadas como controles negativos.
Estos resultados permitirdn implementar estas pruebas moleculares en futuras
investigaciones.

Palabras clave — Piproplasmosis equina, nPCR, Extraccion de DNA, Babesia caballi, Theileria equi.

Abstract — In this project, blood samples from equids exposed to ticks were analyzed. For
the molecular detection of the etiological agents of equine piroplasmosis which are Babesia
caballi and Theileria equi. DNA was extracted using a commercial kit and an nPCR prototail
was used. Standardized nPCR was achieved for the two species as amplicons were obtained
in the positive control samples for B. caballi and T. equi but no amplification was observed
in the horse samples used as negative controls. These results will allow the implementation
of these molecular tests in future research.

Keywords — Equine piroplasmosis, nPCR, DNA extraction, Babesia caballi, Theileria equi.

I.  INTRODUCCION

La piroplasmosis equina es una enfermedad transmitida por garrapatas ixddidas que afecta
a los équidos dentro de los cuales se incluyen los asnos, mulas, cebras y caballos. Los
agentes etioldgicos de esta enfermedad son Theileria equi y Babesia caballi dos
hemoparésitos intracelulares del Phylum Apicomplexa (Rothschild, 2013). Los signos
clinicos desarrollados por estos dos protozoarios son muy similares entre los que se
encuentran la fiebre, pérdida del apetito, anorexia, taquicardia, esplenomegalia, anemia
hemolitica e ictericia. Los animales infectados que se logran recuperar de la infeccién aguda
permanecen persistentemente infectados convirtiéndose en reservorios de la enfermedad
(Scoles & Ueti, 2015). Debido a que los porcentajes de parasitemia son tan bajos en estos
animales es dificil realizar un diagndstico por métodos tradicionales como lo es la
identificacion por microscopia con frotis tefiidos con tincion de Giemsa. Sin embargo, son
Gtiles otras técnicas con mayor sensibilidad como la ELISA (Cantu-Martinez et al., 2012) o
métodos moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Organizacion Mundial
de Sanidad Animal, 2022).
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El objetivo de este trabajo fue obtener muestras de équidos expuestos a garrapatas y
estandarizar la reaccién en cadena de la polimerasa anidada (nPCR) para la deteccion
molecular de Babesia caballi y Theileria equi.

ll. MATERIALES Y METODOS
A. Extraccién de DNA de sangre con DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN)

Materiales

* Viales estériles de 2 ml

*  Viales estériles de 1,5 ml

* Columnas DNeasy Mini Spin

*  Micropipetas: 20, 100, 200 y 1.000 pl
* Puntas estériles para pipetas de 20, 100, 200 y 1.000 pl
» Gradilla para viales de 1,5 ml

* Guantes de latex o de nitrilo

*  Crondmetro

» Frascos de descarte

*  Tubos colectores

»  Papel absorbente

Reactivos

» Buffer ATL (buffer de lisis)

* Proteinasa K (15 mg/ml)

» Buffer AL (solucién amortiguadora con sal caotropica)
» Etanol 100 %

+  Buffer AW1 (buffer de lavado)

»  Buffer AW2 (buffer de lavado)

» Buffer AE (buffer de elucion)

Se realizaron extracciones de DNA de tres muestras distintas de sangre con EDTA que
estaban congeladas desde el 2018.

Protocolo para la extraccion de DNA con Dneasy Blood & Tissue kit (QIAGEN) para
muestras de sangre.

1. Se colocaron 20ul de proteinasa K en el fondo de un tubo de 1.5 ml.

Se agregaron 100ul de muestra de sangre anticogulada.

Se ajustd volumen con PBS (estéril) a 220ul (100ul de PBS).

Se afadieron 200ul de buffer AL y se mezcl6 en vortex hasta homogenizar.
Se incubaron 10 min. a 56°C.

Se agregaron 200ul de etanol °B y se mezcl6 en vortex.

Se carg0 la muestra en una columna y se ensamblé a un tubo colector.

© N Ok WD

Se centrifugaron a 8000rpm durante 1 min.
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9. Con cuidado se descarto el liquido del tubo colector y se ensamblé la columna.
10. Se afadieron 500ul de buffer Aw1.

11. Se centrifugaron a 8000rpm durante 1 min.

12. Se descart6 el liquido del tubo colector y se ensamblé la columna
13. Se afiadieron 500ul de buffer Aw2.

14. Se centrifugaron 3 min. a 13,000 rpm.

15. Se descarté el liquido y el tubo.

16. Se colocé la columna en un tubo de 1.5ml.

17. Se agregaron 200ul de buffer AE

18. Se incubd 5 min. a temperatura ambiente.

19. Se centrifugaron a 8000rpm durante 1 min.

20. Se almacenaron a -20°C.

Posteriormente se comprobo la integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa al
1% en solucion buffer de corrida TAE. Se realizé a un voltaje constante de 80 volt/cm
durante 40 min, se utilizé6 como indicador de peso molecular 1Kb. Para su visualizacién se
realiz6 en el ChemiDoc de BioRad.

B. PCR anidada

- Equipo
e Termociclador
«  Vortex

*  Micropipetas de 2, 20, 100 y 200 pl

* Microcentrifuga

* Fotodocumentador

- Material

e Guantes desechables de latex, vinil o nitrilo
*  Tubos para PCR

* Puntas para micropipetas

« Hielo
* Gradilla
- Reactivos

*  Muestra de ADN que contenga la region que se desea amplificar
» Buffer o solucién amortiguadora

*  Cloruro de Magnesio (MgCly)

»  Desoxirribonucle6tidos trifosfato (ANTPs)

» Taqg polimerasa

» Agua destilada o desionizada estéril
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La PCR anidada para B. caballi se baso en el protocolo descrito por Schwint et al. (2008)
del genrap 1. Los iniciadores fueron los siguientes:
Rap 1 iniciadores externos:
Forward: BcRapl-exF 5" -GATTACTTGTCGGCTGTGTCT-3';
Reverse: BcRapl-nestR 5'-CGCAAGTTCTCAATGTCAG-3

Los cuales amplifican un fragmento del nucleétido 165 al 778.

Rapl iniciadores internos:
Forward: BcRapl-intF 5"-GCTAAGTACCAACCGCTGA -3;
Reverse: BcRapl-nestR 5'-CGCAAGTTCTCAATGTCAG-3

Estos amplifican un fragmento de 222 pb. (Schwint, 2008, como fue citado en Salinas,
2017).

Para la reaccion externa se prepard un pul con un volumen de 96ul, utilizando 50ul de 1x
MyTaq Mix, 8ul de primer BcRapl-exF, 8ul de primer BcRapl-nestR y 30ul H,O °B (agua
grado biologia molecular). Posteriormente se alicuotaron en 7 tubos de 200ul, a cada tubo
se le agreg6 12ul del mix preparado, después a cinco tubos se les agreg6 .5ul de DNA de
distintas muestras, a un tubo se le agreg6 .5ul de H>O °B (control negativo) y a un tubo no
se le agregd muestra.

El protocolo de termociclado fue el siguiente:
95°C por 3 min
30 ciclos:
95°C por 20 seg
60°C por 20 seg
72°C por 10 seg
72°C por 5 min
10°C final

Para la reaccion interna (anidada) se prepar6 un pul de 96ul, utilizando 50ul de 1x MyTaq
Mix, 8ul de primer BcRapl-intF, 8ul de primer BcRapl-nestR y 30ul H,O °B. Posteriormente
se alicuotaron en 7 tubos de 200ul, a cada tubo se le agregd 12ul del mix preparado,
después a cinco tubos se le adicion6 .5ul de DNA procedentes de la reaccion externa, a un
tubo se le adicion6 .5ul del control negativo procedente de la reaccion externa y al ultimo
tubo se le agregé .5ul del mix procedente de la reaccién externa que no tenia ninguna
muestra.
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El protocolo de termociclado fue el siguiente:

95°C por 3 min

25 ciclos:
95°C por 20 seg
60°C por 20 seg
72°C por 10 seg

72°C por 5 min

10°C final

La resolucién de los fragmentos de la nPCR se realizé por electroforesis en gel de agarosa
al 1% en solucién buffer de corrida TAE. Se realizd a un voltaje constante de 50 volt/cm
durante 50 minutos, se utilizé como indicador de peso molecular 1Kb. Para la visualizacién
de los fragmentos se realiz6 en el ChemiDoc de BioRad.

C. Muestreo en campo

Equipo

Centrifuga

Pipetas de 1000yl

Material

Puntas para pipeta estériles

Tubos Vacutainer con EDTA y con activador de coagulacion
Agujas para tubos Vacutainer

Camisas para tubos Vacutainer

Tubos Eppendorf

Torundas de algodén con alcohol

Se realiz6 un muestreo en el municipio de Jalpan de Serra en el estado de Querétaro para
la obtencion se sangre completa, suero y garrapatas de caballos que estuvieran en libre
pastoreo o en contacto directo con el vector de B. caballi.

Dichas muestras se obtuvieron a través de puncion en la vena yugular.

Fig. 1. Toma de muestra
sanguinea por puncion de
vena yugular en equino
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Ill. RESULTADOS
A. Extraccion de DNA de sangre con Dneasy Blood & Tissue kit (QIAGEN)

La extraccion de DNA se realizé en tres muestras de sangre con EDTA que fueron tomadas
en 2018. Dichas muestras estaban etiquetadas de la siguiente manera: Muestra 1- T. equi.
Muestra 2- B. caballi. Muestra 3- 273754. Se respeté este orden para las muestras.

Las muestras que estaban etiquetadas con T. equi y B. caballi es porque cuando las
tomaron hicieron frotis y es lo que observaron, pero no realizaron ninguna prueba molecular
para confirmar.

Integridad de DNA del dia 07-07-2022

1 2 3

IN

=
|

L - - - -

Fig. 2. Carril 1 Marcador de peso molecular, carril 2
Muestra 1-1, carril 3 Muestra 2-1, carril 4 Muestra 3-1.

Las muestras se etiquetaron de esta manera para referirnos al 1 como el primer dia de
extraccion y 2 como el segundo dia.

Por la poca fragmentacion de las muestras 2 y 3, se decidi6 repetir la comprobacion de la
integridad y estos fueron los resultados:

L

1
LI |

i

Fig. 3. Carril 1 Marcador de peso molecular,
carril 2 Muestra 2-2, carril 3 Muestra 3-2.
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Con esta comprobacién de integridad se decidié hacer la nPCR, dando estos resultados:

1 2 3 45 6 7 8 9

R N TR e

— —-— e

mn

Fig. 4. Carril 1 Marcador de peso molecular, carril 2 Muestra 2-1, carril 3 Muestra 1-1, carril 4
Muestra 3-1, carril 5 Muestra 2-2, carril 6 Muestra 3-2, carril 7 Muestra sin DNA, carril 8 vacio,
carril 9 Muestra con H20 °B.

De las tres muestras que se manejaron la Muestra 1-1 fue positiva a la presencia de DNA
de T. equi, la muestra 2-1y 2-2 (es la misma muestra, solo diferente dia de extraccion de
DNA) fueron positivas al DNA de B. caballi, la muestra 3-1 y 3-2 (misma muestra, diferente
dia de extraccion de DNA) fue negativa. Los controles negativos no presentaron
contaminacion.

Estos resultados nos permitieron obtener nuevos controles positivos para estos agentes
etioldgicos y poder utilizarlos en siguientes investigaciones de dicha enfermedad.

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Dado que este trabajo fue realizado con muestras del afio 2018, no tenemos datos
completos de los animales muestreados, ni los lugares donde fueron tomadas las muestras,
por lo que no sabemos con exactitud que género y especie de garrapata fueron los
transmisores de dichas enfermedades.

Esta es una gran area de oportunidad ya que se deben considerar estudios sobre la
transmision de la enfermedad por los distintos géneros y especies de garrapatas que hay
presentes en el pais, ademas de conocer su prevalencia.

V. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

Agradezco por esta gran oportunidad al Dr. Juan Mosqueda por recibirme en esta breve
estancia en el Laboratorio de Inmunologia y Vacunas. Al Dr. Diego Hernandez por el apoyo
brindado en el laboratorio. A los tesistas Carlos Rivera y Mayra Becerra por asesorarme y
acompafiarme en esta estancia.
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ANALISIS DE FERTILIZANTE ORGANICOVERSUS QUIMICO
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Resumen

Para las ciencias agrarias son de gran utilidad los datos experimentales por mejorar el uso
de los recursos hidricos y algunos otros. El objetivo de este trabajo es disefiar la
comparacién de un fertilizante organico versus un inorganico o quimico, en el cultivo de
tomate o jitomate rojo se analizd el comportamiento del desarrollo y crecimiento de la
planta para evaluar el rendimiento de estos fertilizantes. Los resultados fundamentales es
gue no existe diferenciassignificativas al 95% de confianza entre el tratamiento y el testigo,
en las variables asociadasel desarrollo fisiolégico o crecimiento de la planta y si existe
diferencias significativas respectoa las variables de rendimiento.

Palabras clave: tomate, Organico, Quimico, Experimento

Experimental studies are very useful in the agricultural sciences. The main objective of the
study is to compare the use of organic fertilizer against chemical, in banana cultivation, to
analyze the behavior of physiological development or plant growth and yield of banana.
Normal,parametric and non-parametric tests were used. The fundamental results are that there
is no significant difference at 95% confidence between the treatment and the control, in the
associated variables the physiological development or growth of the plant and if there are
significant differences with respect to the performance variables Keywords:

Keywords tomatoe, Organic, Chemical, Experiment
|. INTRODUCCION

Bajo la 6ptica de la sustentabilidad y la ecologia se fundamenta el desarrollo del alimento
para lasubsistencia de la vida humana y no humana, garantizando la integridad de los
ecosistemas respetando su importancia y necesidad de conservarlos hoy llamado
“desarrollo sustentable”.

Este concepto se sustenta en dos dimensiones fundamentales, econémica de la
sustentabilidad, la cual trata de mantener el desarrollo econémico y el bienestar del ser
humano y social de la sustentabilidad, entendida esta como, los lazos indisolubles, la
estabilidad social y cultural del hombre. Dentro de los factores de mayor agresividad al
ecosistema se encuentran los fertilizantes donde el hombre estd en la blsqueda de
soluciones alternativas que garanticen una producciéon mas limpia. “La introduccién de
fertilizantes de origen organico resulta de suma importancia en los momentos actuales en
gue se dan pasos para cambiar la llamada agricultura moderna, por la agricultura biol6gica
0 agroecoldgica. El uso de abonos organicos constituye una practica comun enla
agricultura en varios paises del mundo, debido fundamentalmente al papel crucial que
estos cumplen en la nutricibn de los cultivos agricolas y su influencia en la actividad
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fisiologica de las plantas el desarrollo de un marco referencial que usa la
interdisciplinariedad para evaluar los sistemas socio ecoldgico. El uso de fertilizante
organico, vista desde sus dos dimensiones, es masque una moda 0 una exigencia
gubernamental, los seres humanos necesitan del cuidado del medio ambiente para poder
subsistir ante un mundo globalizado, donde las superproducciones, basadasen quimicos,
no garantizan la sustancia y existencia, en Ultima instancia, de la especie humana.

Il. MATERIALES Y METODOS

El experimento tuvo las siguientes caracteristicas:

1) Homogeneidad del suelo donde se realizé el experimento

2) Control de las variables: Altura de la planta, diametro de la planta, nimero de hojas y nimero
de hijos, en lo relacionado a desarrollo fisiolégico o crecimiento de la planta y peso del racimo,
namero de mano, nimero de dedos y medida del tallo asociado al rendimiento.

3) Se realizaron dos mediciones una llamada “tratamiento” y la otra “testigo” consistente en la
aplicacion de Fertipotasico: 300 gr/plantas, Fertihumico: 2 litros disueltos en 200 litros de agua por
hectarea y Muriato de Potasio: 200 gr/planta, Urea: 100gr/planta, respectivamente.

4) En ambas mediciones las plantas fueron seleccionadas al azar y existe homogeneidad de
varianza en las mismas.

5) Todas las mediciones fueron realizadas por un personal capacitado, lo que disminuye el sesgo
en la recogida de la informacidn

6) Tiene variable causa o independiente (tratamiento orgénico) y la variable efecto o dependiente
(testigo con quimicos), en ambas hipotesis.

Ill. RESULTADOS

Primer momento: variables asociadas al desarrollo fisiolégico de la planta o crecimiento.
En este tipo de estudio las variables son cuantitativas o de razén, donde uno de los
requisitos fundamentalespara la comparaciéon de medias, es cumplir que las variables
gue se estan analizando: altura de la planta, diametro de la planta, nimero de hojas,
namero de hijos, peso del racimo, nimero de manos,nimero de dedos y medida del tallo,
siguen una distribucién normal.
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TIPO DE
MEDICION ESTADISTICO gl seguimiento Diferencia
pendiente
TRATAMIENTO ALTURA DE LA 0.085 140 0.014
PLANTA
DIAMETRO EN 0.069 140 0.045
CENTIMETROS
DE LA PLANTA
NUMERO DE 0.148 140 0,002
HOJAS
NUMERO DEHIJOS 0.442 140 0,004
PORPLANTA
TESTIGO ALTURA DE LA 0.067 140 0.002
PLANTA
DIAMETRO EN 0.093 140 0.005
CENTIMETROS DE
LA PLANTA
NUMERO DE pendiente 140 pendiente
HOJAS
NUMERO DEHIJOS pendiente 140 pendiente
PORPLANTA

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este momento no se realiza el andlisis, de forma analoga al anterior, por las
caracteristicas del estudio, es decir, solo es objeto de estudio, el resultado final de la
produccion la cual no serealiza por meses. El resultado en la tabla, se interpreta en dos
pruebas, una, la asociada al test de crecimiento, donde todos los resultados coinciden con
gue existe homogeneidad de lasvarianzas, debido a que, todas las probabilidades asociadas
al estadigrafo, son mayores que 0,05. La segunda prueba, es el correspondiente a la
comparacion de medias para muestras independientes y los resultados tienen la misma
interpretacion, es decir, existe diferencias significativas entre las variables coligadas al
“tratamiento” y al “testigo”, pues todas las probabilidades asociadas al estadigrafo son
menores que 0,05. Donde este tipo de fertilizanteorgdnico muestra rendimientos y calidad
del producto, por encima de los fertilizantes quimicos.La hipétesis 2, se cumple si se tienen
en cuenta estos resultados, por lo que se puede afirmar con un nivel de 5% de significacion
gue el rendimiento del tratamiento es mejor que el del testigo.
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Resumen — En este trabajo se presenta la implementacion de diferentes métodos de
extraccion de material genético de hongos fitopatégenos, con el fin de obtener ARN de
calidad aceptable y de una concentracion considerable. Se siguieron dos métodos de
extraccion: TRI-Reagent y método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999),
resultando que el método de CTAB en comparacién con el método de TRI-Reagent se obtuvo
una extraccion de ARN con mayor concentracion. Si se requiere extraer material genético de
hongos fitopatdgenos en una concentracion aceptable el método de CTAB modificado por
Bekesviova et al (1999) es una opcion 6ptima.

Palabras clave — Extraccién, ARN, Electroforesis, calidad.

Abstract — This paper presents the implementation of different methods for extracting
genetic material from phytopathogenic fungi, in order to obtain RNA of acceptable quality
and of considerable concentration. Two extraction methods were followed: TRI-Reagent and
the CTAB method modified by Bekesviova et al (1999), resulting in the CTAB method
compared to the TRI-Reagent method, an RNA extraction with higher concentration was
obtained. If it is required to extract genetic material from phytopathogenic fungi in an
acceptable concentration, the CTAB method modified by Bekesviova et al (1999) is an
optimal option.

Keywords — Extraction, ARN, Electrophoresis, quality.
. INTRODUCCION

Los hongos fitopatégenos son un problema nacional que causan problemas econémicos,
puesto que estos dafian a los cultivos provocando dafos significativos y reduciendo la
cantidad de producto para su posterior venta. El uso de fungicidas quimicos es una de las
mejores opciones eficaces para el control de estos microorganismos, pero teniendo como
desventaja que estos fungicidas tienen un impacto ambiental considerable. El desarrollo de
fungicidas que sean de origen natural ha sido uno de los objetivos de los investigadores
nacionales en la actualidad.

El muérdago (Psittacanthus calyculatus) es una planta hemiparasita que crece y se
desarrolla sobre varias especies de arboles frutales y forestales en el centro y sur de México
[1]. Se ha determinado de manera experimental que la planta parasita del muérdago
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mexicano (P. calyculatus) contiene grupos funcionales que han presentado actividades
antimicrobianas [2]. Por lo que ha sido objeto de estudio para los investigadores del
Tecnoldgico de Purisima del Rincén, puesto que no se encontré algin documento el cual
se haya reportado la actividad antifingica de los extractos de P.calyculatus, por lo que se
abri6 una linea de investigacion, en donde obtuvo el extracto. Se experimentaron con
Fusarium spp y Colletotrichum gloeosporioides (aislados de un Vifiedo el Lobo en Purisima
del Rincén Gto) las muestras que se obtuvieron de estos hongos se cultivaron junto con los
extractos teniendo las siguientes muestras: Fusarium spp control +, Fusarium spp 20 %
acuoso, metanolico, Fusarium spp 10% acuoso, metanolico, Colletotrichum gloeosporioides
control +, Colletotrichum gloeosporioides 20% acuoso, metanolico, Colletotrichum
gloeosporioides 10% acuoso, metanolico (las muestras se inocularon en medios liquidos),
encontrando que este extracto influyo en que el crecimiento fuera menor. Es importante
tener un pretratamiento con la muestra, ya que la molécula del ARN es inestable por lo que
tiene que estar en condiciones especificas para que este en buenas condiciones.

En la bausqueda de una explicacibn méas concreta del porque es que este extracto puede
inhibir el desarrollo de las dos especies de hongos fitopatdgenos, se realizara la extraccion
de ARN, para la extraccion de esta molécula. Se tienen diferentes métodos; algunos de
ellos son: Método de TRI-Reagent, Método CTAB modificado por Bekesiova et al (1999),
Método de Terbutanol por da Silva et al (2003). Al menos un método de extraccion nos
permitird obtener material genético (ARN) de buena calidad, integro y de una concentracion
adecuada para poder utilizarlo evaluaciones futuras.

Il MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de la extraccion del ARN se dividié en dos etapas:
a) Pretratamiento de la muestra

Materiales:
* Morteros estériles y a -20°C
» Pistilos estériles y enfriados a -20°C
* Tubos eppendorf estériles y enfriados a -20°C
* Tubos Falcon de 50ml estériles y enfriados a -20°C
» Hielo seco
+ Espatulas estériles

Procedimiento:

Las muestras se sometieron a centrifugacion a -4°C, posteriormente se retiré el
sobrenadante, el precipitado se vertié en el mortero previamente esterilizado y enfriado con
hielo seco, se molid, cuando la muestra se observe que se encuentra como un polvo fino
se pasa a un tubo eppendorf y después se pasa a un tubo falcon estéril. Se resguardaron
con el hielo seco en un congelador a -20°C.
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b) Extraccion de ARN
Método de TRI-Reagent :

Materiales:

. Morteros estériles y enfriados a -20°C

. Pistilos estériles y enfriados a -20°C

. Micropipetas

. Puntas para micropipeta estériles y enfriadas a -20°C
. Tubos eppendorf estériles y enfriados a -20°C

. Gradilla para tubos eppendorf enfriada a -20°C

. Tubos falcon de 50ml estériles y enfriados a -20°C
Reactivos:

. Reactivo Trizol

. Cloroformo

. Alcohol Isopropanol

. Agua Estéril

Procedimiento:

El material fangico recolectado se molié6 hasta obtener un polvo fino con hielo seco, luego
se agregaron 2 ml de reactivo TRIzol (Invitrogen, Mulgrave, VIC, Australia) y la muestra se
moli6 méas hasta que la suspensién se habia descongelado. La muestra se dividié en dos
voliumenes iguales y se transfirié a 2 ml tubos Eppendorf. Después de 5 min de incubacién
en la habitacion temperatura (TA) se afiadieron 300 ul de cloroformo, el tubo se agit6
vigorosamente durante 15 s y se dej0 permanecer a temperatura ambiente durante 3
minutos. La muestra fue entonces centrifugada a 13.000 x g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante se transfirié a un limpio tubo Eppendorf de 1,5 mly el ARN se precipitd con
500 pl de isopropanol a -20 °C durante 2 horas 0 mas.

El ARN precipitado se recogi6é por centrifugacion a 13.000 x g durante 15 minutos a 4 °C,
el sedimento se lava con 1 ml de etanol al 75% enfriado con hielo y secado al aire
brevemente a temperatura ambiente. Los sedimentos de ARN se resuspendierén en 50 pl
de agua destilada estéril y los dos tubos duplicados combinados.

Método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999):
Materiales:

» Morteros estériles y enfriados a -20°C

» Pistilos estériles y enfriados a -20°C
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* Micropipetas

* Puntas para micropipeta estériles y enfriadas a -20°C
* Tubos eppendorf estériles y enfriados a -20°C

» Gradilla para tubos eppendorf enfriada a -20°C

* Tubos falcon de 50ml estériles y enfriados a -20°C
* Reactivos:

«  Tris(HCI) 1M, PH 8

« EDTAO0.5M, PH 8

*+ NaCl5M

+ Acetato de Sodio 3M, PH 5.5

+ Alfa-mercaptoetanol 2%

* Cloroformo

* Alcohol Isoamilico

+ LiClI10M

+ Etanol

Procedimiento:

El tampén de extraccion se prepard con 2% CTAB (m/v), 100mM Tris-HCI (pH 8.0), 2 M
NaCl. Se precalenté 1000ul de tampdn de extraccion a 65 °C, se vertié la muestra a un
mortero y se trituré la muestra, se le adiciona 100ul de a-mercaptoetanol se homogenizo
con la muestra, se transfiri6 a un tubo eppendorf y se agito vigorosamente. La extraccion
del lisado se realizé dos veces con volumenes iguales de cloroformo: alcohol isoamilico
24:1 . Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm por 10 min a4°Cy a la
fase acuosa obtenida se le agregd 0.25 vol, de LiCl 10 M y se mezcla por pipeteo. Para
precipitar el ARN, se incubaron las muestras toda la noche a -20°C. El precipitado se obtuvo
centrifugando a 10 000 rpm 20 min a 4°C y se resuspendio con agua destilada estéril. Para
precipitar nuevamente el ARN, se adiciono 0.1 vol de Acetato de Sodio (pH 5.2) y 2.5 vol
de etanol al 96% e incubaron a -20°C por mas de 30 min. Las muestras se centrifugaron a
10 000 rpm por 20 min a 4°C para obtener el precipitado, el cual se lavé con etanol al 70%
y se re-suspendié con 50 pl buffer TE. Las muestras se almacenaron a -20°C.

Electroforesis de las extracciones de ARN:

Se utilizo la técnica de electroforesis, en el cual se utiliz6 como tincion SYBR-Safe o RED-
SVV. Se uso el buffer TAE 1X. El gel se corrié por 60 min a 110 V.

Cuantificacion del ARN:

La espectroscopia UV-Vis esta basada en el proceso de absorcion de la radiacién
ultravioleta-visible (radiacion con longitud de onda comprendida entre los 160 y 780 nm) por
una molécula. La absorciéon de esta radiacién causa la promocién de un electrén a un estado
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excitado. Los electrones que se excitan al absorber radiacion de esta frecuencia son los
electrones de enlace de las moléculas [3].

Para la cuantificacion de la cantidad de ARN contenida en las muestras se us6 con
métodos espectroscopicos con un espectrofotbmetro de UV-Visible, se midieron
absorbancias con longitudes de onda de 230nm, 260nm y 280nm, usando como blanco
buffer TE.

La ecuacion por usar para poder reportar valores numéricos es:
mg mgARN

(1) o de ARN = (Abs 260 x Factor Dilucién x 40 - )

Para la calidad del ARN se tiene la tabla 1:

Tabla 1. Calidad del ARN

Ratio(longitudes de onda) @ Valor Pureza

260/280 2.0-2.2 ARN de pureza 6ptima
>1.7 ARN de pureza aceptable
<1.7 ARN contaminado con

compuestos aromaticos

lll. RESULTADOS

Con la finalidad de verificar que método era preciso para obtener material genético de las
muestras de los hongos fitopatdgenos. Debido al tiempo que se disponia se tuvo que elegir

un método para las posteriores extracciones de las otras muestras, se selecciond la muestra

gque se encontraba en mayor cantidad y se siguieron los métodos de extraccion

anteriormente mencionados. Obsérvese la figura 1, como se puede observar, se obtuvo por

el método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999) material genético(ARN) con
mayor concentracion en comparacion con el método TRI-Reagent, pero con una calidad
menor, por lo que se selecciono el método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999)

para posteriores extracciones, siguiendo rigurosamente los pasos marcados para obtener

ARN de calidad optima.

S
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Fig.1. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% con el material genético de la muestra:
Colletotrichum gloeosporioides Control +, extraidas por el método TRIZ-Reagent y método
CTAB modificado por Bekesviova et al (1999), marcador SYBER-Safe 100 BP.

Se obtuvo una electroforesis de resultados apreciables en la figura 2, donde se sometieron
las muestras con la técnica de CTAB a dos tipos diferentes de buffer de carga los cuales
muestran diferentes resultados ya que buffer de carga Red presenta muestras con una
mayor concentracion a diferencia buffer Blue, cabe mencionar que en el carril 2 y 4 donde
se utilizé el Red las muestras ademas de concentradas salen mas limpias, por lo que se
opto por utilizar el marcador Red en las posteriores electroforesis.

an|g Jopeaejy
an|g Jopeaew gy 19
pay Jopealew gy19

J

I [ pay Jopeasew gyLo

L

Fig.2 Electroforesis de las extracciones con CTAB utilizando dos buffer de carga diferentes blue y RED
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Para un mejor analisis, se dividieron las imagenes de los geles obtenidos por electroforesis
por cada muestra de los diferentes hongos fitopatdgenos en los que se trabajaron. Para las
muestras de Colletotrichum gloeosporioides se obtuvo las siguientes corridas de geles por

electroforesis apreciables en la figura 3.

%02 21109
[013u09 8jj09
V%02 8jj09
W%01 8)j09
oY%01 91109
9Y%02 21109
N%0¢ @110
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D ()]
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Fig.3. Electroforesis en gel de todas las muestras de material genético(ARN) de
C.gloeosporioides extraidas por el CTAB modificado por Bekesviova et al (1999),

marcador RED-SVV.

Al igual para las muestras de Fusarium spp se siguié el mismo tratamiento que para las
muestras de Colletotrichum gloeosporioides obteniendo la figura 4.

V%01 esnq
V%02 esny
W%0L esny

[0J3u0D esnd
2y%0¢ esnd -
9Y%0g esnd
%01 esnd
Fusa 20%M
Fusa 10%M

Fig.4. Electroforesis en gel de todas las muestras de material genético(ARN) de Fusarium
spp extraidas por el CTAB modificado por Bekesviova et al (1999), tincion gel RED-SVV.

Como se puede apreciar tanto en las figuras 3, 4, al usar el método de CTAB modificado
por Bekesviova et al (1999), al observar las bandas que se encuentran en el gel de algunas
muestras se pueden afirmar que se tiene un contenido considerable de ARN, por el contrario
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a la calidad en algunas muestras se pueden observar que ademas se tienen presente en
poca concentracidn proteinas y también en poca concentracién ADN.

Asimismo se puede observar que algunas bandas del gel para las muestras de los dos
hongos fitopatégenos usados, se aprecia que la molécula de ARN se degrado, esto se debi6
a diversos factores, como lo fue la repentina suspensién de suministro eléctrico para la
institucion, ocasionando que las muestras que se encontraban en refrigeracion se fueran
descongelando, en consecuencia a esto las muestras de ARN sufrieron una degradacion
por lo que al momento de realizar la técnica de electroforesis no se puede apreciar alguna
banda de algunas muestras.

Para poder afirmar que las muestras de material genético(ARN) extraidas de los hongos
fitopatdgenos son de calidad 6ptima para utilizarlos en evaluaciones futuras, se requiere de
cuantificar la concentracion y reportar que las muestras tienen la calidad que se requiera.

Por lo que con el método de espectroscopia por UV-Visible se tomaron las absorbancias a
las longitudes de onda de 230nm, 260nm y 280nm obteniendo los valores de la tabla 1.

Tabla 2. Absorbancias en el espectro de las diluciones con las muestras controles de Colle
y fusarium

A B C
NO Index Mode |260nm 280nm 230nm
1 7|Abs 048702)  0.28473]  0.36476
2 7|Abs 0.1609% 0.1584  0.27226
3 7|Abs 0.13949|  0.01054)  0.16531

Tabla 3. Datos obtenidos por la aplicacion de la ecuacion 1, ademas de seguir las
indicaciones de la tabla 1.

MUESTRA #1 #
CTAB CTAB
pl de Muestra 2 2
pl de H20 1998 1998
ul/celda 2000 2000
CONCENTRACION DE ARN 9345.44 pg/ml 3215.980 pg/ml
cauoa ot ann [N S e S

Al observar los datos de la tabla 3, para la muestra #1(Colle control) tiene una calidad
aceptable de ARN y esta en una gran concentracion, la muestra #2(Fusarium control) la
calidad del ARN es baja, ya que esta contaminada de algunos compuestos aromaticos,
ademdas de que su concentracion es baja.
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Pese a los resultados y las figuras obtenidas, el método de CTAB modificado por
Bekesviova et al (1999) es eficaz para poder extraer material de genético en una
concentracion considerable, por el otro lado no se puede confirmar acerca de la calidad de
este, puesto que el equipo con el que se iba a trabajar presento algunas fallas por lo que
no se pudo determinar la calidad de todas las muestras.

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Dado los resultados obtenidos tanto en los geles como la cuantificacién de la cantidad
de ARN que esta presente en las muestras tratadas, el método de CTAB modificado por
Bekesviova et al (1999) es una opcion viable para la extraccion de material genético para
hongos fitopatdgenos, solo hay que seguir afinemente la metodologia para poder obtener
buenos resultados, lamentablemente no se pudo reportar resultados sobre la calidad que
ofrece este método, ya que se experimentaron varios eventos que no estaban a nuestro
alcance para solucionarlos de una manera eficiente. Un trabajo como este puede atribuir a
realizar posteriores evaluaciones de los mecanismos de accién de estos fitopatogenos dado
a que la inhibicién que ejerceré el extracto del muérdago sobre ellos produce un estrés lo
cual la extraccion de ARN podria ser pauta a investigaciones sobre las vias de inhibicion,
comprobando mediante la expresidén de genes.
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Resumen —EI objetivo de este trabajo es explorar las percepciones acerca de la seguridad
alimentaria y su relacion con las oportunidades y riesgos de las nuevas tecnologias y el
consumo de insectos. Para ello, nos basamos en la encuesta del “Eurobarémetro especial de
seguridad alimentaria”. La mayoria de los encuestados mostraron tener un conocimiento
mediano de la importancia de la seguridad alimenticia, pero, la cuestion econémica es un
factor muy importante e influyente a la hora de decidir qué alimentos consumir. La aceptacion
de nuevas tecnologias es baja y alta para el consumo de insectos como alimento.

Palabras clave — nuevas tecnologias, seguridad alimentaria, consumo de insectos

Abstract — In this work of study of citizens' perception of food with new technologies, we
explore the perspectives of people about the new implementation of these methods, we base
ourselves on the survey of the "Special Eurobarometer of food security” and above all we
present about the safety that food should have; Through surveys we were able to analyze the
data, thus significantly obtaining the opinions and choices of all the people, and based on
that, we were able to offer a criterion and visualize a solution.

Keywords — New technologies, perspectives, food security, insect feeding
I. INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas que enfrenta la humanidad -antes y después de la pandemia-
es la crisis de los sistemas agroalimentarios. Un sintoma de esta crisis es el hambre en el
mundo. De acuerdo con un reciente informe sobre seguridad alimentaria y nutricion
publicado por la FAO (Organizacion para la Agricultura y la Alimentacién de las Naciones
Unidas), el nimero de personas afectadas por el hambre en todo el mundo aumenté
alcanz6 los 828 millones en 2021, un aumento de unos 46 millones desde 2020 y de 150
millones desde el estallido de la pandemia de COVID-19 lo que significa el incumplimiento
de los Objetivos de Desarrollo Sostenible establecidos en 2015 (1).

La crisis de los sistemas agroalimentarios se expresa de distintas formas, uno de ellos tiene
gue ver con la cuestidon de la inocuidad alimentaria, que significa asegurarse de que los
alimentos que se comercializan no causen dafio al consumidor, garantiza la maxima
seguridad posible de los alimentos, desde la produccién al consumo (1, 2, 3). Otra tiene
gue ver con el concepto de seguridad alimentaria, que se refiere a que la poblacion tenga
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en todo momento acceso fisico y econdmico a alimentos saludables (1, 2, 3). La tercera es
la cuestion de la soberania alimentaria que significa no solo pensar en tener acceso alimentos
sanos y nutritivos, sino pensar que es un derecho de las poblaciones a decidir qué producir, cémo
producir y para quién producir, de acuerdo con su cultura y territorio (3).

Como puede verse, los problemas de la produccién alimenticia estan articulados por una
dimension central: el papel de la ciencia y la tecnologia. Algunos gobiernos y empresas
plantean como opcion para resolver los problemas mantenerse por la via de las nuevas
tecnologias a partir de la biotecnologia, la nanotecnologia, la agricultura 4.0 y el uso de
agroquimicos. Otra via la inclusion de la produccién de insectos como fuente alimenticia
para animales y personas.

Para conocer qué ideas se tienen de estas soluciones, el objetivo de este trabajo es explorar
las percepciones de las personas acerca de la seguridad alimentaria y su relacion con las
oportunidades y riesgos de las nuevas tecnologias y el consumo de insectos.

I MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion es de tipo exploratorio, descriptiva y cuantitativa. Para alcanzar
el objetivo planteado, se llevé a cabo una encuesta con 14 preguntas aplicada a personas
mayores de 18 afios sin un perfil definido, por medio de la plataforma Google Forms del 04
de julio al 28 de julio. El instrumento se formulé con base en la encuesta “Eurobarémetro
especial de seguridad alimentaria” elaborada por la Comisién Europea en 2019 disponible
en: https://www.efsa.europa.eu/es/corporate/pub/eurobarometerl9, a la que se agregaron
otras preguntas para conocer la percepcion de los encuestados acerca de las aplicaciones
de la nanotecnologia a la alimentacion y el tema del consumo de insectos.

Se enviaron 30 invitaciones, que a su vez fueron compartidas por estos mismos para crear
una difusién, se estima un aproximado de 150 invitaciones finales, de las cuales se
recibieron N=143 respuestas.

Il ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacién, presentamos los principales resultados del levantamiento de la encuesta,
comenzando por las caracteristicas sociodemograficas: El 72% de los encuestados reside
en Aguascalientes, consecutivamente sigue Ciudad de México y Sinaloa con el 7% de cada
uno, después San Luis Potosi y Ecuador. El 64% de los encuestados son mujeres y 35%
hombres, una persona selecciond “prefiero no decirlo”. La mayoria de los encuestados 74%
tienen un rango de edad entre 15 a 25 afios y 9% son mayores de 26 afios. En cuanto al
nivel educativo, el 75% de las personas mencion6 tener grado universitario, seguido de
grado posgrado y preparatoria con 12%. Finalmente, sobre la ocupacion, resulto que la
mayoria de las personas que contestaron la encuesta son estudiantes, consecutivamente
empleados, después empresarios, autoempleo, jubilado.
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La primera pregunta con base al tema principal incluy6 saber qué factores toman en cuenta
los entrevistados al momento de comprar y elegir sus alimentos (Véase Fig. 1).

De los seis factores que se dieron como opcion, los encuestados tenian que elegir al menos
tres elementos. En este sentido tenemos que el costo (82,5%) es el factor mas relevante
para todas las personas, consecutivamente se interesan también por el sabor (69,9%), la
inocuidad del alimento (62,9%) y el contenido de nutrientes (58%). En menor proporcién se
encuentra la ética y otras creencias como religion, bienestar animal, preocupaciones
ambientales, etc. (14,7%), finalmente y el tipo de tecnologia utilizada en alguna etapa del
proceso de produccion (biotecnologia, nanotecnologia) (2,8%).

De donde viene la comida

Costo

Inocuidad o salubridad de los a...
Sabor

Contenido de nutrientes (vitami...
Tipo de tecnologia utilizada en...
Etica y creencias (ej. religion, b...
Nada, solo que eran minimo 3

calidad

No tengo otro
0 25 50 75 100 125

Fig. 1 Respuestas a la pregunta: ¢Cuales de las siguientes opciones son las mas
importantes al momento de comprar algun alimento?

Posteriormente, con el objetivo de explorar qué tan informados estan los entrevistados
respecto a temas de seguridad y riesgo de los alimentos, se pidi6 que eligieran uno de
guince temas que se les presentaron. Los resultados fueron del mas comdn al menos
escuchado: los aditivos, como colorantes, conservadores o saborizantes (92,3%);
ingredientes genéticamente modificados en alimentos y bebidas (82,5%); higiene
alimenticia (71,3%); reacciones alérgicas (67,1%); residuos de antibidticos, hormonas o
esteroides en la carne (64,3%); en empate se encuentra la intoxicacién alimentaria por
bacterias (60,8%) y los residuos de plaguicidas en los alimentos (60,8%), enfermedades
encontradas en animales (58,7%); restos de materiales que se encuentran en contacto con
los alimentos (plastico, aluminio, presente en los envases) (54,5%); micro plasticos en los
alimentos (49%); mohos venenosos en cultivos alimentarios o forrajeros (25,9%); uso de
nanomateriales o nanotecnologia en agricultura, alimentos y empaques (22,4%), un
encuestado indico no saber cual tema elegir.

Con la finalidad de conocer la opinion de los entrevistados acerca de la complejidad de
evaluar la seguridad y riesgos de los alimentos, la encuesta solicitdé a los encuestados que
eligieran tres de doce afirmaciones con las que estuvieran de acuerdo. La afirmacion con
mas personas de acuerdo fue “Existen regulaciones para garantizar que los alimentos que
consume sean seguros” (72,7%), después, “Hoy en dia los productos alimenticios estan
llenos de sustancias nocivas” (44,1%) y la tercera con mas coincidencias de acuerdo es
“Para decidir qué tan riesgoso podria ser comer algo, los organismos internacionales
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confian en los cientificos para que brinden asesoramiento experto” (43,4%); la afirmacién
que reunié menos acuerdos fue “Puede evaluar los riesgos de inocuidad de los alimentos
por si mismo y no necesita la ayuda de otros” (9,8%).

Preocupacién o percepcion de riegos en los alimentos.

En cuanto a la medicion de riesgos, se elabord una pregunta sobre la preocupacién de las
personas con base a quince temas y se solicitd que seleccionaran los tres de mas
importancia (Véase Fig 2). El tema que mas le preocupa a los encuestados en relacién con
sus alimentos son los residuos de antibidticos, hormonas o esteroides que pudiera tener la
carne (56,6%); después la intoxicacion alimentaria por bacterias (53,1%),
consecutivamente la higiene alimenticia (47,6%), estos tres temas son los que mas les
preocupan a las personas cuando se trata de los alimentos que ingieren; después de estos
se presentan las enfermedades encontradas en animales (46,9%), los residuos de
plaguicidas en los alimentos (46,2%), los ingredientes genéticamente modificados en
alimentos y bebidas (43,4%), los aditivos como colorantes, conservadores o0 saborizantes
(35,7%), microplasticos en los alimentos (32,9%), rastros de materiales que entran en
contacto con alimentos (gj. plastico o aluminio presente en los envases) (31,5%),
enfermedades de las plantas en los cultivos (28%); y los temas que menos ha oido hablar
la gente son sobre los mohos venenosos en cultivos alimentarios y forrajeros (23,8%), las
reacciones alérgicas (18,2%) y el uso de nanomateriales o nanotecnologia en la agricultura,
alimentos y empaques (9,8%).
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Fig. 2 Cual de los siguientes temas le preocupa mas cuando se trata de alimentos. Los
residuos de antibiéticos, hormonas o esteroides en la carne es la respuesta mas comun.

Confianza en las fuentes de informacion sobre riesgos alimentarios.

Para conocer este tema se preguntd sobre las principales fuentes de informacién sobre
riesgos alimentarios. Se brindaron tres opciones y los encuestados brindaron informacion
sobre otros medios. Los resultados fueron los siguientes: Los medios de comunicacién que
se dividen en: tradicionales (TV, revistas, periddico, radio) (18,9%) e internet/redes sociales
(Instagram, Facebook, Twitter, Tik Tok) (59,4%), eventos organizados por universidades o
centros de investigacion (14,7%) y se dio la opcidén de especificar otros medios; entre los
cuales mencionaron: investigadores, redes alimentarias, publicaciones cientificas, personal

Pégina56



24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

de la salud, noticias de internet con fuentes confiables, doctores dedicados a la industria de
los alimentos.

Enseguida se pidié que mencionaran hasta qué punto confian en las fuentes de informacién
gue tratan a las siguientes tecnologias: biotecnologia agricola; nanomateriales en la
agricultura y la alimentacién; agricultura 4.0 o de precision. Los resultados se presentan en
la Fig. 3.

Il Confia totalmente [l Tiende a confiar Tiende a NO confiar [l No confia en absoluto [l No sé

60
40

20

Biotecnologia Agricola Nanomateriales en la Agricultura y la Agricultura 4.0 o de precisién
alimentacion

Fig. 3 Grados de confianza en las fuentes de informacion

Por dltimo, se pidid la opinibn en dos cuestiones, la primera sobre el nivel de
conocimiento en México sobre los riesgos alimenticios: la mayoria de las respuestas fueron
gue es muy limitado (45,5%) y consecutivamente a este es muy limitado (39,2%), muy
pocas personas opinaron que es adecuado (14,7%) y muy adecuado (0,7%).La segunda
cuestion es saber la opinion de estos encuestados con base al planteamiento de promover
0 no el consumo de insectos como parte de la politica alimentaria, considerando que los
insectos son una fuente muy rica de proteinas y minerales. La respuesta general de las
personas fue de aceptacion, que estarian de acuerdo, les pareceria bien, les interesa el
tema y les gustaria saber mas acerca de ello; hubo muy pocas respuestas negativas
indicando simplemente que les daria asco, que son insalubres y que no estan de acuerdo.
La mayoria de las respuestas negativas son por parte de mujeres de entre 15 y 25 afios,
universitarias estudiantes, dos de rango de edad 48 a 58 afios con educacion universitaria
y siendo empleadas, y una mujer de entre 59-69 afios con posgrado y ocupacion empleada;
por parte de los hombres solo se obtuvieron dos respuestas negativas, una de un hombre
de 48 a 58 afios con escolaridad hasta secundaria y ocupacion jubilado y el otro, de entre
15-25 afios siendo estudiante universitario.

IV. CONCLUSIONES

Dados los datos obtenidos podemos evaluar que la mayoria de los encuestados tiene una
nocién o un conocimiento sobre la importancia de la seguridad alimenticia, pero, la cuestion
econdmica es un factor muy importante e influyente a la hora de decidir qué alimentos
consumir o simplemente saber cdmo fueron estos fabricados. Cuando se tiene que quedar
con una idea sobre esto es que todos estan de acuerdo en que los alimentos antes de ser
consumidos pasan por un estandar de calidad, sin embargo, estos a veces son pasados

o
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por alto o simplemente hacen que el precio del consumo sea elevado, una insalubridad
alimentaria puede causar severos dafos para nosotros; siendo asi que, aunque las
personas estan de acuerdo en que aun asi hay un cierto riesgo en lo que consumen pueden
seguir adquiriendo sus alimentos. En general, las personas tienen un desconocimiento
sobre las alternativas que se podrian implementar para tener una agricultura sustentable y
por lo tanto menos riesgo de virus, bacterias, hongos y plaguicidas etc., debe comenzarse
por ese lado instruyendo a la gente, brindandoles mas informacion sobre las nuevas
tecnologias; es necesario aprender a descartar la informacion sesgada o falsa de redes
sociales y tenerse en cuenta todas las otras fuentes de mejor procedencia para poder tener
informacién mas precisa y correcta la hora de divulgar o ensefiar. Son pocas las personas
gue tienden a confiar en las nuevas tecnologias integradas a los alimentos, aunque en ese
aspecto muchas personas se limitaron a responder “no sé”, es un reto para los cientificos y
comunicadores de la ciencia lograr que todas las personas adquieran conocimiento sobre
estas nuevas tecnologias, pero como consumidores tenemos que aprender a elegir mejor
nuestros alimentos. Es un hecho que la agronanotecnologia debera seguir buscando su
aceptacion para poder contribuir al medio ambiente, de igual manera las personas
respondieron bien hacia el nuevo implemento de la posibilidad de adquirir insectos como
una nueva y viable proteina del futuro.

V. RECONOCIMIENTOS O AGRADECIMIENTOS

Se agradece a las instituciones organizadoras del Verano de la Ciencia Region Centro
edicion 2022; de igual manera agradezco a El Colegio de San Luis y a la Universidad
Auténoma de Aguascalientes por el apoyo otorgado para la realizacion de la investigacion;
también agradezco mucho a la doctora Ménica Anzaldo por motivarme en temas nuevos
para miy crear un nuevo interés.

REFERENCIAS
[1] FAO, IFAD, UNICEF, WFP and WHO. 2022. In Brief to The State of Food Security and Nutrition

in the World 2022. Repurposing food and agricultural policies to make healthy diets more affordable.
Rome, FAO. https://doi.org/10.4060/cc0640en

[2] BSG institute. (s.f.). Seguridad Alimentaria o Inocuidad Alimentaria. 26/07/22, de BSG Sitio web:
https://bsginstitute.com/bs-campus/blog/Seguridad-Alimentaria-o-inocuidad-Alimentaria-70

[3] Edelman, Marc. 2016. Estudios agrarios criticos: tierras, semillas, soberania alimentaria y
derechos de las y los campesinos / Marc Edelman.1.2 ed. Quito: Editorial IAEN.

Pa’gina58


https://doi.org/10.4060/cc0640en
https://bsginstitute.com/bs-campus/blog/Seguridad-Alimentaria-o-inocuidad-Alimentaria-70

24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.
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Resumen — EI objetivo de este trabajo fue revalorizar el residuo generado por la industria
cervecera como un nuevo ingrediente rico en fibra y proteinas para el desarrollo de un nuevo
producto, por tal motivo se buscé un producto altamente consumible por el publico,
mayormente en nifios, llegando a la conclusion de realizar gomitas con bagazo de cerveza,
aplicando la metodologia basica de elaboracion de golosinas gelificadas para ello se realizd
una adecuacion del bagazo y posterior una sustitucion de la glucosa de la formulacién para
la incorporacion del bagazo. Las golosinas gelificadas se caracterizaron en diferentes
parametros como: proteina, color, pH, textura, entre otros, asi mismo se realizara un analisis
sensorial con un panel integrado por nifios, para poder identificar que tan aceptable es el
producto.

Palabras clave — Bagazo, Residuo, Gomitas.

Abstract — The objective of this work was to revalue the residue generated by the beer
industry as a new ingredient rich in fiber and protein for the development of a new product,
for this reason a highly consumable product was sought for the public, mostly in children,
reaching the conclusion of making gummies with beer bagasse, applying the basic
methodology of elaboration of gelled candies for it was made an adaptation of the bagasse
and later a substitution of the glucose of the formulation for the incorporation of bagasse.
The gelled candies were characterized in different parameters such as: protein, color, pH,
texture, among others, as well as a sensory analysis with a panel composed of children, to
identify how acceptable, the product is.

Keywords — Bagasse, Residue, Gummies

.  INTRODUCCION

Un subproducto es un producto secundario ademas del principal en un proceso de
elaboracion o fabricacion, el cual no se aprovecha de manera eficiente afectando al medio
ambiente o bien a la economia de la industria, generando pérdidas y no ganancias al no
saber aprovechar estos recursos, sin duda alguna el aprovechamiento de subproductos
representa una tematica que es altamente promisoria donde se ven grandes avances
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importantes y es adoptada por muchas empresas de alimentos que se encuentran
comprometidas con la disminucion de pérdidas de subproductos. El primer paso para
reducir el impacto de la generacion de residuos es minimizar su generacion dentro de las
posibilidades técnicas y econ6micas en cada caso, con las evidentes precauciones y
cumpliendo con todos los estdndares sanitarios exigidos el bagazo de cerveza ha
comenzado a utilizarse como materia prima para la elaboracién de algunos alimentos
destinados al consumo humano, debido que la cerveza se presenta como una de las
bebidas mas consumidas a nivel mundial, lo que genera una gran produccién, produccion
gue genera residuos fijos donde uno de ellos es el bagazo, actualmente el destino mas
comun dado a este subproducto es su disposicién para la alimentacién animal a pesar de
ser una fuente de fibra y alto contenido en proteina. La valorizacion de estos residuos
representa una estrategia competitiva que abre la puerta a nuevas posibilidades de
negocios, debido a la creciente de alimentos funcionales. [1,2]

El bagazo de cerveza es el subproducto mas abundante en la industria cervecera,
representando el 85% del total de los residuos generados, el gran volumen generado de
este subproducto, sus componentes y su bajo costo lo convierten en un recurso de gran
potencial para ser reciclado, el bagazo de cerveza es un material lignocelulésico que
consiste en el pericarpio de la cascara y capa de la cubierta que cubre el grano de la cebada
original, sus principales componentes son la fibra, proteina y lignina. La fibra puede
constituir aproximadamente la mitad de la composicién del bagazo en peso seco, mientras
tanto las proteinas pueden constituir hasta el 30%, este alto contenido en fibra y proteina
hace que el bagazo de cerveza sea una materia prima sumamente interesante para una
gran variedad de aplicaciones, por tal caso en este trabajo se busca utilizar el bagazo como
materia prima para desarrollar una golosina tipo gomita utilizando la formula clasica, pero
incorporando el bagazo, para poder encontrar una aplicacion rentable de este subproducto.

3]
Il. MARCO TEORICO

Los productos de confiteria son aquellos que, por definicibn, estan elaborados
principalmente con glucosa, sacarosa, fructuosa o combinaciones de estos y se agrupan
en: caramelos, gomas y jalea, malvaviscos, gomas de mascar y chocolate. Entre los
productos de confiteria las gomitas se encuentran en segundo lugar en ventas debido a la
gran cantidad de sabores, texturas y formas distintas que estas poseen. Las gomitas son
confites, golosinas o caramelos masticables blandos o suaves que se elaboran con un
agente gelificante que les proporciona una textura elastica y gomosa a través de la mezcla
de diversas materias primas como; grenetina, glucosa, pulpa o jugo de fruta, sacarosa,
aditivos alimentarios permitidos por la normatividad oficial mexicana como son saborizantes
naturales o sintéticos, colorantes, conservadores, gelificantes, edulcorantes, espesantes,
entre otros. [4]

. MATERIALES Y METODOS

D. Preparacion del gabazo
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Se peso el bagazo, enseguida fue llevado a un homogeneizador durante 15 minutos para
su molienda, terminado el proceso se pasé a una segunda molienda en una licuadora
osterizer con la finalidad de obtener un polvo més fino, al término se tamizo utilizando tres
tamices: N.° 50 (0.300 mm), N.° 60 (0.250 mm) y N.° 80 (0.180 mm), para poder identificar
gue polvo es el mas adecuado para la preparacion de las gomitas.

E. Preparacion de las gomitas

Se prepararon gomitas con dos diferentes concentraciones de acido citrico, la muestra 1
con el 50 % de acido citrico y la muestra 2 con el 25 % de &cido citrico, con una reduccion
del 6% en sacarosa para incorporar el gabazo y se elaboré un control con la formulacién
original, para la preparacion se opté por utilizar el polvo obtenido en el tamiz N.° 80 (0.180
mm), el proceso de elaboracion consta de 5 etapas: hidratacion de la grenetina: Se hidrata
la grenetina con la cantidad de agua (1) que se encuentra a temperatura ambiente y se deja
reposar durante 30 min. (Tabla 1). Preparaciéon del jarabe: la sacarosa junto con el agua
(2), se disuelve hasta llegar a 70°C, llegando a la temperatura se agrega la glucosa, se
calienta hasta llegar a 84° Brix, se deja enfriar a 100°C, al llegar a la temperatura se agrega
la grenetina hidratada, se mezcla perfectamente hasta tener una mezcla homogénea, se
agrega el acido diluido con agua en una proporcién 1:1, por ultimo, se agrega el bagazo y
se mezcla. (Tabla 1). Moldeo: la mezcla se deposita en un embudo y se vierte en bandejas
de almidén preparado con azlcar glass en una proporcion 50:50, impresos con la figura
deseada, en este caso de forma circular, la funcién que tienen es eliminar la humedad de
la gomita para ayudar en la gelificacién y hacer que tengan una forma definida. (Figura 1)

Tabla 1. Formulaciéon gomitas con bagazo (100 gr)

Ingredientes (gr) Muestra 1 Muestra 2
Grenetina 5.80 5.80

Agua (1) 11.60 11.60
Agua (2) 10.26 10.26
Sacarosa (refinada) 25.71 25.71
Glucosa 37.47 37.74
Acido citrico 0.64 0.426
Agua dilucién de acido citrico 0.64 0.426
Polvo (80) 6 6
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Fig. 1. Moldeo de gomitas en cama de almidén a) control, b) Muestral 50% A.C., ¢)
Muestra2 25% A.C.

El secado se realiza después de verter la mezcla esta debera ser cubierta con almidén, lo
cual ayudara a eliminar humedad y a la formacion del gel, se debera dejar secar por 24h a
una temperatura entre 26 a 30 °C. (Figura 2). El desmolde se realizd6 después de 24 h, a
las gomitas se les retiro el exceso de almidén con la ayuda de un cepillo o una brocha
(Figur v

Fig. 2. Secado de gomitas cubiertas de almidén a) control, b) Muestral 50% A.C., ¢)
Muestra2 25% A.C.

c)
Fig. 3. Desmolde de las gomitas a) control, b) Muestral 50% A.C., c) Muestra2 25% A.C

F. Determinaciones
Andlisis de Proteina

Para el andlisis de proteina se pesaron .200 gr de cada muestra por triplicado, se utilizé un
determinador de proteina y nitrégeno FP-528 (LECO).

Analisis de textura
Para evaluar la textura de las gomitas se utilizé un texturometro (texturalab/ ta.xt plus textura
analyser), en el cual se colocé la gomita en la base, para evaluar la elasticidad y firmeza,

utilizando un plato de compresién p/75 (75 mm), se analizaron 16 gomitas de cada muestra.

Evaluacién sensorial

Un panel de 50 nifios con edades comprendidas entre 6 y 12 afios de edad fueron
encuestados para determinar su grado de satisfaccion sobre el producto en una escala no
estructurada (Figura 4). Los nifios encestados indicaron el nivel de agrado o desagrado

g
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marcando en la escala su opinion, la variable respuesta fue el nivel de satisfaccion de las

OO

gomitas.

Me gusta

mucho

Me gusta poco

Fig. 4. Escala para evaluacién sensorial

IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tabla 3. Proteina de gomitas

N1 me gusta
me disgusta

Me disgusta un

poco

Me disgusta
mucho

Muestra %proteina %nitrégeno promedio Desviacion
Control 5.8393 0.9343
Control 5.9417 0.9507 5.9040 0.056310686
Control 5.9311 0.9490
Muestra 50% 6.9384 1.110
A.C.
6.8323 0.092864471
Muestra 50% 6.7658 1.083
A.C.
Muestra 50% 6.7927 1.087
A.C.
Muestra 25% 8.3310 1.333
A.C.
8.2693 0.076447193
Muestra 25% 8.2932 1.327
A.C.
8.1838 1.309
Muestra 25%
A.C.

En la tabla 3 se puede observar que la muestra que contiene mayor nivel de proteina es la
muestra 2 la cual contiene bagazo y el 25% de acido citrico, con un promedio de 8.2693,
estando 1.437 arriba de la muestra 1 que contiene 50% de &cido citrico y bagazo y 2.3653
de la muestra control, con lo cual podemos observar que el bagazo brinda un nivel alto de
proteina a las gomitas.

S
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Tabla 4. Textura de gomitas GMIA y GMT

Muestra Fuerza del gel N Firmeza N Elasticidad %
Promedio S. D Promedio Promedio  S.D.
S.D.
Control 2.09 0.54 0.88 0.09 63.83 1.71
Muestra 1 4.26 0.84 0.97 0.77 405.07 427.87
Muestra 2 6.46 0.78 0.11 0.01 1155.29 112.53

En la tabla 4 podemos observar que existen variaciones en las distintas muestras, teniendo
gue la muestra que pose mayor fuerza y elasticidad es la muestra 2 con 25% de acido
citrico, teniendo un promedio de 6.46 en fuerza y 1155.20 en elasticidad, pero en firmeza
se observa que la muestra 1 que posee el 50% de acido citrico, cuenta con mayor firmeza
gue las deméas muestras, teniendo un promedio de 0.97.

Evaluacion Sensorial

color

30

25

20

15

11

5

elasticidad 0 (] sabor

apariencia

e==control muestra 1 50% A.C. muestra 2 25% A.C.

Fig. 4. Nivel de aceptacion de las gomitas en sus diferentes aspectos

Como se observa las gomitas que tienen una mayor aceptacion son las de la muestra uno,
gue contienen el gabazo y la mitad de acido citrico, sobresaliendo en todos los aspectos,
mientras que la muestra dos es la menos aceptada por los nifios, la cual posea gabazo y
un tercio del acido citrico, solo podemos notar que en color las muestras dos y uno no
cuentan con alguna diferencia, haciendo notar que los atributos evaluados son: color, sabor,
apariencia y elasticidad.

Observando los resultados se puede ver que la muestra 1 (50% A.C.) cumple el objetivo de
este trabajo siendo aceptado por el publico al que se encuentra dirigido, haciendo notar que
se debe trabajar para mejorar el atractivo visual de la gomita, puesto que el color no es tan
llamativo como el de la muestra control, comparando las gomitas elaboradas con gabazo a
las tradicionales, se puede notar que son muy parecidas en tanto textura y elasticidad, lo
gue indica que al agregar el gabazo no afecta esas propiedades, en cambio se realizan
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cambios favorables ya que se le agrega un valor proteico lo cual lo convierte en un producto
rentable y acepto para su consumo.

V. CONCLUSIONES

Se desarrollo una golosina tipo “gomita” con una reduccion en azucar del 6 % y acido citrico
del 50%, y agregando un 6 % de gabazo de cerveza, con un sabor, elasticidad y textura
aceptables, cuyo nivel de agrado de los nifios fue alto, logrando asi el objetivo deseado en
este trabajo, encontrando una aplicacion rentable para este subproducto.
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Resumen: Actualmente la nanotecnologia es una excelente opcién para mejorar la calidad
nutricional en cultivos, productividad de ganado, proteccion de plantas y la mejora de calidad de
semillas, ya que al funcionar como nano-fertilizante y nano-pesticidas, ofrece una alternativa a
practicas agricolas sostenibles con menos insumos, técnicas seguras, asi como el contrarresto de
problemas ocasionados a las semillas como el envejecimiento e infecciones por organismos
patégenos, que en general, es relativamente poco explorado y con muchos aspectos sin resolver. En
el presente estudio se evalud el impacto en el desarrollo nutrimental y crecimiento de la planta de
Salvia hispanica L. al ser tratada con nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) y didxido de titanio
dopadas con oro (Au-TiOy).

Palabras clave: Nanoparticulas, pretratamiento de semillas, antioxidantes.

Abstract: Currently, nanotechnology is an excellent option to improve the nutritional quality of
crops, livestock productivity, plant protection and the improvement of seed quality, since by working
as nano-fertilizer and nano-pesticides, it offers an alternative to sustainable agricultural practices.
with less inputs, safe techniques, as well as the counteracting of problems caused to the seeds such
as aging and infections by pathogenic organisms, which in general, is relatively little explored and
with many unresolved aspects. In the present study, the impact on the nutritional development and
growth of the Salvia hispanica L. plant when treated with titanium dioxide (TiO2) and gold-doped
titanium dioxide (Au-TiO2) nanoparticles was evaluated.

Key words: Nanoparticles, seed pretreatment, antioxidants.

I. INTRODUCCION

La inclusion de nanoaditivos ha llamado mucho la atencion debido a los efectos positivos
gue ha tenido el afiadirlos a productos farmacéuticos, cosméticos, de energia y agricultura.
Sin embargo, la toxicidad que puede implicar a la salud humana y otros efectos biolégicos
también son de considerar. A pesar del gran progreso que recientemente se ha visto en el
desarrollo de nanoparticulas (NPs), a la par de los estudios positivos, otros cuantos estudios
han demostrado los efectos de su toxicidad en organismos, sin embargo, pocos reportes
prueban a profundidad dichos efectos respecto a plantas. [1]

Las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) han tenido una inmensa aplicacién en
productos de belleza, como bloqueadores solares, en productos antibacteriales y para
descomposicion de materia organica en agua residual, entre otros. Existen estudios que
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han demostrado que la adicion de nanoparticulas de TiO, a semillas mejoran su
conservacion, dureza, resistencia al agua e inclusive otorgan propiedades antimicrobianas.

2].

Chia (Salvia hispanica L.) es una planta originaria de México y Guatemala la cual ha sido
parte de la alimentacion humana por aproximadamente 5,500 afios, desde donde se ha
utilizado como alimento, parte de medicinas, cosméticos y parte de rituales religiosos en
sociedades precolombianas. [3] En general, la semilla de Chia es ampliamente utilizada
debido al enorme potencial nutricional y terapéutico que contiene. La semilla de chia se
compone de proteinas (15-25 %), grasas (30-33 %), carbohidratos (26 a 41 %), alto
contenido de fibra dietética (18 a 30 %), cenizas (4 a 5 %), minerales, vitaminas y materia
seca (90 a 93 %). También contiene una gran cantidad de antioxidantes. [4]

Los antioxidantes son compuestos que disminuyen o detienen la oxidacion de otras
moléculas debido a su capacidad de inhibir reacciones de oxidacion en cadena. ABTS y
DPPH son procedimientos espectrofotométricos que ayudan a determinar la capacidad
antioxidante en extractos de plantas, semillas de alimentos, entre otras sustancias. Al
mezclar los radicales (ABTS y DPPH) con soluciones antioxidantes ocurre una ‘formacion
reversa’ de antioxidantes, donde se toman iones de la solucién y esto es observado por una
descoloracién de los radicales, siendo originalmente violeta oscuro (DPPH) y azul verdoso
(ABTS) y cambiando a una tonalidad amarillenta y verdosa, respectivamente. [5]

El reactivo ABTS se utiliza en su forma oxidada con persulfato de potasio (K2S20s) y se
reduce en presencia de antioxidantes. [6] DPPH (a, a-diphenyl-B-picrylhydrazyl) es un
radical libre, el cual acepta electrones o radicales H+ en antioxidantes para lograr su
estabilidad, mostrando absorciébn en un rango de 515-520 nm. [7] La relacién entre
absorbancia y union radical-electrén es inversamente proporcional, variando la tonalidad
del reactivo en relacion a la cantidad de electrones tomados por el radical (DPPH) [8,9] Para
la determinacién de la actividad antioxidante en muestras, se calcular de forma fotométrica
al observar el decremento de la absorbancia con relacién al tiempo, estas observancias
obtenidas se relacionan con una curva de calibracion preparadas con un antioxidante
estandar de propiedades ya conocidas. [10] Un ejemplo de antioxidante ampliamente usado
es la solucion Trolox, para el cual, ambos ABTS y DPPH reaccionan igualmente a la misma
relacién estequiométrica de reactivo, por lo que para ambos reactivos se empled la misma
preparacion de curvas de calibracion de Trolox.

Trolox es un derivado de la vitamina E que es soluble en agua y que, debido a sus
actividades antioxidantes y estructura sencilla, se utiliza ampliamente como control positivo
durante pruebas de antioxidantes, comparandolo con las muestras a estudiar mediante una
curva estandar. [11]

En este estudio se realizaron analisis de antioxidantes para evaluar el valor nutrimental en
relacién con el crecimiento y cambios en la planta de Salvia hispanica L. bajo pretratamiento
de nanoaditivos como dioxido de titanio (TiO2) y diéxido de titanio dopado con oro (Au-TiOy).
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Il. MATERIALES Y METODOLOGIA
II.1 Sembrado de especimenes vegetales

Se sumergieron semillas de Salvia hispanica L. de la marca Hortaflor durante 24 horas en
soluciones de 50 ppm de dioxido de titanio (TiO>) y dioxido de titanio dopado con oro (Au-
TiO,) previamente sintetizadas por el método sol-gel. [12]

1.2 Evaluacién de crecimiento

En un semillero de 14x11 pozos se le colocaron 5 semillas pretratadas con nanomateriales
a cada uno y se realizaron riegos periodicos de 1.5 mL cada tercer dia durante los primeros
7 dias, 5 mL cada tercer dia los siguientes 7 dias y finalmente un volumen de 10 mL cada
tercer dia después del trasplante a la tercera semana de la siembra. Durante el estudio, se
evaluo6 el desarrollo de la plantula, asi como la aparicién de hojas verdaderas y el comienzo
de la senescencia foliar.

I1.3 Analisis de valor nutrimental

Después del pretratamiento se sembraron en un recipiente de 16 cm de diametro,
realizando riegos periédicos cada tercer dia con 50 mL de agua potable. Se dejaron crecer
las plantas durante 14 dias, finalmente se sacaron de la tierra cuidadosamente para la
preparacion de extractos para determinaciones de antioxidantes DPPH y ABTS.

Il.4 Preparacion de extractos

Una vez recolectadas las plantas, se liofilizaron durante 24 horas utilizando el equipo
FreeZone 2.5 de lamarca LABCONCO, posteriormente se molieron con ayuda de un molino
eléctrico para después pesar en tubos coénicos tres series de 0.2 mg de muestras las de
control, TiO2 y Au-TiO2 respectivamente. A cada tubo con la muestra en polvo se le
afiadieron 10 mL de metanol y se sonicaron durante 30 minutos utilizando el equipo
Elmasonic E30H de la marca Elma. Se centrifugaron a 5,500 rpm durante 20 minutos en el
equipo Biofuge Primo R de la marca Thermo Scientific, se separd el sobrenadante y se
conservo en refrigeracion durante 5 dias para la realizacién de pruebas de metabolitos
antioxidantes: DPPH y ABTS.

II.5 Prueba de actividad antioxidante por métodos DPPHy ABTS.

Se prepar6d una solucion de DPPH al 1 mM y un stock de trolox a 1ImM en metanol de la
cual se prepar6 una curva de calibracion con concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700 y 800 uM para la determinaciéon de miliequivalentes de trolox en las muestras.
Se acomodaron en una microplaca triplicados del blanco, control, la curva estandary de las
muestras respectivamente. El vaciado en la microplaca se realizé6 en las mismas
proporciones (1:10), afiadiendo 20 uL de la muestra a medir y 200 uL de la solucién del
radical DPPH procurando hacerlo en menos de un minuto para procurar evitar la pérdida
de muestra-reactivo por volatilizacién o algin cambio en el radical DPPH por la incidencia
de la luz en él. Posteriormente se leyé a 520 nm en el multiscan lecturas a los 0, 4, 10, 30,
60 y 90 min. Los resultados de las lecturas obtenidas se prepararon en un Excel y se
interpretaron empleando formulas y el resultado de la curva estandar.
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La activacién del ABTS con persulfato de potasio se realiz6 similar a lo realizado por Arnao
MB, con ligeras modificaciones en los volumenes donde, brevemente, se prepararon
soluciones de ABTS (7mM) y persulfato de potasio K2S>0s (140 mM) y se mezclaron 5 mL
con 88 pL respectivamente para la activacion del ABTS, se cubri6 el recipiente con aluminio
y se dejo reaccionar durante 12 horas a temperatura ambiente para la formacion del radical.
Posteriormente en otro frasco ambar se diluyé la solucion del radical ABTS en etanol hasta
lograr una absorbancia de 0.7 £ 0.02 al leerse a 734 nm.

La curva de calibracion utilizada fue la misma de Trolox que la empleada para la prueba de
DPPH anteriormente explicada. El vaciado en la microplaca se realizdé en las mismas
proporciones (1:11.5), afiadiendo 20 pL de la muestra a medir y 230 pL de la solucién del
radical ABTS para posteriormente leer a 734 nm. El porcentaje de inhibicién se calcul6 de
igual forma que en el método DPPH: mediante la implementacion de la ecuaciéon 1 asi como
la aplicacion de la ecuacién obtenida en la curva de calibracién Trolox.

IIl. RESULTADOS Y DISCUSION
I11.1 Evaluacion de crecimiento

A pesar de que el inicio del brote de las plantulas se dio a los mismos dias en los tres
tratamientos, el desarrollo se dio distinto, marcandose mas las diferencia en la proporcion
del desarrollo entre plantas tratadas con diéxido de titanio y las dopadas con oro. Por
ejemplo, al décimo tercer dia, habia 46 plantas con hojas verdaderas en el control, 25 en
las pretratadas con TiO2, mientras que en las tratadas con Au — TiO; habia 15. De las
cuales, tanto las hojas como el tallo del control se encontraban mas grandes a comparacion
de los tratamientos con nano aditivos, en la imagen 1 se pueden observar los cambios
mencionados.

Imagen 1. Desarrollo de germinados de Salvia hispanica L. al décimotercer dia, en las
imagenes se observan a: control, b: nanoaditivos de TiO; y ¢: nanoaditivos de TiO2 dopados
con oro.

Otro factor importante por considerar fue el volumen de riego: a pesar de que la frecuencia
se mantuvo constante, durante el riego de 1.5 mL las plantulas se notaban deshidratadas y
las hojas decaidas por el estrés por déficit hidrico, por lo que se opt6 por aumentar la dosis
de riego a 5 mL al cual las plantulas parecieron responder positivamente. A la tercera
semana de sembrado se trasplantaron a macetas mas grandes e individualmente, ya que

B
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en el semillero se contaba con hasta cinco plantulas a las cuales la falta de espacio estaba
causandoles problemas para el desarrollo. A partir del trasplante se aumenté el volumen de
riego a 10 mL.

I11.2 Analisis de valor nutrimental

Las plantas de Salvia hispanica L., fueron observadas durante 14 dias. Las plantas
comenzaron a brotar al tercer dia después de que se sembraron, al sexto se observo un
brote mayor y mas uniforme en las plantulas pretratadas con TiO2 y en el control a
comparacion con las de Au-TiO.. La aparicion de las hojas verdaderas en las plantas control
y en las pretratadas con TiO; se dio al séptimo dia, y al octavo en las pretratadas con Au-
TiO,. Para el noveno dia se notaba una diferencia significativa en el desarrollo del tallo,
donde las plantulas pretratadas con TiO, mostraban un largo de aproximadamente 15 cm
de largo, mientras que las tratadas con Au-TiO, de 8 cm (Tabla 1).

Tabla 1. Dias de aparicién de hojas después de la siembra de las
semillas pretratadas con nanoparticulas de TiO2, Au-TiO2y control.

Control TiO2 Au - TiO2
Aparicion Dias después Dias después Dias después
después de la de siembra de siembra de siembra
siembra
Brote 3 4 4
Primer y segunda 7 7 8
hoja
Tercer y cuarta 15 17 19
hoja

Durante las lecturas del DPPH, no se notd ningln cambio significante en la coloracién de
las soluciones; Es decir, el color violeta intenso se mantuvo presente desde el tO hasta el
minuto 90, lo cual a simple vista puede indicar la ausencia o un nivel bastante bajo de
inhibicion de antioxidantes, asimismo, las muestras no reflejaron ningun porcentaje de
inhibicion para la prueba de DPPH, obteniendo resultados negativos y desviaciones
estandar bastante altas. Se han hecho estudios sobre los efectos de variables como la luz,
pH y oxigeno en el radical DPPH para su estabilidad y demostraron que la presencia de luz
afecta disminuyendo la absorbancia del DPPH conforme el paso del tiempo. [13] Una
variable a considerar para tener estos resultados desiguales en las curvas estandar podria
ser el efecto de la exposicién prolongada a la luz solar en las microplacas al demorar una
cantidad considerable de tiempo durante la preparacion de las muestras con el radical
DPPH. Otro factor importante podria ser la temperatura del laboratorio y la evaporaciéon de
las muestras con el paso del tiempo ya que se trabajé con extractos metandlicos y el
metanol volatiliza a temperatura ambiente.

Para la determinacion de los miliequivalentes de Trolox por miligramo, se hizo un despeje
de x en la formula obtenida al realizar la curva de calibracién para Trolox y se obtuvieron
los resultados mostrados en la Tabla 2.
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El porcentaje de inhibicién para DPPH se calculé empleando la ecuacién (1):

(Abs muestra—blanco)—Abs blanco
IAbs control

% Actividad antioxidate = [1 - ] *100 (1)

B Abs muestra — 0.8555
x= ~0.0009

Donde x corresponde a los meq. Trolox/mg

El porcentaje de inhibicion obtenido por ATBS se realiz6 aplicando la formula 1 explicada
previamente. La determinacion de meq. Trolox por miligramo se hizo despejando la
ecuacion obtenida en la curva de calibracion de Trolox y los resultados se muestran en la
Tabla 2.

B Abs muestra — 0.7316
x= ~0.0009

Para la prueba de ABTS los resultados obtenidos fueron positivos, sin embargo, no
significativos en cantidad, ya que tanto para los tres tratamientos observados se obtuvieron
porcentajes de inhibicién por debajo del 40%, aun asi, se destaca que tanto para el
porcentaje de inhibicion como la cantidad de miliequivalentes Trolox por miligramo, se
tuvieron cantidades mayores en las semillas de Salvia hispanica L. pretratada con nano
aditivos de diéxido de Titanio dopado con oro (Au-TiOy).

Tabla 2. Resultados de pruebas de capacidad antioxidante por métodos ABTS y DPPH.

ABTS DPPH
% de inhibicion Meq trolox / mg % de inhibicion Meq trolox / mg
Control 10.16 + 2.4 152.98 £ 17.4 -46.23 £ 10.5 -62.74£72.6
TiO; 16.60 + 8.9 200.24 £ 64.9 -51.24+75 -97.48 £+51.8
Au-TiO; 3547 +2.7 338.87 £ 19.7 -51.02+25 -95.96 £ 17.2

V. CONCLUSIONES

Si bien, el implemento de nano aditivos como pretratamiento en semillas sigue siendo un
campo al cual le falta mucho por explotar, sigue viéndose como una alternativa a métodos
convencionales para tratamientos en plantas. La adicién de tanto particulas de diéxido de
titano como aquellas dopadas con oro no mostraron un impacto significativo en el desarrollo
del valor nutrimental en plantulas de Salvia hispanica L pero si en el desarrollo de hojas y
largo de la planta. Aun asi, al ser diferentes los resultados para antioxidantes puede
significar un error humano y/o un mal empleo de las técnicas, ya que varios autores han
reportado actividades antioxidantes altas en la semilla de chia. [3]. Estudios futuros podrian
realizarse en donde se evalle con otros pretratamientos, asi como estudios en otros
estados evolutivos y/o tejidos comestibles de la planta, entre otros.
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Resumen — En este trabajo se presenta la implementacion de dos métodos distintos para la extraccion
de material genético de hongos fitopatdgenos, con el fin de obtener ARN de buena calidad y de una
concentracién considerable. Se siguié la metodologia dos métodos de extraccion: TRI-Reagent y
método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999), resultando que el método de CTAB en
comparacion con el método de TRI-Reagent se obtuvo una extraccion de ARN con mayor
concentracion del material genético. Si se requiere extraer material genético de hongos fitopatdgenos
en una concentracién aceptable el método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999) es una
opcion dptima.

Palabras clave — Extraccion, ARN, Electroforesis, calidad.

Abstract — This work presents the implementation of two different methods for the extraction of
genetic material from phytopathogenic fungi, in order to obtain RNA of good quality and of a
considerable concentration. The methodology was followed by two extraction methods: TRI-Reagent
and the CTAB method modified by Bekesviova et al (1999), resulting in the CT AB method compared
to the TRI-Reagent method, an RNA extraction with a higher concentration of RNA was obtained
genetic material. If it is required to extract genetic material from phytopathogenic fungi in an
acceptable concentration, the CTAB method modified by Bekesviova et al (1999) is an optimal option.

Keywords — Extraction, ARN, Electrophoresis, quality.
l. INTRODUCCION

Existen un gran numero de factores que propician enfermedades en las plantas, por si solos
0 bien en combinacion con uno o varios mas que hacen que sea posible la aparicion y
desarrollo de la enfermedad. En los cultivos, las enfermedades constituyen uno de los
factores de mayor riesgo para su produccién, por lo que resulta importante protegerlos del
ataque de diversos patdgenos. En los Gltimos afios, las enfermedades causadas por hongos
han ocasionado fuertes pérdidas econémicas en la produccién de diferentes cultivos
horticolas en México. Estas pérdidas son variables afio con afio y han estado en funcion de
las condiciones climéaticas, manejo del cultivo y control quimico y biolégico utilizado,
llegando en algunos casos a alcanzar pérdidas del 100%. [1]

El muérdago (Psittacanthus calyculatus) es una planta hemiparasita que crece y se
desarrolla sobre varias especies de arboles frutales y forestales en el centro y sur de
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México. Por los impactos que ocasiona el muérdago a diversas especies forestales y
frutales, es considerada como plaga, pues parasita algunas especies como encino
(Quercus spp.), huizache (Acacia), mezquite (Prosopis), entre otros. [2] Se ha determinado
de manera experimental que esta especie de muérdago contiene grupos funcionales
correspondientes a hidroxilos fendlicos, flavonoides, monosacaridos, antocianidinas,
flavonas, flavonoles e isoflavonas. [3] El desarrollo de productos antifungicos de origen
natural para la agricultura es una excelente alternativa para sustituir los fungicidas quimicos
tradicionales los cuales presentan severos dafios al medio ambiente y a la salud del
consumidor. Actualmente la informacién sobre la capacidad antifingica de P. calyculatus
sobre fitopatdgenos es practicamente nula, sin embargo, ya se cuentan con estudios
preliminares en el laboratorio del Instituto Tecnolégico Superior de Purisima del Rincon
donde se han obtenido resultados positivos que confirman que algunos extractos del
muérdago tienen actividad antifingica ante la inhibicion in vitro del diferentes fitopatégenos.
Dado el contenido de diferentes compuestos de P. calyculatus y a la necesidad de
implementar estrategias que coadyuven al control de esta planta parasita en el Laboratorio
de Ing. Bioquimica del Instituto Tecnolégico Superior de Purisima del Rincén se inicié una
linea de investigacion para determinar algunas de sus actividades biolégicas, en este
sentido ya se tienen avances con extractos de hojas y flores de P. calyculatus obtenido del
Area Natural Protegida del Cerro del Palenque, donde dichos extractos se realizaron con
un proceso acuoso y uno metanolito teniendo diferentes porcentajes de concentracion. En
esta investigacion se evalud la capacidad antifingica in vitro sobre una cepa de
Colletotrichum gloeosporioides (aislada en trabajos previos), Fusarium spp y Curvularia spp
(aislados de un Vifiedo Purisima del Rincén Gto). [4]

En la busqueda de una explicacibn mas concreta del porque es que este extracto puede
inhibir el desarrollo de las dos especies de hongos fitopatdgenos, se realizara la extraccion
de ARN, para la extraccion de esta molécula. Se tienen diferentes métodos; algunos de
ellos son: Método de TRI-Reagent, Método CTAB modificado por Bekesiova et al (1999),
Método de Terbutanol por da Silva et al (2003). Al menos un método de extraccion nos
permitird obtener material genético (ARN) de buena calidad, integro y de una concentracion
adecuada para poder utilizarlo en evaluaciones de los mecanismos de acciéon e
investigaciones futuras.

1. MARCO TEORICO
Extraccion de ARN.

La extraccion de ARN de calidad constituye el primer paso para el analisis de la expresion
génica. Sin embargo, su obtencién no es sencilla debido a la susceptibilidad de esta
molécula a la presencia de contaminantes como ARNasas, proteinas y polisacéaridos.
Adicionalmente, debido a la diversa composicion de la pared celular de los hongos se
requiere optimizar los procesos de extraccion de ARN para organismos especificos. El
analisis de expresién génica es piedra angular en la biologia molecular moderna y
contribuye a un mejor entendimiento de la genética y la regulacién transcripcional. La
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obtencion de ARN de calidad constituye la base para el desarrollo de diferentes técnicas
moleculares, de lo contrario podria comprometer seriamente los resultados de
procedimientos posteriores a la extraccion, los cuales requieren intensa labor, tiempo
adicional y altos costos. Extraer ARN no siempre es sencillo, esta molécula es menos
estable que el ADN y la presencia de contaminantes como ARNsas, proteinas,
polisacaridos y ADN gendmico pueden desafiar su obtenciéon. Adicionalmente, se ha
reportado que la presencia de estos contaminantes puede interferir con la amplificacion de
los acidos nucleicos. En el caso particular de hongos, la obtencion de ARN de baja calidad
es frecuente debido a la presencia de paredes celulares o estructuras como las hifas y
conidias que no son degradables facilmente. Adicionalmente, la presencia de alto contenido
de fenoles y polisacéaridos genera la necesidad de modificar los protocolos de extraccion.
En la actualidad, existen diferentes metodologias de ruptura y homogeneizacion de tejidos
a través del uso de nitrdgeno liquido, arena, esferas o liofilizacion de micelio. [5]

Electroforesis.

La electroforesis se utiliza comUnmente para separar moléculas en funcién de su carga,
tamafio y forma. Se trata de un medio de separacion especialmente eficaz para las
biomoléculas cargadas como el ADN, el ARN y las proteinas. [6]

La electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida es una de las metodologias mas
utilizadas en el laboratorio en todo lo relacionado con el trabajo con acidos nucleicos.
Mediante la electroforesis podemos separar fragmentos de ADN y ARN en funcién de su
tamafnio, visualizarlos mediante una sencilla tincidn, y de esta forma determinar el contenido
de acidos nucleicos de una muestra, teniendo una estimacion de su concentracion y grado
de entereza. Podemos ademas extraer del gel los fragmentos de ADN que sean de interés,
para posteriormente utilizarlos en diferentes aplicaciones. La electroforesis de ARN fue, y
sigue siendo, una herramienta de importancia primordial en el desarrollo de las técnicas del
ARN recombinante o ingenieria genética. La agarosa es un polimero lineal compuesto de
residuos alternantes de D-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactosa unidos por enlaces
glucosidicos. Las cadenas del polimero de agarosa forman fibras helicoidales, que al
solidificar forma una malla tridimensional de canales con didmetros entre 50 y >200 nm.
Existen diferentes tipos de agarosa que se clasifican en funcion de la temperatura a la que
se disuelven y solidifican. Las agarosas estandar se disuelven en el buffer a una
temperatura de 90-95°C y solidifican a 35-45°C. Las agarosas de bajo punto de fusién se
disuelven a unos 65°C y solidifican a 30-35°C. Existen ademas otros tipos, como las
agarosas de alta fuerza de gel o las de baja viscosidad, que permiten respectivamente una
mejor separacion y un rango inferior del tamafio de las moléculas a separar. La
concentracion (p/v) de la agarosa es un parametro de gran importancia pues determina el
rango de tamafios en los que obtendremos una buena separacion de los fragmentos de
ARN. [7]
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. MATERIALES Y METODOS

1-Pretratamiento de los extractos con el material fingico
Materiales:
* Morteros estériles y enfriados a -20°C
» Pistilos estériles y enfriados a -20°C
* Tubos eppendorf estériles y enfriados a -20°C
* Tubos Falcén de 50ml estériles y enfriados a -20°C
» Hielo seco
+ Espétulas estériles
Procedimiento:

Los extractos con material fingico se sometieron a centrifugacion a 4°C, posteriormente
se retir6 el sobrenadante y se almacené en tubos falcon estériles, el precipitado se coloco
en un mortero previamente esterilizado y enfriado con hielo seco, se moli6 el extracto hasta
tener una consistencia de polvo muy fino, posteriormente se pasé a un tubo eppendorf
estéril. Se resguardaron cada uno de los extractos con el hielo seco en un congelador a -
20 °C.

2-Extraccion de ARN

Método de TRI-Reagent :
Materiales:

» Morteros estériles y enfriados a -20°C

» Pistilos estériles y enfriados a -20°C

* Micropipetas

* Puntas para micropipeta estériles y enfriadas a -20°C

* Tubos eppendorf estériles y enfriados a -20°C

» Gradilla para tubos eppendorf enfriada a -20°C

* Tubos falcon de 50ml estériles y enfriados a -20°C
Reactivos:

* Reactivo Trizol

+ Cloroformo

* Alcohol Isopropanol

* Agua Estéril

Procedimiento:
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Se afiadio la muestra congelada al mortero agregando 2 ml de reactivo TRIzol (Invitrogen,
Mulgrave, VIC, Australia) posteriormente la muestra se molio méas hasta que la suspension
se habia descongelado. La muestra se dividié en dos voliumenes iguales y se transfirio a 2
ml tubos Eppendorf. Después se incubo 5 min a -20 °C, en seguida se afadieron 300 ul de
cloroformo, el tubo se agité vigorosamente durante 15 segundos y se dejé permanecer a
temperatura ambiente durante 3 minutos. La muestra se centrifugd a 13.000 x g durante 15
minutos a 4°C. Una vez separadas las fases por el sobrenadante se transfirié a un limpio
tubo Eppendorf y el ARN se precipitdé con 500 pl de isopropanol, se incubo a -20 °C durante
2 horas o més.

El ARN precipitado se recogio por centrifugacion a 13.000 x g durante 15 minutos a 4 °C,
el sedimento se lava con 1 ml de etanol al 75% enfriado con hielo y secado al aire
brevemente a temperatura ambiente. Los sedimentos de ARN en el tubo seco se re-
suspendi6 en 50 ul de agua destilada estéril.

Método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999):
Materiales:

* Morteros estériles y enfriados a -20°C

» Pistilos estériles y enfriados a -20°C

*  Micropipetas

* Puntas para micropipeta estériles y enfriadas a -20°C

* Tubos eppendorf estériles y enfriados a -20°C

* Gradilla para tubos eppendorf enfriada a -20°C

* Tubos falcén de 50ml estériles y enfriados a -20°C
Reactivos:

«  Tris(HCI) 1M, PH 8

+ EDTAO0.5M, PH 8

* NaCl5M

+ Acetato de Sodio 3M, PH 5.5

+ Alfa-mercaptoetanol 2%

* Cloroformo

e Alcohol Isoamilico

« LiCl10M
« Etanol
« CTAB
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Procedimiento:

El Buffer de extraccion se prepar6 con 2% CTAB (m/v), 100mM Tris-HCI (pH 8.0), 2 M NacCl.
Se precalenté el Buffer de extraccion a 65 °C y se agregan 1000 pul del Buffer caliente a el
mortero frio con la muestra congelada, se trituré la muestra hasta reducir sélidos, se le
adiciona 100ul de mercaptoetanol y se homogenizé con la muestra triturando con el pistilo,
se transfiri6 a dos tubo eppendorf con volimenes iguales y se agito vigorosamente. La
extraccion del lisado se realiz6 dos veces con volimenes iguales de cloroformo: alcohol
isoamilico 24:1, centrifugando en cada lisado a 10 000 rpm por 10 min a 4°C, posteriormente
a la fase acuosa obtenida se le agreg6 0.25 vol, de LiCl 10 M y se mezcla por pipeteo. Para
precipitar el ARN, se incubaron las muestras toda la noche a -20°C. El precipitado se obtuvo
centrifugando a 10 000 rpm 20 min a 4°C retirando el sobrenadante y se resuspendiendo
con 50ul de agua destilada estéril. Para precipitar nuevamente el ARN, se adicioné 0.1 vol
de Acetato de Sodio (pH 5.2) y 2.5 vol de etanol al 96%, después se incubaron a -20°C por
mas de 30 min. Las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm por 20 min a 4°C para obtener
el precipitado, el cual se lava con etanol al 70% y por ultimo se resuspende con 50 pl buffer
TE.

3-Electroforesis de las extracciones de ARN

Se realizé la técnica de electroforesis en gel de agarosa a todas las extracciones, cargando
en cada pozo 8ul de muestra y 1ul de buffer de carga. Las muestras se tifieron con SYBR-
Safe o0 RED-SVV, se utilizd6 un marcador de peso molecular de 1kb. Se uso el buffer TAE
1X para la cubrir el gel dentro de la camara. El gel se corrié por 60 min a 110 V.

4-Cuantificacion del ARN

Para la cuantificaciéon de la cantidad de ARN contenida en las muestras se usé con
métodos espectroscopicos con un espectrofotbmetro de UV-Visible, se midieron
absorbancias con longitudes de onda de 230nm, 260nm y 280nm, usando como blanco
buffer TE.

La ecuacion por usar para poder reportar valores numéricos sera:
mg mgARN

il de ARN = (Abs 260 x Factor Dilucién x 40 o ) Q)

Para la calidad del ARN se tiene la tabla 1:
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Tabla 1. Calidad del ARN

Ratio( longitudes de onda) Valor Pureza
260/280 2.0-2.2 ARN de pureza 6ptima
>1.7 ARN de pureza aceptable
<1.7 ARN contaminado con

compuestos aromaticos

IV. RESULTADOS

Con la finalidad de verificar que método era preciso para obtener material genético de
las muestras de los hongos fitopatdgenos y debido al tiempo y los recursos que se disponia
se tuvo que elegir un método para las posteriores extracciones de las otras muestras, se
selecciond la muestra que se encontraba en mayor cantidad y se siguieron los métodos de
extraccién anteriormente mencionados. En la figura 1 se puede apreciar que se obtuvo por
el método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999) material genético(ARN) con
mayor concentracion en comparacion con el método TRI-Reagent, pero de calidad menor,
por lo que se decidié proseguir con el método de CTAB modificado por Bekesviova et al
(1999) para futuras extracciones, siguiendo rigurosamente los pasos marcados para
obtener ARN de calidad aceptable.

Fig.l. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% con el material genético de la muestra:
Colletotrichum gloeosporioides Control +, extraidas por el método TRIZ-Reagent y método
CTAB modificado por Bekesviova et al (1999), tincién con SYBR-Safe y marcador 1kb.
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Se obtuvo una electroforesis de resultados apreciables en la figura 2, donde se sometieron
las muestras con la técnica de CTAB a dos tipos diferentes de buffer de carga muestran
diferentes resultados ya que el buffer de carga Red presenta muestras con una mayor
concentracion a diferencia del buffer de carga Blue, cabe mencionar que en el carril 2 y 4
donde se utilizé el Red las muestras ademas de concentradas salen mas limpias, por lo que
se opto por utilizar el buffer de carga Red en las posteriores electroforesis.
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Fig.2 Electroforesis de las extracciones con CTAB sometidas a diferentes marcadores de
muestras, tincion con SYBER-Safe

Para poder comprobar que el método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999) se
podia obtener mayor concentracion de material genético, se volvié a realizar un gel de
agarosa al 1% sometido a electroforesis, se cambié el marcador por el RED-SVV, como se
puede observar en la figura 2 no todas la muestras presentaron alguna presencia de
material genético, mientras que para las demas muestras se obtuvo ARN en una
concentracion considerable, ademas de tener a simple vista por el gel un ARN de calidad
aceptable.
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Fig.2. Electroforesis en gel de todas las muestras de material genético(ARN) de
C.gloeosporioides y Fusarium spp extraidas por el CTAB modificado por Bekesviova et al
(1999), marcador RED-SVV.
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Por los resultados obtenidos en el anterior gel, se decidié extraer de nueva cuenta las
muestras que no se aprecio alguna presencia de material genético, y se corrieron en nuevo
gel con las muestras que si habian presentado presencia de ARN, ademas para un mejor
analisis se realizaron por separado cada muestra de los diferentes hongos fitopatdgenos.
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Fig.3. Electroforesis en gel de todas las muestras de material genético(ARN) de
Colletotrichum gloeosporioides extraidas por el CTAB modificado por Bekesviova et al
(1999), marcador RED-SVV.
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Fig.4. Electroforesis en gel de todas las muestras de material genético(ARN) de Fusarium

spp extraidas por el CTAB modificado por Bekesviova et al (1999), marcador RED-SVV.
Al observar las figuras 3 y 4, algunas muestras no presentaron algun indicio de que
estuviera presente ARN, esto puede deberse a varios factores, por mencionar que uno de
ellos fue que el suministro eléctrico de la institucion repentinamente se suspendio,
ocasionando que los equipos de almacenamiento para las muestras no funcionaran,
provocando que las muestras que se les sometié a la extraccion de material genético no
resultara satisfactorio, ya que al no tener un almacenamiento adecuado la molécula de
nuestro interés el “ARN” se degradara, y como ya se habia mencionado esta molécula es
muy sensible a cambios por lo que su degradacion es rapida.

&
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Cuantificacion y calidad del ARN.

Para poder afirmar que las muestras de material genético (ARN) extraidas de los hongos
fitopatdgenos son de calidad éptima para utilizarlos en evaluaciones futuras, se requiere de
cuantificar la concentracion y reportar que las muestras tienen la calidad que se requiera.

Por lo que con el método de espectroscopia por UV-Visible se tomaron las absorbancias a
las longitudes de onda de 230nm, 260nm y 280nm.

Tabla 2. Datos obtenidos por la aplicacion de la ecuacion 1, ademas de seguir las
indicaciones de la tabla 1.

MUESTRA # #
CTAB CTAB
pl de Muestra 2 2
pl de H20 1998 1998
ul/celda 2000 2000
CONCENTRACION DE ARN 9345.44 pg/ml 3215.980 pg/ml
cauosooe. v [N 036k

Al observar los datos de la tabla 2, para la muestra #1(colle control) tiene una calidad
aceptable de ARN y esta en una gran concentracion, la muestra #2(fusarium control) la
calidad del ARN es baja, ya que estd contaminada de algunos compuestos aromaticos,
ademas de que su concentracion es baja.

Pese a los resultados y las figuras obtenidas, el método de CTAB modificado por
Bekesviova et al (1999) es eficaz para poder extraer material de genético en una
concentracion considerable, por el otro lado no se pudo determinar la calidad de todos,
puesto que el equipo con el que se iba a trabajar presento algunas fallas por lo que no se
pudo determinar la calidad de todas las muestras.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Dado los resultados obtenidos, el método de CTAB modificado por Bekesviova et al (1999)
resulto ser la mejor opcion de los dos métodos de extraccion de material genético para
hongos fitopatégenos, dado que se obtuvo en concentraciébn mayor, cabe mencionar que
este tipo de técnica se puede seguir mejorando en cuestion de mejorar la limpieza del
material genético y asi poder obtener resultados mas favorables, a lo que respecta a la
cuantificacion lamentablemente no se pudo reportar resultados sobre la calidad de cada
una de las muestras, ya que a pesar de tener la cuantificacién de por lo menos dos muestras

Pégina83



24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

gue fueron los controles de cada hongo las demas muestras restantes no se pudieron medir
calidad debido a fallas en el espectrofotdbmetro por lo que se recomienda la calibracion
previa de este tipo de equipos. Un trabajo como este puede atribuir a realizar posteriores
evaluaciones de los mecanismos de accién de estos fitopatdégenos dado a que la inhibicién
gue ejerceré el extracto del muérdago sobre ellos produce un estrés, por lo que la extraccion
de ARN podria ser pauta a investigaciones sobre las vias de inhibicion, comprobando
mediante la expresién de genes.
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Resumen — En el presente trabajo se evalu6 la estabilidad de compuestos fitoquimicos presentes en
tres suplementos formulados a base de orujo de uva, tomando en cuenta tiempo y temperatura, con la
finalidad de seleccionar el suplemento con una mayor estabilidad de compuestos polifendlicos. Los
resultados indicaron la disminucién de compuestos polifendlicos tras el almacenamiento prolongado
del suplemento, sin embargo en la variedad Tempranillo se reporté un aumento de flavonoides y
polifenoles no extraibles entre los 10 y 40 dias a 45°C.

Palabras clave — Fitoquimicos, orujo de uva, estabilidad.

Abstract — In the present work, the stability of phytochemical compounds present in three supplements
formulated based on grape pomace was evaluated, taking into account time and temperature, in order to
select the supplement with a greater stability of polyphenolic compounds. The results indicated the
decrease of polyphenolic compounds after prolonged storage of the supplement, however in the
Tempranillo variety an increase of flavonoids and non-extractable polyphenols was reported between 10
and 40 days at 45°C.

Keywords — Phytochemical, grape pomace, stability.
I.  INTRODUCCION

La uva es uno de los frutos con una alta produccién alrededor del mundo, con valores de
mas de 75 millones de toneladas anuales, en donde el 80% de la produccion de la uva esta
destinada a la fabricacién de vino [1]. Los residuos generados en la vinificacion, se
caracterizan por presentar como metabolitos secundarios compuestos polifenélicos, que
son clasificados por el numero de carbonos o el numero de anillos de benceno presentes
en su molécula, como simples (acidos fendlicos) o complejos (estilbenos, cumarinas,
flavonoides, antocianinas, taninos condensados, entre otros.) [2], los cuales se extraen
principalmente de la cadscara y semillas. Estos compuestos polifenélicos son de importancia
por los beneficios que pueden brindar, ya sea como antioxidantes, o bien por otros
beneficios a la salud tales como poseer propiedades antimicrobianas y antivirales [3];
ademas de la mejora del peso corporal, la esteatosis hepatica y la resistencia a la insulina
[4]. Es por ello que recientemente se propusé utilizar estos valiosos residuos para la
elaboracion de un suplemento alimenticio que brinde beneficios a la salud, del cual ya se
han probado algunas formulaciones.

Sin embargo, dada la importancia que los polifenoles pueden tener en la prevencién de
enfermedades, resulta esencial conocer la estabilidad que poseen éstos compuestos
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fitoquimicos a diferentes condiciones de tiempo y temperatura, por lo tanto en éste estudio
se buscd evaluar la estabilidad de estos compuestos en un posible suplemento alimenticio,
con los orujos de tres variedades de uvas tintas: Syrah, Cabernet Sauvignon y Tempranillo,
para asi determinar cual variedad es que presenta una mayor estabilidad en compuestos
fitoquicos a diferentes tiempos y temperaturas.

ll. MATERIALES Y METODOS

Se evalué el contenido de compuestos polifendlicos de un suplemento a base de orujo de
uva alos 10, 40, 60 y 80 dias a 35 y 45 °C. Donde lo Unico que variaba era el orujo utilizado
(Syrah, Tempranillo y Cabernet) no la formulacion, la cual consistia en 2.5 g de orujo de
uva, 112.5 mg de vitaminas, 0.25 g de minerales, 0.1 g de carboximetil celulosa, 1.5 g de
chia, 0.5 g de saborizante y 1.75 g de endulzante.

A. Cuantificacion de polifenoles extraibles (EP).

Para la obtencién de los polifenoles extraibles se realizaron extractos empleando la
metodologia descrita por Jimenez-Escrig y col, ver [5], la cual se basa en que los EP son
compuestos de bajo peso molecular solubles en disolventes organicos.

Para ello se pesaron 0.5 gramos de muestra y se le agregé 20 mL de una solucion de
metanol/agua (50:50), se agitaron 1 hora a temperatura ambiente y se centrifugaron a 4000
rpm 10 minutos a 23 °C y se recuperé el sobrenadante (extracto A), posteriormente al
residuo se le agreg6 20 mL de acetona/agua (70:30), se agité 1 hora y se centrifugd a 3000
rpm 10 minutos a 23 °C, se recuperé el sobrenadante (extracto B) y el residuo se guardé
para la determinacién de compuestos polifendlicos no extraibles. Posteriormente se
mezclaron 10 mL del extracto A con la misma cantidad de extracto B (extracto final).

Todo lo anterior se realiz6 cuidando que la muestra no se expusiera a la luz ya que los
compuestos polifendlicos son fotosensibles, ademas todos los experimentos fueron
realizados por triplicado.

1) Determinacion de fenoles totales

Para la determinacion de polifenoles totales extraibles se utilizd6 el método de Folin y
Ciocalteu. Se colocaron 10 pL del extracto final de cada muestra (apartado A) en microplaca
de manera consecutiva y se les afiadieron 40 puL de agua destilada para posteriormente
agregar 25 pL del reactivo de Folin Ciocalteu 1N diluido (1:1) con agua destilada, se agitd
por 5 minutos para posteriormente afiadir 125 pL de Na2CO3 al 20% y se dejé reposar 30
minutos protegiendo de la luz. Una vez transcurrido el tiempo se midi6é a una absorbancia
de 765 nm. La cuantificacion se realiz6 mediante una curva estandar de acido gélico y los
resultados fueron reportados como mg de equivalentes de acido galico (EAG) por g de
muestra.

2) Flavonoides

Para la cuantificacion de flavonoides se tomaron 5 pL del extracto final (apartado A) y se le
afadieron 120 pL de agua destilada, a continuacion, se le agregaron 7.5 pL de NaNO2 al
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5% y se reposéd durante 6 min, a continuacion, colocaron 15 uL de AICI3 se esperaron 5
min y finalmente se agregaron 50 pL de NaOH seguido de 52.5 pL agua. La microplaca con
las muestras se ley6 a 510 nm.

3) Determinacion de antocianinas monomeéricas

Para su determinacién se emple6 el método de pH diferencial de Giusti y Wrolstad, ver [6],
en el cual se emplearon dos soluciones: KCI, 0.25MapH 1y C2H3NaO2, 0.4 M a pH 4.5.
Se colocaron en microplaca 50 pL de muestra (extracto final) y se le afiadieron 175 pL de
la solucién amortiguadora (se realizé para ambas soluciones). La absorbancia se midi6 a
510 y a 700 nm. La cuantificacién se reporté como mg de equivalentes de cianidina-3-
glucosido por gramo de muestra. Se emplearon las siguiente Ec. (1) y (2):

AbStotar = [(Ab5510 nm — AbS7q0 nm)pH 1 — (AbSs10nm — Abs7go nm)pH 4.5]
Donde: 1)

Abs= Absorbancia total

Abs X PM X factor de dilucion

Antocianinas monoméricas = - - (2)
e X distancia

Donde:
PM= Peso molecular, 463.3 g/mol de la cianidina-3-glucésido

¢= Coeficiente de extincion molar 28000 L/ mol*cm de la cianidina-3-glucésido
B. Cuantificacion de polifenoles no extraibles.

1) Proantocianidinas no extraibles (NEPA)

Para la cuantificaciéon de NEPA, se utilizé el residuo del extracto de polifenoles extraibles,
el cual fue previamente secado a 46 °C por 24 horas, posteriormente a 100 mg de residuo
seco se le agreg6 2 mL de la solucién butanol/HCI (5:95, v/iv) con 1.17 de FeCI3/L (solucién
A) y se incubd a 82 °C por 1 hora, posteriormente se centrifugé a 2500 rpm por 10 min
recuperando el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados con 1 mL de la solucion, se
recolectaron los sobrenadantes y se aforé a 5 mL con la misma solucién. Las absorbancias
se leyeron a 450 y 555 nm [7].

2) Polifenoles hidrolizables (HPP)

Para la cuantificacién de los HPP se realizé una hidrélisis 4cida para cuantificar los
compuestos asociados a fibra por medio de enlaces glucosidicos [8]. Se pesaron
aproximadamente 3 g de residuo seco y se le afiadieron 22 mL de metanol/H2S04 (90:10)
y se incubo a 85°C durante 20 horas. Transcurrido el tiempo se centrifugé a 5000 rpm
durante 10 minutos y se recuper6 el sobrenadante. Después de tres lavados con agua
destilada se centrifugd nuevamente a 5000 rpm por 10 minutos. Los HPP se cuantificaron
mediante la técnica de Folin y Ciocalteu antes mencionada.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
A. Cuantificacion de polifenoles extraibles.

Los compuestos fendlicos totales solamente fueron determinados en las muestras
almacenadas 45 °C. Para las tres variedades la cantidad de polifenoles disminuyd, para
Cabernet se presentd una pérdida del 56%, para Syrah del 25% y para tempranillo del 69%
a los 80 dias de almacenamiento. Estos resultados sugieren que la muestra Syrah es la
mas estable, a pesar de su baja concentracion de estos compuestos fitoquimicos. En el
caso de los flavonoides (Figura 2), para Cabernet y Syrah se presentd una disminucion al
dia 60 y se mantuvo la concentracion en el dia 90. Sin embargo, para Tempranillo se
observé un efecto no esperado, ya que este suplemento incrementd el contenido de
flavonoides, este efecto puede ser atribuido a un acomplejamiento de compuestos fenélicos
simples.
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Figura 1. Estabilidad de compuestos fendlicos totales en suplementos elaborados con
diferentes variedades de orujo de uva a) Cabernet Sauvignon, b) Syrah, ¢) Tempranillo
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Fig. 2. Estabilidad de flavonoides en suplementos elaborados con diferentes variedades de
orujo de uva: a) Cabernet, b) Syrah, ¢) Tempranillo
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a) b) c)
Figura 3. Estabilidad de antocianinas monomericas en suplementos elaborados con
diferentes variedades de orujo de uva: a) Cabernet, b) Syrah, c) Tempranillo

En el analisis de antocianinas monoméricas, se encontré que en las tres variedades hay
una tendencia a la disminucion de estos compuestos, siendo Tempranillo la variedad que
mantuvo una mayor estabilidad de antocianinas los primeros 60 dias a 35 °C de
almacenamiento (Figura 3).

B. Cuantificacion de polifenoles no extraibles.

Como se muestra en las figuras 4 y 5, se obtuvo una mayor estabilidad en los polifenoles
no extraibles a comparacion de los extraibles, ya que se observé una menor disminucién
de éstos compuestos. Sin embargo, nuevamente se encontré un aumento en polifenoles
hidrolizables en la variedad Tempranillo a partir del dia 40, lo cual como ya se menciond
pudo haber ocurrido debido al acomplejamiento de los compuestos polifendlicos
especificamente en ésta variedad; diversos autores han reportado comportamientos
similares atribuidos a la temperatura de almacenamiento, ya que se ha demostrado que la
luz no afecta de manera significativa en comparacion con la temperatura [9].

Zhang et al, ver [10], evaluaron el efecto del secado por aspersién sobre los compuestos
fendlicos del jugo de arandano y su estabilidad durante el almacenamiento, y reportaron
que el &cido protocatecuico (acido fendlico) y la quercetina (flavonoide) aumentaron de 3 a
5 veces y de 9 a 16 veces a 45 °C, respectivamente, lo cual es similar a los resultados
obtenidos en éste estudio. Por lo tanto, estos resultados sugirieren que una temperatura
mas alta (45 °C) puede facilitar la liberacion de compuestos fendlicos en la variedad de
Tempranillo, lo cual podria explicar el aumento tanto en flavonoides como en
proantocianidinas no extraibles.
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Fig. 4. Estabilidad de proantocianidinas no extraibles en suplementos elaborados con
diferentes variedades de orujo de uva: a) Cabernet, b) Syrah, ¢) Tempranillo
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Fig. 5. Estabilidad de polifenoles hidrolizables en suplementos elaborados con diferentes
variedades de orujo de uva: a) Cabernet, b) Syrah, c) Tempranillo

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Estudios previos realizados con esta misma formulacién del suplemento han demostrado
gue del dia 1 al 10 de almacenamiento, el suplemento pierde una gran cantidad de
compuestos polifenolicos a las mismas temperaturas reportadas, en esta investigacion en
continuacién a la previa, se desmostré6 que a partir del décimo dia la concentracién de
compuestos polifendlicos en los suplementos continua con un comportamiento de
disminucion, sin embargo en la variedad de Tempranillo aumenta significativamente la
cantidad de estos compuestos a los 45 °C, lo cual se debe al acomplejamieto de éstos
compuestos por la temperatura de almacenamiento, motivo por el cual vale la pena
continuar y profundizar con éstos estudios de estabilidad para asi determinar las
condiciones favorables para el almacenamiento del suplemento asi como la fecha ideal de
consumo para que éste producto tenga efectos significativos en la salud del consumidor.
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IDENTIFICACION DE PATOGENOS NOSOCOMIALES EN UN
HOSPITAL VETERINARIO DE GRANDES ESPECIES.
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Resumen —Este proyecto de investigacién tuvo como objetivo la blsqueda intencionada, asi como
la identificacién de bacterias con un potencial de estar asociadas a infecciones hospitalarias en
superficies y objetos inanimados de un hospital veterinario de grandes especies. Ademas de los
métodos de preparacion de los diferentes medios de cultivo utilizados para el aislamiento y
crecimiento de microorganismos y su posterior identificacion con pruebas bioquimicas y técnicas
moleculares. Por medio de hisopos estériles se muestrearon las diferentes areas del hospital
veterinario. Se lograron aislar diferentes microorganismos con las caracteristicas bioquimicas que
sugieren pertenecer a los Enterobacteriales, y se sugiere la identificacién por métodos moleculares y
de secuenciacion para confirmar los hallazgos.

Palabras clave —Bacterias, infecciones hospitalarias, hospital veterinario de grandes especies,
pruebas bioquimicas, técnicas moleculares,  microorganismos, Enterobacteriales, métodos
moleculares, secuenciacion.

Abstract — The aimof this project is the intentional search and identification of bacterias that can
cause Hospital-Acquired Infectionson surfaces and inanimate objects from a Large Animal
Veterinary Hospital. Aditinally, we describe the preparation methods for different culture media used
for is olation and growthof microorganisms and the subsequentindent ification with biochemical and
molecular technigques.Using esteriles wab different areas from the hospital weresampled. Different
microorganismos wasisolated with Enterobacterial bichemical characteritics, it is suggested it
sidentification with molecular and sequencing methods tocor firm this findings.

Keywords — Bacteria, hospital infections, large species veterinary hospital, biochemical tests,
molecular techniques, microorganisms, Enterobacteriaceae, molecular methods, sequencing
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l. INTRODUCCION.
La epidemiologia generalmente ha sido considerada una disciplina atil solamente para
aquellos que trabajan en actividades de salud publica. Esta es una ciencia relacionada con
las circunstancias bajo las cuales los animales se enferman o permanecen enfermos v,
para remediar esto, es basico alterar estas circunstancias de manera de proteger al animal
de una recurrencia de la enfermedad. (Acha, 1964)

El diagnéstico de las enfermedades infecciosas se basa en una historia clinica completa
con la busqueda de factores de riesgo epidemiolégicos que orientan, localizan y permiten
establecer un diagnéstico de sospecha. (Garcia Palomo et al., 2010)

Las infecciones nosocomiales representan un problema de gran importancia clinica y
epidemioldgica debido a que condicionan mayores tasas de morbilidad y mortalidad, son
aquellas donde se lleva a cabo la multiplicacion de un patégeno en el paciente o en el
trabajador de la salud que puede o no dar sintomatologia, y que fue adquirido dentro del
hospital o unidad médica. Son de gran importancia en medicina humana pero aun se
desconoce cuadl es su papel en medicina veterinaria.(Aarén et al., 2021)

Las bacterias son consideradas como los agentes nosocomiales de mayor importancia, ya
gue son responsables del 90% de estas. Entender el papel que juegan los equipos
hospitalarios y el ambiente con respecto al mantenimiento de infecciones nosocomiales y
la transmision es crucial, por lo cual se plateé el objetivo de identificar la presencia de
bacterias asociadas a infecciones hospitalarias en ambientes y superficies de un hospital
veterinario universitario.(Arroyave et al., 2019)

l. MARCO TEORICO

El estudio de las infecciones nosocomiales es un tema de gran relevancia mundial, su
importancia se manifiesta siglos atras. Su frecuencia se incrementa como consecuencia de
los avances tecnoldgicos de la medicina y al aumento de la resistencia bacteriana de los
patégenos nosocomiales, dependiendo de los hospitales y de los servicios. Se denomina
infeccién nosocomial a aquella que no estaba presente ni estaba incubando en el momento
de ser admitido el paciente en un hospital. De forma arbitraria, se establece un plazo de 48
— 72 horas como minimo necesario para considerar la infeccién como “adquirida en el
hospital’. Se considera asi mismo que un paciente tiene infeccion nosocomial 48 horas
después de dada el alta hospitalaria. Para que una infeccién ocurra se requiere de varios
factores: numero suficiente de microorganismos patégenos, huésped susceptible, un
ambiente que permita entrar en contacto con el huésped.(Mejia, s. f.)

I. MATERIALES Y METODOS
A. Preparacion de medios

Se llevé a cabo la preparacién de diferentes tipos de medios de cultivo: Mc Conckey, Agar
sangre, Bard Parker, Test DNAsa, Sal y Manitol, Citrato de Simmons, Caldo Urea, Malonato,
TSI, siguiendo las instrucciones del fabricante en cuanto a cantidades y condiciones de
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temperaturas de calentamiento y esterilizacién. Obteniendo alrededor de 30-35 cajas o
tubos por medio de cultivo.

B. Muestreo de areas de Hospital Veterinario de Grandes Especies (HVGE)
Se acudio al HYGE en Campus Amazcala.

Las muestras fueron tomadas utilizando hisopos estériles humedecidos con Agua
Peptonada Amortiguada estéril o solucién salina estéril para posteriormente deslizar el
hisopo por las superficies que se desean muestrear. Una vez tomada la muestra se depositd
el hisopo dentro del tubo estéril que contenia el medio de transporte para mantener la
viabilidad de los microorganismos, eliminando con tijeras la parte del hisopo que toco el
analista. El hisopo se utilizar4 para realizar la descarga en cada agar. Durante todo el
procedimiento el personal analista que tomd las muestras uso guantes, cubre bocas y gafas
de seguridad. Los sitios para muestrear se tomaron basados en el croquis del hospital
(Figura 1). Las areas muestreadas fueron:

e 11. Quiréfano de equinos (Manija, escotilla, puerta de acceso, mesas de material, y
uso general, lamparas, mangueras, monitores, interruptores)

e 06. Vestidor (Manija, apagador)

e (07.Area de lavado cirujanos (Tarja, botella de jabdn, interruptor, manija de puerta)

e 17.Quirofano bovinos (Rumiantes) (Manijas, interruptores, mesas de material y uso
general, casilleros, planchas de cirugia, tarja)

¢ 08.Farmacia (casilleros, interruptor, manija, mesas, vitrina)

e 15.Area lavado Cirujanos (Tarja, botella de jab6n, manija de acceso)

Los tubos con muestras seran identificados con etiquetas las cuales corresponderan al
namero de folio de la hoja identificadora de cada muestra. (Figura 2).

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO Folio: HVGE-11-01 (Eiemplo)
Facultad de Ciencias Naturales

Proyecto: Identificacion de Bacterias Nosocomiales en Hospitales Veterinarios
Responsable del Proyecto: Dr. Diego Josimar Hernandez Silva

Fecha: Lugar de muestreo:

Nombre analista:

Area de muestreo (nimero y nombre del drea):

Describa el objeto o superficie que se
muestreo

Observaciones

Figura 1. Croquis del hospital
veterinario de grandes especies.

Figura 2. Etiquetas para identificar los
tubos con muestras.

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron cultivadas por estria en cuatro cuadrantes
en los siguientes medios de cultivo respetando el siguiente orden:

1) Agar Sangre
2) Mc Konkey.
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Al terminar de sembrar las muestras, se colocaron las cajas de Agar Sangre dentro de un
recipiente con tapa y se introdujo un tubo con &cido acético y bicarbonato de sodio, para
generar un ambiente de CO2.

C. Incubacién
Se incubaron a 37° C y se observo el crecimiento.
D. Tincion de Gram

En las cajas donde se observo crecimiento, se procedio a clasificar las colonias de acuerdo
con sus morfologias y se les asigné una numeracion (Ej.: 1, 2, 3, etc.).Ya clasificadas las
colonias se realizé una tincion de Gram a cada una de ellas.

Se etiqueto el portaobjetos con el folio correspondiente del muestro y el nUmero de colonia.
Se consideraron a los cocos Gram+ y bacilos Gram- para someterlos a pruebas
bioquimicas.

1) COCO GRAM +

Se sometid a la prueba de catalasa, si el resultado fue positivo se resembro en los medios
Sal y Manitol, Test DNAsa y Barid Parker

2) BACILO GRAM-

Se sembraron en los medios TSI, LIA, MIO, Simmons, Malonato y Urea para realizar una
identificacion por medio de pruebas bioquimicas, después se resembraron en medio Mac
Conkey en un solo cuadrante, tendiendo un total de 4 diferentes colonias por caja.

E. Pruebas bioquimicas.
La interpretacion de los resultados de las pruebas bioguimicas se bas6 de acuerdo
a la lectura de la Tabla 1.

Produccion de
Indol
HiS (TS
Citrato de Simmons
isimdescrbonilsa + v - - - . v -
Arginina dehidrolasa~ ~ v - - - - - - v
Omiin descarbobss +
Hidrolisis de Urea
Utilizacién Malonato
Gas de Glucosa
Fermentacion de:

Lactosa
Sorbitol
Arabinosa v + + = = Y X =
Sacarosa
Manitol
Dulcitol
Adonitol
Tnositol
Rafinosa
Motilidad (36°C)

(+) positivo; (-) negativo; (v) variable

Tabla 1. Pruebas bioquimicas.

F. Técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se sometieron los aislados de interés a la técnica de PCR punto final para obtener el
gen de interés amplificado de los microorganismos aislados utilizando cebadores
universales (U3 y U5 como Forward, y U4 como Reverse).(Aguilera et al., 2014)
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II. RESULTADOS

Durante las pruebas realizadas se evidenci6 la presencia de microorganismos viables y
con potencial nosocomial en algunas de las superficies muestreadas de las seis areas
evaluadas en el hospital veterinario. En total se obtuvieron 11 microorganismos aislados de
verdadero interés, como se muestra en la Figura 3 . Los cuales fueron seleccionados de
acuerdo con las diferentes pruebas a los que fueron sometidos. Se examinaron las
muestras de PCR con la técnica de electroforesis con la ayuda de un marcador de talla
molecular (Bio-33025) para intentar identificar los microorganismos de interés. Las pruebas
realizadas con la técnica de PCR se lograron observar libres de contaminantes, a pesar de
lo complicado que puede ser respecto a los cebadores universales utilizados. Con respecto
a las lecturas de pares de bases que se pudieran mostrar de las muestras de los aislados
de interés, no se lograron leer con claridad en las pruebas realizadas (Figura 4)

Figura 3. Tinciones de microorganismos aislados del muestreo del hospital
veterinario de grandes especies.

V. ANALISIS DE RESULTADOS

Se lograron encontrar bacterias que pertenecen a los Enterobacteriales que generalmente
son las que presentan multirresistencia. Se confirma de manera parcial la presencia de un
riesgo para los pacientes de este hospital por lo que se sugiere continuar con la
identificacion molecular por medio de la secuenciacion del gen 16s del RNA ribosomal y la
caracterizacion de los perfiles antimicrobianos.

kil W W o ﬂ’ TSR i g ot
x -
- . ’
» ® ® Ps
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Figura 4. Lectura de geles de agarosa de la electroforesis de los microorganismos aislados con cebadores U; U, y U, Us ,

respectivamente.
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V. CONCLUSIONES

La presente investigacibn muestra un panorama de puntos criticos donde pueden ser
localizados pat6genos nosocomiales de interés. Cabe hacer notar las diferencias por el tipo
de tematica en los hospitales veterinarios. Esto se debe a la manera distinta de llevar a
cabo los procedimientos por parte del personal y al tipo de infecciones nosocomiales que
se puedan enfrentar los pacientes. Una debilidad del presente analisis es que no se cuenta
con la informacion especifica de ciertos microorganismos que se lograron aislar, por lo que
el siguiente paso es mandar a analizar al Hospital Infantil de Morelia “Eva Sdmano de Lopez
Mateos”.
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Resumen — El uso de insectos comestibles ha incrementado en la dieta humana, en especial el uso
de harina de grillo (Acheta domesticus, AD), debido a su alto valor nutricional. Por consiguiente, el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el impacto de una dieta alta en fructosa y grasas saturadas,
y suplementada con harina de AD sobre el estrés oxidativo en higado de ratas. Para el estudio del
modelo in vivo, una dieta alta en fructosa y grasas saturadas fue suplementada con 4% y 8% de harina
AD. La dieta suplementada con 8% de harina de AD present6 los mejores resultados en los tres
parametros de estrés oxidativo, oxidacion de lipidos, proteinas y niveles de colesterol hepatico. La
reduccion del colesterol total y la mejora en marcadores de estrés oxidativo en higado en los animales
gue consumieron AD, demuestra el potencial que tiene la harina de AD contra el estrés oxidativo
inducido por la dieta.

Palabras clave — acheta domesticus, estrés oxidativo, actividad antioxidante.

Abstract — The use of edible insects has increased in the human diet, especially the use of cricket
flour (Acheta domesticus, AD), due to its high nutritional value. Therefore, the present work aimed to
evaluate the impact of a diet high in fructose and saturated fats supplemented with AD flour on
oxidative stress in rat liver. For the in vivo model study, a diet high in fructose and saturated fat was
supplemented with 4% and 8% AD flour. The diet supplemented with 8% AD flour presented the best
results in the three parameters of oxidative stress, lipid oxidation, proteins and liver cholesterol levels.
The reduction of total cholesterol and the improvement in markers of oxidative stress in liver in animals
that consumed AD, demonstrates the potential that AD flour has against diet-induced oxidative stress.

Keywords — acheta domesticus, oxidative stress, antioxidant activity.
I.  INTRODUCCION

Cada afio la poblacion mundial aumenta de forma exponencial, las Ultimas proyecciones
sugieren que la poblacion mundial alcanzar4 9,700 millones para 2050 [1]. Como
consecuencia, para 2050 la produccién de alimentos tendrd que aumentar el 60% para
poder alimentar a 9,700 millones de personas [2]. Sin embargo, por el estado critico de
nuestro planeta no es viable esta produccién masiva de alimentos. A causa de esto, se ha
tenido que buscar alternativas para alimentos con alta calidad nutricional que sean
sostenible para el medio ambiente, haciendo que los insectos sean una buena alternativa.
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El consumo de insectos en la dieta humana ha existido desde hace 7000 afios y
actualmente hay aproximadamente 2300 especies de insectos comestibles en el mundo [3].
Sin embargo, recientemente el interés por los insectos comestibles ha aumentado
rapidamente debido a su alto valor nutricional y el menor impacto ambiental de su
produccion [4]. Los grillos han destacado como los insectos mas consumidos en todo el
mudo puesto que tiene un contenido proteico alto entre 55 - 73%, lipidos, fibra y vitaminas
[5]. Actualmente la literatura ha reportado que los grillos poseen propiedades antioxidantes
las cuales ayudan a controlar la obesidad [6]. Por ejemplo, Quinteros et al reportaron que
el concentrado de proteina de la especie de grillo Gryllus assimilis, presentd una alta
actividad antioxidante (28,062 - 70,034 umol TE/g CPC) [6].

Por otra parte, Acheta domesticus (AD) es una de las especies de grillo mas preferida para
la produccion a gran escala puesto que es facil de producir por sus costos bajos y ademas
de que tiene varias ventajas sobre otras especies de grillos como el grillo Gryllus
bimaculatus [7]. Un estudio realizado por Navarro del Hierro et al, reporta que AD extractos
presentaron actividad antioxidante [8]. Investigaciones recientes del grupo de trabajo del
laboratorio de la Dra. Rosalia Reynoso-Camacho, han demostrado que la suplementacion
con harina de AD al 4 y al 8% en una dieta alta en grasa y fructosa pueden disminuir la
resistencia a la insulina y la ganancia de peso en ratas winstar. Sin embargo, actualmente
las investigaciones sobre los beneficios del consumo de harina de AD sobre el estrés
oxidativo son limitadas. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion es evaluar el
impacto de una dieta en grasa y fructosa, suplementada con harina de AD sobre el estrés
oxidativo, como la oxidacion de proteinas y lipidos.

ll. MATERIALES Y METODOS

A. Procedimiento experimental in vivo

Se usaron ratas Wistar macho de edad de seis semanas, con pesos 160-200 g, del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Autbnoma de México (UNAM, Querétaro,
México). Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a cuatro grupos experimentales. El
grupo control sano fue alimentado con una dieta estandar (DS) (Rodent Lab chow 5001,
Purina). El segundo grupo fue alimentado con una dieta alta en fructosa y grasas saturadas
(DAFG) que consiste en 60% dieta estandar, 20% manteca de cerdo, 20% fructosa, 0.03%
minerales y vitaminas. El tercer y cuarto grupo fueron alimentados con DAFG mezclada con
harina comercial AD al 4% y 8% (DAFG + 4% y DAFG + 8%). Al completar las 16 semanas,
después de ayuno durante la noche, las ratas fueron sacrificadas por medio de
decapitacién, se recolecto6 sangre y tejidos adiposos blancos de los tejidos adiposo visceral,
epididimos y retroperitoneales. Todos los tejidos fueron lavados con solucién salina al 0.9%
y pesados.
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B. Determinacion de lipidos oxidados

Para la extraccion de lipidos oxidados, 50 mg de higado congelado se homogenizaron
siguiendo la metodologia de Folch [9]. Se separ6 la fase organica del sobrenadante. Para
realizar la prueba de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico se us6 la metodologia
descrita por Wright et al [10]. Se agregaron 0.3 ml de 5 N HCl y 0.625 ml de acido
tricloroacético al 40 %. Se agreg6 0.625 ml de &cido tiobarbiturico 2 % y las muestras se
incubaron a 90 °C por 20 minutos. Después, las muestras se colocaron en hielo por 5
minutos y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 minutos. Para determina la
concentracion de lipidos oxidados se midié a 523 nm y usando el coeficiente de extincion
molar 1.56 x 10> M~1cm™!.

C. Determinacién de proteina oxidada

Para la extracciéon de proteina, 150 mg de higado congelado se homogenizaron usando 1
mL de buffer de lisis. Se centrifugaron a 11,000 rpm a 4 °C por 10 minutos, después en el
sobrenadante se cuantificé el contenido de proteina usando el método de Bradford [11].
Muestras con aproximadamente 2 mg de proteina fueron pipeteadas en microtubos y se
secaron. Después, se agregaron 500 pL de 10 mM 2,4-dinitrofenilhidrazina en 2 M HCI. Las
muestras se dejaron una hora a temperatura ambiente agitando en un vortex cada 15
minutos. Se agregaron 500 uL de 20 % acido tricloroacético y se centrifugaron a 11,000
rpm por 3 minutos. El precipitado se lavé 3 veces con 1 ml de etanol:acetato de etilo (1:1),
se centrifug6 entre cada lavado. La proteina precipitada se disolvié en 0.6 mL de 6 M de
guanidina HCI, 20 mM fosfato de potasio y se colocé en un bafo ultrasénico
aproximadamente 30 minutos. Se centrifugé a 11,000 rpm por 3 minutos para separar la
proteina insoluble. Se midié a 370 nm y se calculé la concentracion usando el coeficiente
de extincion molar 22,000 M~tcm™1.

D. Determinacién de nivel de colesterol

Se procesaron 50 mg de higado congelados se homogenizaron siguiendo la metodologia
de Folch [9]. Se separ6 la fase organica del sobrenadante y se cuantific6 usando un kit de
determinacion cuantitativa de colesterol (Spinreact, Vall D’En Bas, Girona, Espafa).

. RESULTADOS

Se realizaron mediciones de diferentes parametros de estrés oxidativo en higado de rata,
ya que se buscaba conocer qué efectos tiene el consumo de harina de AD en una dieta alta
en grasay fructosa. El primer pardmetro que se midi6 fue el peso del higado presentado en
Figura la y el peso relativo presentado en Figura 1b. Los deméas parametros que se
midieron fueron peroxidacion lipidica presentado en Figura 2, oxidacion de proteinas
presentado en Figura 3 y nivel de colesterol en el higado presentado en Figura 4.
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Fig. 1. Efecto de dieta alta en fructosa y grasas saturadas suplementada con AD a) peso
de higado de rata y b) peso relativo de higado de rata.
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Fig. 2. Efecto de dieta alta en fructosa y grasas saturadas suplementada con AD sobre la
peroxidacion lipidica de higado.
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IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados de la medicién de los pardmetros de estrés oxidativo, indican que
hubo un efecto positivo tras suplementar una dieta alta fructosa y grasa con harina de
AD. Figura la muestra de manera visible que solo la dieta suplementada con 8% de
harina de grillo disminuyé el peso del higado. Ademas, se puedo observar que la
suplementacion de 4% de harina de AD pudo prevenir el aumento del peso del higado,
manteniendo un peso similar al del grupo DS. Por otra parte, en Figura 1b se puede
observar que la suplementacion de 8% de harina de AD resulté en el peso relativo mas
bajo y el grupo DS obtuvo el peso relativo mas elevado [12]. En base a estudios
realizados, el alto contenido de fibra baja el peso corporal lo cual causa que el peso
relativo del higado disminuye, asimismo el alto contenido de proteina también disminuye
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el peso relativo del higado [13].

De acuerdo con Figura 2, se puede observar que el grupo con suplementacion de 8% de
harina de AD tuvo la concentracién de peroxidacion lipidica mas baja. De igual forma, la
dieta suplementada con 4% de harina de AD se mantuvo en una concentracion similar a
la del grupo DS. Los resultados obtenidos se pueden atribuir a las propiedades
antioxidantes que la harina de AD contiene las cuales contribuyen a inhibir la propagacion
de la peroxidacién de lipidos. Del mismo modo, los resultados presentados en Figura 3
se puede atribuir a las propiedades antioxidantes de la harina de AD. En Figura 3 se
puede observar una concentracion de oxidacion de proteinas baja de la dieta
suplementada con 8% de harina de AD. Ademas, una concentracién similar de la dieta
suplementada con 4% de harina de AD con el grupo DS, lo cual muestra que la harina
AD tiene las propiedades necesarias para prevenir el dafio oxidativo de proteinas y lipidos
causados por una dieta alta grasa y fructosa.

En la Figura 4, se muestra de manera visible que la dieta suplementada con 8% de harina
de AD, disminuy6 la concentracién de colesterol en el higado, y de la misma forma, el
grupo con suplementacion de 4% de harina de AD tiene una concentracion menor que
el grupo DS. Estos resultados se pueden atribuir a las propiedades de la harina de AD,
estudios reporta que la quitina podria ayudar a reducir el colesterol total y el colesterol de
lipoproteina de baja densidad (C-LDL) [14]. Por otra parte, a la fibra soluble (1.3%) se le
atribuye una capacidad para disminuir los niveles de colesterol total y C-LDL [15].

V. CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos en la presente investigacién podrian respaldar que suplementar
una dieta alta en grasa y fructuosa con harina de AD puede atribuir beneficios positivos,
puesto que tiene resultados positivos sobre los diversos pardmetros de estrés oxidativo.
Por lo tanto, se puede concluir que el consumo de AD en especial la suplementacién de 8%
de harina de AD es importante para reparar dafios oxidativos y reducir el colesterol hépatico.
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Resumen — El uso de nanoparticulas tiene multiples aplicaciones y potencial en el area agricola. Se
han reportado efectos beneficiosos al aplicarse nanoparticulas en la germinacion de semillas,
resultando en una mayor velocidad de germinacién. Sin embargo, adn faltan pruebas para determinar
sus efectos y seguridad en cultivos. La semilla de chia resulta de gran valor nutricional y versatilidad
para su uso en distintos alimentos para consumo humano y animal. En este trabajo se realiz6 la
germinacion de semillas de chia con tratamientos con NPs de TiO; y Au-TiO, para evaluar sus
efectos. Se obtuvo un mayor porcentaje de germinacién con los tratamientos de NPs, ademas se
determinaron los fenoles totales con reactivo Folin dando cantidades mayores en plantas con
tratamientos de NPs.

Palabras clave — Chia, nanoparticulas, germinacion, fenoles.

Abstract — The use of nanoparticles has multiple applications and potential in the agricultural area.
Beneficial effects have been reported when nanoparticles are applied to seed germination, resulting
in a higher germination speed. However, tests are still lacking to determine its effects and safety in
crops. Chia seed is of great nutritional value and versatility for use in different foods for human and
animal consumption. In this work, chia seeds were germinated with TiO, and Au-TiO> NPs
treatments to evaluate their effects. A higher germination percentage was obtained with the NPs
treatments, and total phenols were determined with Folin reagent, giving higher amounts in plants
with NPs treatments.

Keywords — Chia, nanoparticles, germination, phenols.

I.  INTRODUCCION

La nanotecnologia y los materiales que con ella se crean han llamado la atencién por su
potencial de aplicacién en diversos campos como el ambiental, alimenticio, agricultura, etc.
En el &rea agricola se ha planteado su uso como potenciadores de fertilizantes, utilizacion
eficiente de agua, proteccion contra insectos y enfermedades, y sensores. Esto conlleva
primeramente, el conocimiento de los efectos de estos materiales en las distintas etapas de
vida de las plantas. Se requiere la experimentacion exhaustiva que permita determinar el
tipo de nanoparticula, la concentracion, tamafio y forma de aplicacion adecuada [1,2].
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La fase inicial y de gran importancia en un cultivo es la germinacion de las semillas; la
calidad y condiciones de desarrollo de éstas determinara su posterior desarrollo como
planta adulta y, por lo tanto, el rendimiento que llegue a presentar. La mayoria de los
estudios reportan efectos positivos en la germinacién con una mayor emergencia y
uniformidad debido principalmente a la penetracion de nanomateriales en la semilla, que
aumentan la imbibicién de agua y micronutrientes, acelerando la degradacion de reservas,
y beneficiando a las primeras etapas del proceso germinativo [1].

El TiO,, es una sustancia inorganica, soélida, de color blanca, es térmicamente estable, no
inflamable, poco soluble y no es considerada peligrosa por la ONU y el Sistema
Globalmente Armonizado de la Naciones Unidas de Clasificacion y Etiquetado de Productos
Quimicos (SGA) [3]. Como nanomaterial es ampliamente utilizado y en germinacion de
semillas no es la excepcion, ya que se han reportado que puede aumentar la absorcion de
nutrientes aprovechables por la semilla, mejorando la velocidad de germinacion [4]. El
hecho de poder adicionar otros materiales al TiO, abre la posibilidad a nuevos e incluso
mejores efectos en la germinacion de semillas.

La chia (Salvia hispanica) es cultivo que cada vez se usa mas y que tiene gran potencial.
Es ideal para enriquecer gran cantidad de productos como férmulas para bebés, alimento
para animales, barras nutritivas, entre otros. De entre sus compuestos de importancia se
encuentran antioxidantes fendlicos tales como acidos clorogénico y cafeico y flavonoles
(miricetina, quecetina y kaempferol). La importancia de los mismos radica en su proteccién
frente a la oxidacion lipidica que afecta tanto la calidad de los alimentos como la salud de
los consumidores [6]. Algunos compuestos fendlicos son de gran importancia para consumo
humano, tanto por valor nutricional como funcional, ademas de que el conocer cuales y de
gué manera se encuentran en cierto cultivo permite saber si el cultivo se encuentra en
buenas condiciones [5].

En este trabajo se plantea un sistema de germinacion de semillas de chia usando dos
soluciones de nanoparticulas a partir de TiO, para observar el efecto de estas a nivel
morfolégico y de compuestos fendlicos.

II. METODOLOGIA

2.1 Germinacion de semillas de chia

Para la parte de germinacion de las semillas se necesité de soluciones de TiO, y Au-TiO>
sintetizadas por método sol-gel a una concentracién de 50 mg/L [7].

Se realiz6 la germinacion de las semillas de chia en charolas de germinacion colocando
alrededor de 5 semillas por pocillo y también en pequenos baldes sin separacion entre
semillas. Para ello se realizaron tres germinados:

1. Control. Semillas sin ningln tipo de tratamiento.

2. Pretratamiento con TiO,. Semillas que se dejaron remojando en solucién de TiO» (50
mg/L) durante 24 horas previas a su siembra.
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3. Pretratamiento con Au-TiO,. Semillas que se dejaron remojando en solucion de Au-TiO2
(50 mg/L) durante 24 horas previas a su siembra.

Posterior a su siembra, todas las semillas se regaron con agua corriente cada tercer dia.
Las plantas recolectadas se liofilizaron, se machacaron obteniendo 200 mg de muestra y
se obtuvo un extracto de los compuestos mediante el uso de metanol como solvente. Este
extracto es el que se utilizé para la prueba de determinacion de fenoles totales.

2.2 Determinacién de fenoles totales

La determinacion se realiz6 a partir de la cuantificacién espectrofotométrica UV-Vis, usando
una curva de calibracion de é&cido galico como referencia. Se preparé una curva de
calibracién a partir de una solucién de acido galico, agua destilada, Folin, y Na,CO3; en
distintas concentraciones. Estas se dejaron reposar dos horas y se leyé su absorbancia.

Posteriormente, para cada una de las muestras (control, pretratamiento con TiO; y
pretratamiento con Au-TiO2) se colocaron, en tubos Eppendorf, 40 puL del extracto, 460 uL
de agua destilada, 250 pL de Folin y 1250 uL de Na,COs. Se agitaron los tubos en vortex y
se dejaron reposar 2 horas en oscuridad. Transcurrido el tiempo se colocaron en una placa
de 96 pozos, 200 pL de cada muestra y de las soluciones para la curva de calibracion. Se
leyé la absorbancia a 760 nm. Se analizaron los resultados obtenidos con base en la curva
de calibracién y con unidades de mg equivalentes de &acido galico.

II. RESULTADOS Y DISCUSION

Entre los distintos tipos de germinacion empleada, las de TiO, presentaron un mayor
crecimiento en tamafio y cantidad, seguidas por las de Au-TiO: y finalmente las plantas
control (Fig. 1). En cuanto al proceso de germinacion, aquellas semillas que recibieron el
tratamiento con TiO, presentaron un mayor crecimiento en cuanto a elongacion de la planta,
seguido, sin diferencias muy significativas, de las semillas con tratamiento con Au-TiO; y
finalmente las semillas control, de las cuales si hubo una considerable reducciéon en el
namero y tamafio de plantas; todo esto dentro del mismo tiempo a los 15 dias de su
siembra.

Asimismo, las plantas con tratamientos de nanoparticulas presentaron hojas primordiales
de mayor tamafio y presencia de hojas vegetativas en menor tiempo gue las plantas control.
En cuanto a otras caracteristicas morfolégicas como color, forma de las hojas y raices no
se observaron diferencias significativas. En algunas de las plantas tratadas con NPs se
present6 palomilla blanca, sin embargo, fue en muy pocas plantas, lo que no interfiri6 con
las pruebas posteriores. En este caso el estrés causado por las nanoparticulas resultd
beneficioso en la germinacion y crecimiento de la plantula lo que coincide con el trabajo de
Gordillo-Delgado et al. [8] que evalué el efecto de nanoparticulas de Ag-TiO» en semillas de
espinaca y donde menciona que el efecto positivo podria estar asociado a la generacién de
especies reactivas de oxigeno, a la actividad antimicrobiana, al aumento de los atributos
bioguimicos, a la actividad enzimética o a la mejora de la absorcion de agua. En este trabajo
se manejo la misma metodologia de remojar las semillas antes de su siembra, solo que se
realizo por periodos de 2 horas durante 3 dias.
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Fig. 1. Plantas de chia germinadas. a) Plantas control a los 15 dias de germinacion. b)

Plantas con pretratamiento de TiO2 y Au-TiO; a los 15 dias de germinacién. c) Plantas

control de chia recolectadas. d) Plantas con pretratamiento de TiO2 y Au-TiO;
recolectadas.

En el trabajo de Feizi et al. [9] se evalud el impacto de TiO. a granel y nanoestructurado en
germinacion de semillas de trigo, viendo mejores resultados de crecimiento en las semillas
con TiO2 nanoestructurado a bajas concentraciones de hasta 10 ppm. Se hace mencién de
la importancia de las concentraciones, ya que a concentraciones elevadas puede haber una
inhibicion de la semilla; el tratamiento también se realizé remojando las semillas. En caso
contrario, en el trabajo de Basahi [10] se reportaron efectos negativos en la germinacion
por parte del TiO,, asi como estrés oxidativo, afectaciones del peso seco y las actividades
de las enzimas. Para la germinacion se dejaron las semillas en papel humedecido con la
solucion de nanoparticulas a concentracion de 50 mg/L. A pesar de los efectos negativos
mencionados, también se sefiala que existieron algunos efectos positivos, pero varian
significativamente en funcion de la dosis y del tiempo de tratamiento.

Posteriormente se realizé el extracto de las plantas de cada tratamiento y a estos se les
determinaron los fenoles totales por triplicado mediante la medicién de su absorbancia
(Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados de las mediciones de absorbancias de las muestras. mg eq. ac.
galico/100g: miligramos equivalentes de acido galico por cada 100 g de muestra.

mg eq. ac.

Chia Absorbancia galico/100g Promedio
0.0552 1973.9

Control 0.0627 2136.9 2017.3
0.0537 1941.3
0.0706 2308.6

TiO2 0.0544 1956.5 2096.3
0.0575 2023.9
0.0770 2447.8

Au-TiO2 0.0851 2623.9 2568.1
0.0855 2632.6

En cuanto a la determinacion de fenoles totales, las plantas con tratamiento de Au-TiO;
presentaron una mayor cantidad, seguidas de las tratadas con TiO; y el control, estas dos
Ultimas sin mucha diferencia entre ellas. En el trabajo de Alasalvar et al. [11] en el que se
hace una revision bibliografica de los compuestos de varias semillas, entre ellas la chia, se
menciona que las semillas tienen entre 970 y 1422 mg de equivalentes de &c. galico/100g,
mientras que el aceite de chia tiene entre 73 y 486 mg de equivalentes de &c. galico/100g.
Cabe destacar que estos valores se aplican a la semilla y durante la germinacién ocurren
una serie de procesos que llegan a afectar la cantidad y el tipo de compuestos fendlicos
presentes, por lo que se deben tomar en cuenta valores para las plantas o plantulas de
chia. En el trabajo de Abdel-Aty et al. [12] se realiz6 la medicion de fenoles totales durante
varios dias de germinacioén, teniendo su maximo a los 7 dias con 9 mg de equivalentes de
ac. galico/g (900 mg de equivalentes de ac. galico /100g). Existe una gran diferencia entre
los valores obtenidos en este trabajo y el obtenido en el trabajo de Abdel-Aty et al. [12], sin
embargo, se debe considerar que las diferencias en los contenidos fendlicos podrian
deberse a la especie de chia cultivada como factor principal, ademas de las condiciones de
germinacion como la temperatura, la humedad, la luz y el tiempo como factores menores;
asimismo se considera el tipo de proceso usado para la extraccién de los compuestos
fendlicos como prensado en frio, refinado y extraccion con fluidos supercriticos, entre otros
[11,12].
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En este trabajo la germinacion se llevd a cabo en tierra, lo que puede influir en la cantidad
de fenoles por la disponibilidad de nutrientes (por ejemplo en las plantas control), ademas
este aumento de la cantidad de compuestos fendlicos a tantos dias de la germinacion podria
atribuirse al tratamiento con NPs, ya que esto mismo puede observarse en el trabajo de
Rivera-Guitierrez et al. [13] en donde se aplicaron NPs de ZnO por aplicacién foliar y se
observé un incremento de los fenoles a diversas concentraciones, siendo la de 50 mg/L la
de mayor incremento. También el trabajo de Nourozi et al. [14] se observé un aumento en
la cantidad de fenoles de importancia clinica de hasta 70 veces con una concentracion de
50 mg/L de TiO.. En el trabajo de Jurkow et al. [15] se aplicaron NPs de platino, plata y oro
de manera foliar en lechuga y se observéd un incremento de compuestos fenélicos en un 15
al7%.

V. CONCLUSIONES

El efecto de las nanoparticulas de TiO; y Au-TiO; a concentracion de 50 mg/L presentd
resultados positivos en la germinacion de semillas de chia, generando una mayor velocidad
de germinacién y mayor elongacion de las plantulas, sin diferencias significativas entre
resultados de ambos materiales.

La cantidad de fenoles totales se vio incrementada derivado de las condiciones de siembra
y con el posible efecto positivo de incremento por parte de las nanoparticulas. Se mostré
un buen desempefio del uso de nanoparticulas a la concentracion mencionada en la
germinacion sin efectos negativos para la planta durante las primeras semanas de
desarrollo.
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Resumen — EI presente trabajo es una revision sobre el género Bacillus. Este género se encuentra
ampliamente distribuido en diversos ambientes como agua Yy suelo debido a su amplia versatilidad
metabdlica y la presencia de una estructura de resistencia la capacidad de diferentes metabolitos, como lo
son la produccion de fitohormonas como las auxinas, el control biolégico mediado por la produccién de
antibidticos, sider6foros y enzimas liticas para diferentes tipos de hongos fitopatdgenos, como
Colletotrichum. Creando asi la pudricion de frutos y necrosis en hojas.

Palabras clave — Control Biologico, Bacillus subtilis, Colletotrichum.

Abstract — This paper is a review of the genus Bacillus. This genus is widely distributed in diverse
environments such as water and soil due to its metabolic versatility and the extensive presence of a resistance
structure, the capacity of different metabolites, such as the production of phytohormones such as auxins,
biological control mediated by production of antibiotics, siderophores and lytic enzymes for different types of
phytopathogenic fungi, such as Colletotrichum. Thus creating fruit rot and leaf necrosis.

Keywords — Biological control, Bacillus subtilis, Colletotrichum.

I. INTRODUCCION

La utilizacién de microorganismos en el control biolégico de patégenos es una alternativa
eficiente y ecoldgica, bacterias del género Bacillus presentan potencial debido a su
capacidad para ejercer actividad antagdnica mediante competencia, produccion de
antibiéticos y producciéon de enzimas liticas [1]. Los microorganismos antagonistas tienen
la capacidad de ejercer un efecto de control sobre diversos patégenos y se han empleado
para controlar enfermedades en frutos y hortalizas. Bacillus subtilis presentan un alto grado
de tolerancia a factores ambientales y ha sido utilizado como biocontrol de muchos hongos
fitopatdgenos. [2] Teniendo por objetivo implementar bacterias Bacillus subtilis como un
factor antagoénico frente a un hongo fitopatégeno que afecta a arboles de chirimoyo (Annona
cherimola) ubicados en la sierra de Pénjamo, buscando contrarrestar el problema agricola
gue esto conlleva, es decir, pérdida de cultivos y dafios ecoldgicos que afectan el
ecosistema de la sierra y la economia de la poblacién [1].
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Il. MARCO TEORICO

Entre las caracteristicas del género Bacillus destaca su crecimiento aerobio o en ocasiones
anaerobio facultativo, Gram positivas, morfologia bacilar, movilidad flagelar, y tamafio
variable (0.5 a 10 ym), su crecimiento 6ptimo ocurre a pH neutro, presentando un amplio
intervalo de temperaturas de crecimiento, aunque la mayoria de las especies son mesobfilas
(temperatura entre 30 y 45 °C), su diversidad metabodlica asociada a la promocion del
crecimiento vegetal y control de patégenos; ademas destaca su capacidad de producir
endosporas (ovales o cilindricas) como mecanismo de resistencia a diversos tipos de estrés
[3]. La produccién de enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular de
agentes fitopatdgenos es uno de los mecanismos de control biolégico mas reportados,
especialmente contra patdgenos de origen fungico, estas enzimas son responsables de la
degradacién de los principales polisacaridos que conforma la pared celular de hongos,
mediante la hidrélisis de sus enlaces glucosidicos [3].

Una de las principales plagas fungosas en anona es la enfermedad antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides) en donde los frutos presentan pequefias manchas
hundidas, necréticas, irregulares, de color marrén oscuro. Un fruto con avanzado estado de
antracnosis presenta fisuras que penetran la pulpa, afectando por tanto la calidad de esta.
También se pueden observar puntos negros formando circulos concéntricos en las lesiones.
Cuando el ataque de un insecto antecede la entrada de antracnosis, generalmente el fruto
gueda momificado en el arbol [4].

lll. MATERIALES Y METODOS

Identificacion de bacterias de la especie Bacillius subtilis

Una muestra de cultivo de maiz fue llevada al laboratorio en la cual se encontré presencia
de Bacillus subtilis y se hizo una identificacién de forma molecular, obteniendo cultivos
puros en cajas Petri. Se tomaron varias muestras para reconocer si la bacteria ain seguia
presente en tal medio, se inocularon 4 cajas Petri de agar nutritivo, dos siendo por estriado
y las otras se colocaron pedazos de agar. Prosiguiendo con la creacion de los reactivos,
para realizar correctamente la tincion de gram y no hubiese resultados incorrectos. Siendo
asi el cristal violeta 0.25 g de este y 100 ml de agua destilada, se colocé en un frasco color
ambar. La safranina por 100 ml, se tomaron 1 g de safranina y alcohol al 50 % y para
finalizar el Lugol, se tomaron 2 g de yodo (l2), 6 g de yoduro de potasio (Kl), agua destilada
100 ml. Las colonias obtenidas de la inoculacion en agar nutritivo fueron descritas
macroscoépica y microscépicamente, tomando en cuenta su aspecto, consistencia, color,
elevacioén, bordes y la forma de bacilo. Estas se rotularon con respeto al dia de inoculacion
y de donde fueron tomadas.
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Identificacion de la enfermedad en los arboles de chirimoyo

Los arboles seleccionados de chirimoyo para ser sometidos al tratamiento con Bacillus
subtilis, fueron analizados a través de observacion de los sintomas presentes en las hojas,
tallos y frutos, haciendo una investigacion bibliografica de las similitudes de los dafios
generados por el hongo fitopatégeno se determind la infeccién por hongo.

Ensayos de exploraciéon respecto al crecimiento en caldo nutritivo expuestos a
diferentes temperaturas

Se prepardé para cada envase 300 ml con 2.3 g de caldo nutritivo, prosiguiendo a
esterilizarlos en el autoclave a 121°C a 15 psi por 15 min, dejando enfriar por unas horas,
una vez que se encuentran a temperatura ambiente se procedié a inocular uno de los
envases, se tomo de una de las cajas Petri ya identificadas, se llevé a cabo en la campana,
de este se tomo con el asa cubierta de la bacteria y se introdujo en el caldo ya estéril, este
llevo a incubacion a una temperatura de 35°C, durante 72 horas. Se procedio a realizar
diluciones para determinacion de concentracion. Se realizaron diluciones de 1/10, 1/100 y
1/1000, tomando 1 ml de la solucién madre, llevandolo a 9 ml de agua estéril, tomando 1
ml de esa solucion y llevandolo a nuevamente a 9 ml de agua estéril y por ultimo se repitid
lo mismo para la ultima dilucién. Se llevo el conteo por medio de la camara de Neubauer,
el cual se obtuvo la concentracion de la dilucion 1/10. Posteriormente se llevé a cabo la
inoculacién de los envases faltantes ya que se conoce el crecimiento con respeto a la
temperatura. 10 de ellos se colocaron dentro de la incubadora y 27 se incubaron a
temperatura ambiente. Lo cual macroscopicamente se observé mayor crecimiento en los
sometidos a 35°C, creando mas precipitado.

Ensayos in vitro de hongos fitopatdgenos y aplicacion de Bacillius spp en arboles de
chirimoyo en la sierra de Pénjamo

Se tomaron muestras de diferentes arboles infectados. Seleccionando 7 arboles con una
separacion de 2 a 3 metros de lo demas arboles de exploracién. Se tomaron muestras de
tierra cerca de las raices, fruto y hojas infectadas. Las muestras fueron antes y después de
agregar el primer tratamiento de Bacillius subtilis. Estas muestras se llevaron al laboratorio,
colocando las muestras que no contenian ningun tratamiento con Bacillius subtilis, en
refrigeracion y los que contenian algun tratamiento con B.subtilis, se mantuvieron a
temperatura ambiente. Se procedid los ensayos con las muestras de la tierra con ningun
tratamiento. Se tomd 1 g de tierra con 9 ml de agua destilada, el cual se mezcl6 hasta lograr
gue se homogeneizara. Por consiguiente, se realizaron diluciones hasta 107°, utilizando
tubos eppendorf con 900 um de agua estéril y tomando 100 um de la muestra madre, estas
diluciones se inocularon en cajas Petri preparadas posteriormente, utilizando agar nutritivo
(AN) y agar papa dextrosa (PDA), para el crecimiento éptimo de bacterias y hongos que se
pudieran encontrar en las muestras. Se rotularon de acuerdo con el arbol de estudio, de
donde provenian y el medio en el cual se inoculaban. Los arboles utilizados para hacer la
experimentacion fueron nombrados como: A1, Az, Az, A4, As, ¥ Ae. LOS primeros 3 fueron
regados con la bacteria (1-3) y los ultimos 3 fueron asperjados en las hojas con B. subtilis.
Se tomaron muestras de suelo, hoja, fruto, posteriormente fueron inoculadas en cajas Petri
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con AN o PDA. La hoja y el fruto, se desinfectaron con cloro al 3% durante 5 minutos,
posteriormente se enjuagaban con agua estéril y se machacaron en un tubo eppendorf con
900 um de agua estéril, esto para que rompiera la membrana de las bacterias u hongos que
se encontraran en su interior y salgan, estas se llevaron hasta una dilucion de 102y se
procedieron a inocular e incubar a 35°C.

Se realiz6 la aplicacién de Bacillius subtilis, se mezclaron 20 | de agua proporcionada, con
3 envases de 300 ml de caldo con concentracién de 3.14x108 UFC/ml. Lo cual al agua
proporcionada se le hizo analisis. Posterior de cada uno de los arboles, se procedi6 a
despejar mas sus raices para colocarle el tratamiento humedeciendo toda la tierra cerca de
las raices, se volvi6 a colocar la tierra cubriendo sus raices y se volvié a color el tratamiento.
Esto se le realizo a 4 arboles, y los otros 3 arboles fue por esparcido, se les coloco el
tratamiento en tronco y hojas.

Ensayos in vitro de antagonismo con hongos fitopatégenos y Bacillius subtilis

Se llevé a cabo pruebas de confrontacion directo por los hongos obtenidas de las muestras
de tierra y hojas. Se inocularon 4 cajas Petri por estriado en Angulo recto, posterior se tomd
un pequefio disco del hongo ya aislado, con ayuda del sacabocado, colocando esta boca
debajo, donde se observe el crecimiento. Por consiguiente, se llevé a incubacién a 35°C
por 72 horas, para desechar cualquier resultado incorrecto.

IV. RESULTADOS

En la Figura 1 se realiz6 la prueba de tincion de gram para la identificacion de Bacillus
subtilis, observando una coloracion violeta, indicando que lo observado microscépicamente
tiene presencia de bacilos gram positivos y confirmando que el cultivo cuenta con las
caracteristicas morfolégicas del Bacillus subtilis.

Fig. 1. A) Cultivo de Bacillus subtilis analizado B) Prueba de tinciébn de gram para identificar
presencia de Bacillus subtilis gram positivo en el cultivo puro inicial.

Se observa en la Figura 3, el total de microorganismos que existen dentro de cada una de
las muestras de estudio, tal y como en el agua con la cual se preparo6 el tratamiento, como
la tierra, hojas y fruto. Se tomaron pruebas antes y después de agregar el primer tratamiento
de Bacillus subtilis. Se tomd como base agar PDA, para lograr facilmente el crecimiento
optimo de los hongos de interés, siendo estos los que crean la decoloracion y putrefaccion
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del fruto al madurar. Al realizar cada una de las pruebas pertinentes, en el agua se
encontraron diversos microorganismos provenientes de la misma familia de Bacillus subtilis,
observandose microscépicamente siendo singulares bacilos, evitando la hipétesis de que
podria alterar el tratamiento empleado. Claramente se puede observar en Figura 4 el
crecimiento mas oOptimo cuando no hay presencia de Bacillius subtilis que cuando se
encuentra esta, el crecimiento de los hongos se ve afectado, gracias a capacidad que tiene
Bacillus subtilis de ser antifingico. Al presentarse el primer tratamiento no se presento la
inhibicion parcial de los hongos, ya que este se debe realizar por ciclos, siendo este al 3 dia
de la primera aplicacion y luego a los 7 dias de la segunda aplicacion. Se observd o mismo
con la experimentacion con hojas y frutos, hubo mejor crecimiento de estos cuando se
llevaron a refrigeracion, en el caso de las cajas inoculadas sin presencia de Bacillus subtilis
se observa la esporulacion con mayor crecimiento. Al analizar las segundas muestras
tomadas al ser aplicado el segundo tratamiento, se observd que dicha enfermedad
antracnosis en los arboles de chirimoyo, la cual genera puntos de necrosis (manchas
negras o marrones) y contorno de clorosis (contorno amarillento), estos habian perdido
coloracion en las singulares manchas, de lo que se habia observado por primera vez,
Figura 5. Por ultimo, al observar las cajas Petri inoculadas con Bacillus subtilis, para
observar asi el antagonismo sobre el sospechado hongo Colletotrichum spp, entre otros.
Por lo cual se pudo observar que uno fue inhibido totalmente, por otra parte, otros de los
dos hongos no hubo tanto crecimiento, fue controlado.

i

Fig. 3 Muestras de colonias obtenidas por
analisis de agua, macroscopica Yy
microscopicamente por medio de tincion
de gram .

Fig. 4 Comparacion antifangica de Bacillius
subtilis de muestras con presencia y sin
presencia de esta, primera y segunda dosis.

Fig. 5 Comparacion de enfermedad creada
por antracnosis en los arboles de chirimoyo,
antes y después de su segunda aplicacion
de Bacillus subtilis.
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V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

A base de los resultados obtenidos y consultados, los sintomas presentados, que son mas
evidentes a primera vista, ya que por su singularidad de la llamada “Mancha negra”, que
llega aparecer en los frutos y hojas del arbol infectado. Se menciona que, en regiones
tropicales y subtropicales, Colletotrichum causa antracnosis en hortalizas, frutales. En
frutales C. gloeosporioides causan pudricion en frutos, estolones, hojas y peciolos. Lo que
se deberia a que C. gloeosporioides y otras especies de esta misma familia logre la
pudricién de frutos en chirimoya (Annona cherimola). Tal como se observa en nuestros
resultados, la sintomatologia por la presencia de lesiones necréticas circulares de tamafios
variables en los frutos y hojas de los arboles de estudio [5]. Al no haber realizado pruebas
de patogenicidad, se realiz6 solo aislamiento y caracterizacion morfoldgica de los hongos
obtenidos de las muestras, comprando los resultados de la investigacion consultada.
Siendo la misma morfologia obtenida en las muestras del Arbols en hojas y tierra,
confirmando asi que la colonia obtenida se trata de diferentes familias de Colletotrichum [6].
Con respecto al antagonismo, Bacillus subtilis mostrd por su parte, la forma indirecta de
promocion del crecimiento vegetal esta relacionada con la produccion de sustancias que
actlan como antagonistas de patdgenos, significativo al inhibir el crecimiento micelial y/o
induciendo resistencia en las plantas [8]. Debido a la produccion de metabolitos
fungitoxicos. Variando un poco los resultados entre los diferentes aislamientos obtenidos
de las muestras, ya que este al hacer su conveniente comparacién, hubo crecimiento siendo
este mas limitado debido a su capacidad inhibitoria para cada una de las especies de
hongos encontrados en dichas muestras [7]. A lo observado en la disminuciéon de
microrganismos, tratdndose tanto de hongos como bacterias, se deberia a la capacidad de
produccién de antibiéticos; urfactina, iturina y fengicina. Iturina y fengicina tienen fuertes
propiedades de biocontrol ya que pueden inhibir un rango amplio de patégenos de plantas

[9].

Al igual a la produccion de enzimas liticas, las cuales se tratan de las quitinasas, hidrolasas
y proteasas que acttian fundamentalmente sobre los hongos [8].

.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es necesario estudiar las potencialidades de las bacterias en el mejoramiento de los cultivos
de importancia econdémica y social. Como lo es Bacillus subtilis, que creo que uno de los
puntos mas importantes que tomar siendo que no habria necesidad de la utilizacion de
compuestos quimicos, como lo son los pesticidas, lo que a mi parecer crea efectos
negativos en el ambiente y la creacion de resistencia por parte de los agentes patégenos,
causando asi grandes pérdidas a las personas dedicadas a la agricultura. Actualmente,
diversas formulaciones comerciales cuentan como ingrediente activo cepas del
género Bacillus, debido a su capacidad de colonizacion, facil reproduccién y alta
persistencia asociada a la formacién de endosporas, siendo esta Ultima una caracteristica
de especial interés ya que les permite sobrevivir bajo condiciones de estrés abidtico,
facilitando su produccion y almacenamiento durante largos periodos de tiempo, aplicando
asi un control bioldgico.
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Resumen —El grillo Acheta domesticus (AD) es una alternativa alimentaria debido a que su produccién
tiene bajo impacto ambiental. Este contiene altas cantidades de proteina y es una fuente de fibra y &cidos
grasos poliinsaturados. Ademas, se ha demostrado que presenta beneficios en el control de la resistencia
a insulina y triglicéridos. Por lo que la incorporacion de este a harinas para preparar pastas podria mejorar
su calidad nutrimental, asi como sus beneficios a la salud. El ingrediente principal de las pastas es sémola
de trigo haciendo que la calidad nutricional de estos alimentos sea baja, debido a su alto contenido en
almidones y bajo contenido en proteina y fibra. Por lo tanto, una tendencia es la incorporacion de productos
en la formulacion de pastas para mejorar sus caracteristicas nutricionales, sin afectar sus caracteristicas
organolépticas, ademas, existe una tendencia en el desarrollo de pastas libres de gluten. El objetivo de este
proyecto fue desarrollar una pasta libre de gluten y suplementada con harina de grillo (Acheta domesticus),
con alto contenido de proteinas y fibra y con buena aceptabilidad sensorial. Se desarrollaron 4
formulaciones de pasta; harina de trigo (control), harina de trigo mas grillo, harina de garbanzo (libre de
gluten) y harina de garbanzo mas grillo. Se determin6 el tiempo dptimo de coccion y una vez establecido,
se cocio la pasta y se analizé su aceptabilidad sensorial, se determiné el indice de absorcion de agua,
volumen de expansion y color, se evaluo el contenido proximal y el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante. Como resultados se encontré que la adicion de grillo disminuia el tiempo de
coccion y la capacidad de retencién de agua posiblemente al reducirse el contenido de almiddn de la pasta.
Ademas de lo anterior, la adicion de grillo generé una reduccion en la luminosidad, dando como resultado
pastas mas oscuras, en cuanto a la aceptabilidad sensorial, la adicion de 15% de grillo en la pasta a base
de harina de trigo, generd un incremento en la aceptabilidad del sabor, consistencia y olor. Sin embargo,
no se vio el mismo efecto en la pasta a base de harina de garbanzo. Por Gltimo, la adicién de grillo en
ambas formulaciones generd un incremento en el contenido de proteina, ceniza, fibra, compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante de las pastas

Palabras clave — harina de grillo, pasta alta en proteina, composicién proximal, evaluacién sensorial,
parametros de coccién.
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Abstract — The Acheta domesticus (AD) cricket is a food alternative because its production has a low
environmental impact. It contains high amounts of protein and is a source of fiber and polyunsaturated
fatty acids; it has also been shown to have benefits in controlling insulin resistance and triglycerides.
Therefore, the incorporation of this into flour to prepare pasta could improve its nutritional quality, as
well as its health benefits. The main ingredient in pasta is wheat semolina, making the nutritional
quality of these foods low due to its high starch content and low protein and fiber content. Therefore,
a trend is the incorporation of products in the formulation of pasta to improve its nutritional
characteristics without affecting its organoleptic characteristics; in addition, there is a trend in the
development of gluten-free pasta. The purpose of this project was to develop a gluten-free pasta
supplemented with cricket flour (Acheta domesticus), with a high content of protein and fiber, with
good sensory acceptability. Four paste formulations were developed; wheat flour (control), wheat flour
plus cricket, chickpea flour (gluten-free), and chickpea flour plus cricket. The optimal cooking time
was determined, and once the pasta was established, its sensory acceptability was analyzed, the rate of
water absorption, expansion volume, color, proximal analysis, phenolic compounds content and
antioxidant capacity were determined. As a result, it was found that the addition of cricket decreased
the cooking time and the water retention capacity, possibly by reducing the starch content of the pasta.
In addition to the above, the addition of cricket generated a reduction in luminosity, resulting in darker
pasta; in terms of sensory acceptability, adding 15% cricket in pasta based on wheat flour increased
the acceptability of the flavor, consistency and smell. However, the same effect was not seen in the
pasta based on chickpea flour. Finally, the addition of cricket in both formulations generated an
increase in the content of protein, ash, fiber, total phenolic compounds and antioxidant capacity of
pasta.

Keywords — cricket powder, high protein pasta, proximal composition, sensory evaluation, cooking properties.

l. INTRODUCCION

Las pastas alimenticias son una de las comidas favoritas y mas populares en todo el mundo.
Su aceptacion global tiene que ver con su bajo costo relativo, versatilidad y conveniencia
(Lezcano, 2016). Tradicionalmente, el ingrediente principal de las pastas ha sido la sémola
de trigo, la cual hace que este alimento contenga carbohidratos (del 74 % al 77 %) y
proteinas (del 11 % al 15 %). Sin embargo, la calidad de la proteina de la pasta es baja
debido a las limitaciones en las cantidades de aminoacidos esenciales, en particular la
lisina. Existen componentes que pueden ser agregados en su produccion para incrementar
el valor nutricional o bien ejercer un efecto beneficioso sobre la salud, en los Gltimos afios
se ha vuelto muy popular esta practica (Duda et al., 2019). La harina de grillo resulta un
aditivo proteico muy interesante.

La proteina es parte esencial de cualquier dieta. En muchos paises las proteinas de origen
animal son caras y por lo tanto no son accesibles para toda la poblacién, esto tiene como
consecuencia que en muchos paises no desarrollados o en vias de desarrollo, el consumo
de proteinas de origen animal es escaso, y se utiliza como fuente principal de proteina, a
los vegetales. Ademas, cada vez mas estudios relacionan niveles més altos de colesterol,
riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancer al consumo de proteinas de origen
animal. Esto ha contribuido de manera significativa a un creciente interés en la produccién
rica en proteinas, pero no a base de carne. Sin embargo, se ha demostrado que tanto la
digestibilidad, como la cantidad de aminoacidos esenciales de proteinas vegetales en el
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consumo humano es un factor determinante para su aprovechamiento. Y el principal
problema con las proteinas vegetales, son la baja digestibilidad y solubilidad debido a la
presencia de sustancias anti nutricionales (Cabuk, 2020).

Los insectos comestibles, entre los que se encuentra el grillo, son una excelente eleccion
de alimento ya que contienen una cantidad significativa de macronutrientes, son una
potente fuente de proteinas y energia. Ademas, presentan altos niveles de 4cidos grasos
monoinsaturados y/o poliinsaturados, y son ricos en micronutrientes como cobre, hierro,
magnesio, manganeso, fosforo, selenio y zinc, ademas de vitamina A, vitamina B12.
Ademas, las proteinas de insectos tienen mayores niveles de digestibilidad que las
proteinas vegetales (Laureano et al., 2020).

Si bien hay un creciente interés por el consumo de este tipo de proteinas, aun no existen
muchos productos que las contengan, es por eso que en el presente proyecto seelaboraron
pastas de trigo y garbanzo adicionadas con harina de grillo y se determinaron su contenido
nutrimental, compuestos fendlicos, propiedades fisicoquimicas y sensoriales.

ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Preparacion de la pasta: fueron llevadas a cabo 4 formulaciones diferentes, para la
primera se pesaron 300 g de harina de trigo, en la segunda 300 g de harina de garbanzo
integral, para la tercera se mezclaron 255 g de harina de trigo con 45 g y por altimo se
mezclaron 255 g de harina de garbanzo integral con 45 g de harina de grillo. Una vez
homogeneizadas, a cada una se le afladié 128 g de agua y 110 g de huevo. Cada una fue
amasada por aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
dej6é reposar durante 20 minutos. La masa fue cortada utilizando una maquina Atlas 150,
las piezas cortadas se dejaron secando en una bandeja a temperatura ambiente durante
24 horas.

2.2. Absorcion de agua y expansion de volumen: 3 g de pasta fueron colocados en 150 ml
de agua hirviendo, se dejaron cocinar durante el tiempo 6ptimo de coccidén previamente
determinado. Una vez transcurrido el tiempo, la pasta fue escurrida y pesada, obteniendo
asi el porcentaje de absorcion de agua. En cuanto Al volumen de expansion, pasta cruda
fue sumergida en una probeta graduada, con 150 ml de agua, posteriormente pasta cocida
fue sumergida, observando el volumen de agua desplazado y obteniendo el valor de
expansion mediante la diferencia de los valores obtenidos.

2.3. Tiempo 6ptimo de coccidn: se colocaron 3 g de pasta en 150 ml de agua hirviendo,
luego de 8 minutos en agua hirviendo, se tomaron muestras cada minuto, aplastando cada
una de ellas hasta que el ndcleo blanco desaparecié, y con ellos se determiné el tiempo
Optimo de coccion.

2.4. Analisis de color: Se utilizé un colorimetro (Konica Minotla, Japon), colocando 30 g de
pasta molida.

2.5. Andlisis sensorial: se realizé una prueba sensorial de aceptabilidad donde participaron
estudiantes de la Universidad Autonoma de Querétaro, se usaron a 25 panelistas no
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entrenados excluyendo a personas con alergias a los mariscos y crustaceos. Se evaluo
mediante una escala heddnica de 9 puntos, donde 1 es me disgusta extremadamente y 9
me gusta extremadamente (Meilgaard et al., 2015).

2.6. Cuantificacion de fenoles: El contenido de fenoles totales en las pastas se determiné
espectrofotométricamente segun el procedimiento de Folin-Ciocalteu.

2.7. Capacidad antioxidante por DPPH: se prepar6 una solucion estandar de trolox, a partir
de la cual se llevé a cabo la curva de calibracién, preparando en tubos eppendor diferentes
concentraciones. Se prepard la solucion DPPH afadiendo una pizca de radical y
disolviendo con el metanol necesario para obtener una absorbancia de 0.75 a 0.78 u.a. a
517 nm. Una vez teniendo esta solucién, se mont6 la placa, por triplicados, agregando
blanco y control; teniendo un volumen total por pocillo de 220 pl. Ya que se obtuvo la curva,
las muestras se midieron agregando 20 ul de la muestra y 200 pl de DPPH.

2.8. Analisis proximales:

2.8.1 Determinacion de humedad: se realiz6 colocando 0.5 g de cada muestra en crisoles
a peso constante, se dejaron en una estufa convencional (Scorpion Scientific, E.U.A) a 110
+ 1 °C durante 1 h. Posteriormente se cuantificé el porcentaje de humedad por la diferencia
de pesos con la siguiente ecuacion:

Peso de la muestra (g) — (Peso final (g) — Peso Crisol(g))
X

%Humedad = 100

Peso de la muestra (g)

2.8.2 Cuantificaciéon de proteinas: se utilizé el método de Kendalj, de acuerdo con ISO
20483 gue consta de una digestion y una posterior destilacion.

2.8.3. Cenizas: se realizé cuantificando el contenido de materia organica mediante
calcinaciéon. Se pesaron 0.4 g de muestra en un crisol (a peso constante), después se
carbonizé la muestra sobre una flama de mechero y se colocé dentro de una mufla
(Thermolyne, E.U.A) a 550 + 1 °C durante 5 h. Luego se dejaron enfriar las muestras en el
desecador. Finalmente, las muestras fueron pesadas y se calcul6 el porcentaje de cenizas
con la ecuacion:

Peso del residuo (g)

%Ceni = 100
folenizas Peso de la muestra en base seca (g) x

2.8.4 Determinacion de fibra soluble e insoluble: se llevé a cabo utilizando el kit de ensayo
de fibra soluble e insoluble de la marca SIGMA.

Il RESULTADOS Y DISCUSIONES

El volumen de expansién es uno de los factores significativos utilizados para predecir la
calidad de coccién de la pasta (Cabuk, 2020). En la Tabla 1 se observa que la adicion de
harina de grillo no tiene impacto en esta propiedad. En cuanto al porcentaje de absorcién
de agua, en general, se ve disminuido mediante la adicion de grillo, asi como por el grosor
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de las pastas preparadas. Esta tendencia podria atribuirse a que estas muestras tienen
estructura mas fibrosa y con menor concentracion de almidon, lo que permite una menor
penetracion de las moléculas de agua, dando como resultado una menor capacidad de
hidratacién. Ademas, la adicion de harina de grillo caus6 un decremento en el tiempo 6ptimo
de coccion.

La evaluacién de los alimentos por parte de los consumidores se basa no solo en el valor
nutricional o los posibles efectos favorables a la salud, sino también en las caracteristicas
sensoriales que afectan directamente las preferencias, la seleccién y los deseos del
consumidor. Entre estas propiedades sensoriales, el color es una de las caracteristicas mas
faciles de evaluar. El uso del aditivo de harina de grillo para la produccién de pasta resultd
en claras diferencias de color. Las muestras de pasta que contenian harina de grillo fueron
notoriamente mas oscuras. Los resultados del analisis de color (Tabla 2) mostraron que el
valor del pardmetro L*, relacionado directamente con la luminosidad de la pasta, en la pasta
de trigo adicionada con grillo, disminuyd en casi 12% comparada con la pasta de trigo,
mientras que, en la pasta de garbanzo con grillo, disminuyé solamente un 1.5 %, este
resultado se aprecia en las fotografias de las pastas de la Figura 2.

Tabla 1. Volumen de expansién, porcentaje de absorcién de agua y tiempo éptimo de coccién de las
cuatro diferentes pastas con distintos grosores: 4, 5 y 6; establecidos en la maquina Atlas 150.

Pasta Grosor Volumen de Absorcién de Tiempo 6ptimo de
expansion agua (%) coccion (minutos)
(%)

Trigo 4 5+02 4.65+ 0.21 9 14+ 0.02

Trigo 5 5102 4.9+0.14 cde 14+ 0.02

Trigo 6 5102 5.5+ 0.14" 12.5+ 0.71 ¢

Trigo con 4 5t 02 2.85+0.21 b° 13+ 0.0

grillo

Trigo con 5 5t 0@ 4.25+0.07 ¢ 11+ 0.0 cde

grillo

Trigo con 6 5£0¢@ 5.9+0.14 2" 11+ 0.0 cde

grillo

Garbanzo 4 5+02 5.05+0.07 bede 12+ 0.0 bed

Garbanzo 5 5t 02 5.75+0.35 Pc 12.5+ 0.71 ac

Garbanzo 6 502 9.75+0.352 11+ 0.0 cde

Garbanzo con 4 5+ 032 4.6+0.14 9% 10.5+ 0.71 %

grillo

Garbanzo con 5 5+ 032 4.9+0.28 cde 9.5+ 0.71°¢f

grillo

Garbanzo con 6 5+02 5.75+0.35 e 8.5+ 0.711

grillo

Tabla 2. Coordenadas cromaticas de color de las pastas elaboradas
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Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65)
Trigo 89 1.31 9.5
Trigo con grillo 78.3 2.8 12.87
Garbanzo 81.53 2.75 15.48
Garbanzo con

grillo 80.27 2.89 15.14

Figura 2. Pastas cocidas, ordenadas de izquierda a derecha: pasta de harina de trigo, pasta de harina de
trigo adicionada con harina de grillo, pasta de harina de garbanzo, pasta de harina de garbanzo adicionada
con harina de grillo.
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Figura 3. Resultados de los analisis sensoriales aplicados a las pastas preparadas con harina de trigo,
harina de trigo adicionada con harina de grillo, harina de garbanzo y harina de garbanzo adicionada con
harina de grillo. F1:trigo; F2: garbanzo grillo ; F3:rigo con grillo ; F4: garbanzo.

Las propiedades visuales como la apariencia y color suelen influir en la aceptacion del
consumidor hacia un determinado producto. Los resultados de la evaluacion sensorial
muestran que la aceptacion a la apariencia de la pasta adicionada con harina de grillo fue
menor que la de solo trigo. Sin embargo, en sabor, consistencia, olor y aceptabilidad
general, se presentaon mejores resultados para la primera. Ahora bien, la pasta de
garbanzo adicionada con harina de grillo obtuvo valores menores en todos los rangos en
comparacion con la de garbanzo, excepto en el parametro del olor.

Concentraciones de fenoles

: DPPH
obtenidos de cada una de
las muestras , 400 -
@ 300 a
__ 100 b a 3
NS b a T 200 b
£, I - g - -
a Trigo Trigo mas  Garbanzo Garbanzo Trigo Trigocon Garbanzo Garbanzo
E grillo mas grillo grillo con grillo
g Muestra Titulo del eje
|
Figura 4. Compuestos fendlicos de las pastas Figura 5. Capacidad antioxidante de las diferentes
adicionadas con grillo pastas por el método DPPH
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Figura 6. Capacidad antioxidante de las diferentes pastas por el método ABTS
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Los compuestos fendlicos inhiben principalmente la oxidacién de lipidos a través de la
eliminacion de los radicales libres y transformacion de radicales fendlicos resultantes en
una forma de baja energia que no promueve la oxidacion (Quinteros, 2021). En la figura 4
se observa que no existe diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones
de los compuestos fendlicos entre las pastas fortificadas con harina de grillo y las no
fortificadas. Los compuestos antioxidantes en los alimentos juegan un papel importante
como sustancias protectoras contra los radicales libres, por ejemplo, las especies reactivas
del oxigeno (ROS) (Quinteros, 2021). La capacidad antioxidante fue evaluada por dos
distintas metodologias, obteniendo un coman denominador: hay un incremento significativo
en dicha actividad entre la pasta de trigo y la de trigo fortificada con grillo, esto coincide con
Quinteros (2021) quien menciona que los insectos comestibles, incluidos los grillos, son
ricos en proteinas las mismas que se consideran ser una fuente valiosa de péptidos
bioactivos con actividad antioxidante. Mientras que en la pasta a base de garbanzo no existe
diferencia significativa puesto que las leguminosas como el garbanzo son ricas en
antioxidantes (Silva et al. 2010).

Tabla 3. Andlisis quimico proximal de pastas elaboradas a base de trigo, garbanzo y grillo

Muestra Humedad (%) Proteinas (%) Cenizas (%)
Trigo 8.53+0¢2 11.74 £ 0.31¢ 0.89

Trigo con grillo  8.28+0.012 17.97 +0.16 1.30
Garbanzo 7.34+02 19.51 +£2.25° 3.51
Garbanzo con 7.92+02 25.58 + 0.302 3.67

grillo

El contenido de humedad es un factor significativo que afecta la duracién del
almacenamiento y la calidad microbiana de ciertos productos como la pasta (Cabuk, 2020).
Los resultados muestran que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
formulaciones. En cuanto al contenido de proteinas, en la tabla 3 se observa que se tiene
un incremento significativo en el porcentaje de estas al fortificar la pasta con harina de grillo.
Tanto en la pasta de trigo como de garbanzo, hubo un aumento de més del 6%, debido a
gue la harina de grillo es un producto alto en proteinas, esto concuerda con lo descrito por
Duda et al. (2019). Se aprecia también un incremento en el contenido de minerales, dicho
aumento es mas significativo en la pasta a base de harina de trigo (0.86%), mientras que
en la pasta a base de harina de garbanzo es mucho menor la diferencia (0.16%). El
conjunto de estas caracteristicas en una pasta hace que sea un producto de interés para
los consumidores en general, pero en especial para los deportistas (Volek et al., 2014).
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Tabla 4. Determinaciéon de porcentaje de fibra de pastas elaboradas a base de trigo,
garbanzo y grillo

Fibra insoluble Fibra soluble

Muestra (%) (%) Fibra total (%)
Trigo 1.10 + 0.022° 0.05 + 0.002 1.152
Trigo con grillo 3.85 +0.01% 0.10 £ 0.002 3.952
Garbanzo 5.77 £0.012 0.3 £0.002 6.072
Garbanzo mas grillo 6.87 +£ 0.012 0.05 + 0.002 6.922

Como puede observarse en la Tabla 4, el contenido de fibra tuvo un incremento al adicionar
las pastas con harina de grillo, el aumento fue mas notorio en la pasta con base de trigo,
con casi el 3%, mientras que en las pastas de garbanzo la diferencia fue menor al 1%. Dicho
aumento en la fibra total se debe a que los grillos, cuentan con un mayor contenido de fibra
cruda en su estructura quimica (Stull et al., 2018; Van Huis et al., 2013). No obstante, las
diferencias ya mencionadas no fueron significativas.

V. CONCLUSIONES

La adicion de 15% de harina de grillo para la formulaciéon de una pasta a base de harina de
trigo y garbanzd, genera una disminucién en la capacidad de hinchamiento, atribuible a su
contenido de almidén, ademéas de que genera cambios en la coloracion de la pasta. Por
otro lado, la adicion de grillo en una base de harina de trigo incrementa la aceptacion
sensorial, sin embargo la adicion de harina de grillo en una base de harina de garbanzo,
genera una disminucién de los atributos sensoriales. Por ultimo la adicién de grillo genera
un incremento en el contenido de proteinas, fibra, ceniza, compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante, tanto en la base de harina de trigo como en la de garbanzé. Por lo
tanto, la adicion de harina de grillo es una excelente opcidn para mejorar las caracteristicas
nutricionales de pastas comestibles.
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Resumen — Las infecciones nosocomiales representan un grave problema en pacientes de hospitales
veterinarios en la actualidad, ya que incrementan el riesgo de deterioro del sistema inmunolégico y la
disminucién de las defensas naturales del organismo. A continuacion, se presentan un conjunto de
técnicas de biologia molecular y microbiologia para la identificacidn de patégenos nosocomiales. Entre
los métodos destaca el cultivo en medios enriquecidos y pruebas tanto morfolégicas como bioquimicas.
Finalmente, se realiz6 PCR y electroforesis con el objetivo de demostrar cudl par de primers tenian
mejor reconocimiento con una secuencia especifica. Los resultados obtenidos nos indicaron que los
cebadores U4-U5 mostraban mayor especificidad y pudo inferirse la presencia de posibles patdgenos.
Futuros estudios abren la posibilidad a la complementacion de este proyecto.

Palabras clave — Pat6genos nosocomiales, PCR, electroforesis, hospital veterinario.

Abstract — Nosocomial infections today represent a serious problem in veterinary hospital patients,
since they increase the risk of deterioration of the immune system and the reduction of the body's
natural defenses. Below is a set of molecular biology and microbiology techniques for the
identification of nosocomial pathogens. Among the methods, were used bacterial culture in enriched
media and both morphological and biochemical tests. Finally, PCR and electrophoresis were
performed to show which pair of primers had better recognition with a specific sequence. The results
obtained indicated that the primers U4-U5 showed greater specificity and the presence of possible
pathogens could be inferred. Future studies open the possibility of complementing this project.

Keywords — Nosocomial pathogens, PCR, electrophoresis, veterinary hospitals.
I.  INTRODUCCION

Una infeccidbn puede darse debido a que existe la presencia y multiplicacion de
microorganismos patdégenos, quienes tienen la capacidad de provocar un desequilibrio en
el sistema inmunitario del hospedero. Estas infecciones pueden ocurrir incluso dentro de
los hospitales y son conocidas como infecciones nosocomiales [1].

Con el paso de los afos, se han descubierto una infinidad de patégenos en hospitales
humanos y por ello hoy en dia se tiene un vasto conocimiento y base de datos acerca de
estos. Sin embargo, en hospitales veterinarios en México no se ha considerado la misma
relevancia, por lo que no hay muchas investigaciones al respecto. Incluso hay estudios
epidemioldgicos que demuestran que, con una infraestructura de 3 500 hospitales, 62 000
camas y 7 millones de admisiones por afo, las tasas de infecciones nosocomiales son de
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5 al 19% en salas de hospitalizados, y mas altas aun en unidades de cuidados intensivos
[2]. Es claro que erradicar a los patdgenos resulta inevitable, pero es necesario reducir las
infecciones nosocomiales ya que se pueden presentar severas consecuencias como la
elevacion en la tasa de mortalidad, la prolongacién de la estancia hospitalaria y el aumento
de los costes asistenciales. Debido a lo anteriormente mencionado, surge la necesidad de
identificar microorganismos patdgenos. Esto nos proporcionard informacion de suma
importancia para posteriormente implementar medidas de prevencion y por lo tanto reducir
el nimero de infecciones que pudieran darse dentro del hospital veterinario de grandes
especies (HVGE), ubicado en Amazcala, perteneciente a la Universidad Auténoma de
Querétaro [3].

ll. MARCO TEORICO

La definicion de patdgeno normalmente es utilizada para cualquier microorganismo
(bacterias, virus, hongos y parasitos) con potencial para causar enfermedades. El
microorganismo tiene la capacidad de entrar al hospedero, encontrar un nicho, evitar
someter defensas naturales del hospedero y multiplicarse lo suficiente para establecer su
progenie o moverse a un hospedero susceptible [4]. Por su parte el término de “nosocomial”
deriva de las palabras griegas nosos (enfermedad) y komein (cuidar), o sea, “donde se
cuidan enfermos” [5]. Asi, los patdégenos nosocomiales pueden dar origen a infecciones
asociadas con los cuidados de la salud que se brindan a los pacientes. Estas son
ocasionadas por la microbiota intrahospitalaria, del personal de salud e incluso del mismo
paciente. Es un problema de gran importancia clinica y epidemiol6gica, debido a que
generan altas tasas de morbilidad y mortalidad, extensién de los dias de hospitalizacion y
dispendio de los recursos econdmicos [5].

Como sabemos, los microorganismos tienen la capacidad de replicarse. El significado
genético de la replicacion es el de conservar informacion genética y transmitirla al momento
de dividirse, dando lugar a una bacteria hija con la misma informaciéon genética. Son
muchas las enzimas (ADN polimerasas, ligasa, nucleasas, helicasas, topoisomerasas,
factores de iniciacion, etc.) que participan en este proceso y en general se divide en 3
etapas: iniciacion, elongacion y terminaciéon. En términos generales la iniciacion implica el
reconocimiento del posicionamiento de las moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN),
la elongacioén se produce en la horquilla de replicacién donde se copian los polinucle6tidos
parentales y en la terminacion la molécula madre se ha replicado por completo [6].

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés, Polymerase Chain
Reaction) es una técnica in vitro que se basa en la replicacién celular, ya que permite
obtener millones de copias de un fragmento de ADN a partir de una sola molécula. Aunado
a esto,permite amplificar el material genético de una secuencia de interés y facilita su
observacion, por lo que es la técnica mas importante y revolucionaria en biologia molecular
[7]. En ella participan una serie de elementos como DNTPs, primers, buffers, Taq
polimerasa, ADN molde y Mg?". Todos los productos de PCR se identificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. La
agarosa es un polimero en el cual las moléculas de ADN de doble cadena migran de
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manera inversamente proporcional al log'® de sus tamafios moleculares y debido a que el
grupo POy le confiere la carga negativa al ADN, entonces la migracion en la camara ocurre
del polo negativo hacia el positivo [8].

. MATERIALES Y METODOS
1) Preparacion de medios de cultivo y caldos

Se preparan los medios de cultivo y caldos correspondientes tanto para el cultivo de
microorganismos, asi como sus posteriores pruebas bioquimicas. Los volimenes
necesarios para cada uno se establece de 750 mL para el agar sangre y Mac Conkey, de
300 mL en Bard Parker y test DNAsa, de 160 mL en TSI/LIA/ MIO y 100 mL en malonato y
urea. Se esterilizan y después de enfriar en el caso del agar respectivo se agrega el 10%
de sangre. Finalmente se vierten en cajas de petri y los de pruebas bioquimicas en tubos
de ensayo, se etiquetan correctamente (nombre del agar y la fecha de su elaboracion) y se
almacenan en el refrigerador a 4°C.

2) Muestreo y cultivo

Se acudi6 al HVGE ubicado en Amazcala. De acuerdo con la Figura 1, se realiza una toma
de muestra utilizando hisopos estériles humedecidos con solucién salina estéril (en este
caso fue en las éareas 11, 6, 7, 17, 8 y 15). Los objetos de muestreo fueron manijas,
escotillas, puertas de acceso, lamparas, tarjas, lockers, interruptores, etc. Las muestras se
depositan en el medio de transporte “Amies”. Asi mismo se rotula el tubo y se realiza un
registro de datos como el folio (HVGE-numero de area-nimero de muestra), nombre del
proyecto, fecha, Objetos/Superficie/Instrumento de donde se tomd la muestra,
observaciones, etc. En el laboratorio las muestras se cultivan por estriado de cuatro
cuadrantes en los siguientes medios de cultivo respetando el siguiente orden: 1) Agar
Sangre, 2) Agar Mac Conkey. Después se rotulan y se incuban a 37°C por no mas de 18
horas.

Figura 1. Mapa de las zonas de muestreo en el HVGE.
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3) Pruebas bioquimicas

Se observa si después de la incubacién hay colonias bacterianas con morfologias
sugestivas, estas se identifican numerandolas y se procede a realizar una tincion gramy se
observan en el microscopio cada una de ellas. Primeramente, se consideran a los cocos
gram positivos y al ser catalasa positiva se realizan pruebas de azucares (Sal y Manitol,
test DNAsa y Bard Parker). También, se consideran los bacilos Gram negativos, los cuales
se siembran en agar Mac Conkey y se les realizan pruebas bioguimicas en orden: te orden:
1) TSI, 2) LIA, 3) MIO, 4) Citrato de Simons, 5) Malonato, 6) Urea. Se incubaron durante 18
horas y posteriormente se leyeron de acuerdo con Tabla 1 en donde se reporta a qué
patégenos puede ser sospechoso.

Tabla 1. Interpretacién de pruebas bioquimicas.

Produccitn de
Indol
H.S (TS1)
Citrato de Simmons v v v v
Lisina descarbonilasa
Arginina dehidrolasa - W - - - - - - v
Orritirn descarbondbsn
Hidrolisis de Urea + + v v v
Unilzaciin Malonato
Gas de Glucosa ¥ + + v + ¢ v v
Fermentacion de:
Lactosa
Sorbitol W v
Arabinosa
Sacarosa L L L L] + ¥
Manitol
Dulcitol W v v
Adonitol
Inositol + v
Rafinosa
Motilidad (36°C) * L + v + v v

(+) positivo; (-) negativo; (v) variable

4) PCRYy electroforesis

Para identificar las bacterias por métodos moleculares se realizé una PCR vy siguiendo las
recomendaciones publicadas por James, G. (2010) [9]. Para ello se utilizaran los primers
universales U3 (5 -AGT GCC AGC AGC CGC GGT AA-3), U4 (5 -AGG CCC GGG AAC
GTATTC AC-3) y U5 (5 -TCA AAK GAA TTG ACG GGG GC-3 (K = G+T)), realizando las
combinaciones U3+U4 y U4+U5 [9]. Los productos de PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y analizadas en el fotodocumentador.

IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

De acuerdo con el cultivo de las muestras y el crecimiento de una serie de colonias en el
agar sangre y Mac Conkey, se realizaron las correspondientes pruebas bioquimicas. Una
vez comparado con tablas en donde se tiene registro sobre el comportamiento y el
patdégeno, se pudo inferir sobre la posible presencia de estos. Por ejemplo, en la muestra
HVGE-11-05 se obtuvo que es Lac (+), Glc (+), Lys (-), Ornitina (-), Movilidad (+), Indol (-),
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Malonato (+) y Urea (-), lo cual nos indica la presencia de Shigella. Entonces con ello se
obtuvo la presencia de posibles patégenos como Shigella, Citrobacter, Salmonella, Hafnia
en el area de los quir6fanos de equinos (area numero 11). Para el caso de la zona de lavado
cirujano (4rea numero 07) existe la posibilidad de haber encontrado Salmonella y
Citrobacter. En el quiréfano de bovinos (area nimero 17) se tiene la sospecha de presencia
de Salmonella, Klebsiella pneumoniae y Hafnia alvei. En la Farmacia (area nimero 08) y la
zona de lavado cirujano (area nimero 15) se cree que se tiene la presencia de Enterobacter
aerogenes y Citrobacter freundii.

En la primera PCR y electroforesis realizada, se puede observar que hubo contaminacién
con los primers U3-U4 al observarse amplificaciones en los carriles de control negativo
(Figura 2, inciso a). Esto sucedié porque se tienen primers con dianas genéticas
universales que pueden verse comprometidas por la presencia de otras bacterias
contaminantes durante la recoleccion, procesamiento de la muestra y configuracion de la
PCR. Para ello se consideré trabajar con la mayor esterilidad posible [9]. Mientras tanto, en
los cebadores U4-U5 las muestras MC-07-01, AS-11-10, AS-17-03 y el control se
amplificaron en los 250 pb aproximadamente.
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10A:; lane 21: Control (+); lane 22: Control (-)). 17-10B1; lane 18: Control (-); lane 19: Control (+); lane 20: Control (-))

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados para la
identificacion de patbgenos nosocomiales, realizado el 06 de julio de 2022. Se utilizaron los
siguientes primers. a) U3-U4 b) U4-U5.

Una vez que se repiti6 nuevamente la PCR y electroforesis, se pudo observar en la Figura
3 que se logro quitar la contaminacion en los cebadores U3-U4 y s6lo se pudo observar una
banda muy débil en el primer carril correspondiente a la muestra MC-07-01 B2, por lo que
no se tuvo la concentracién suficiente de ADN en la muestra cargada al gel o se degradan
muy facilmente el ADN. En el caso de los cebadores U4-U5 se amplificaron las muestras
MC-17-10B1, MC-07-01B1 y MC-11-15A entre los 250 y 300 pb.
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9: Control (-); lane 10: MC-07-01B2; lane 11: Control (-); lane 12: MC-08-04B; lane Control (-); lane 10: MC-08-04B; lane 11: Control (-); lane 12: MC-07-01A; lane 13:
13: Control (-); lane 14: AS-15-01A; lane 15: AS-11-10A; lane 16: Control (-); lane 17: Control (-); lane 14: MC-15-01A; lane 15: Control (-); lane 16: MC-11-15A; lane 17:
MC-17-1081; lane 18: MC-17-03A; lane 19: MC-15-01A; lane 20: Control (-); lane Control (-); lane 18: AS-11-10A; lane 19: Control (-); lane 20: AS-15-01A; lane 21:
21: Control (+); lane 22: Control (-) ) MC-08-04A; lane 22: Control (+) ).

a) b)

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados para la
identificacion de patdgenos nosocomiales, realizado el 11 de julio de 2022. Se utilizaron los
siguientes primers. a) U3-U4 b) U4-U5.

V. CONCLUSIONES

A lo largo de este proyecto se logré realizar una identificacion de los posibles patégenos
presentes en el hospital veterinario. Se demostr6 que el uso de los cebadores es una
herramienta clave para lograr amplificar el ADN de las muestras de interés. El primer U4-
U5 tuvo una menor capacidad de contaminacién y mayor reconocimiento de secuencias
especificas que puede amplificarse. Esto es sin duda el comienzo de una amplia
investigacion que puede realizarse en diferentes hospitales y tomar las medidas necesarias
para poder obtener un servicio de mejor calidad y reducir la posible presencia de estos
patégenos.

Este proyecto posee un gran potencial futuro de identificacion especifica de patégenos
presentes en el HYGE. Con la ayuda de técnicas como secuenciacion de Sangery pruebas
de antibiogramas, permitirian hacer una comparacion especializada con bancos de
secuencias y asi determinar el patdgeno presente en las distintas areas muestreadas.
Ademas, se planea una colaboracién con el laboratorio de diagnéstico, referencia,
ensefianza e investigacion en microbiologia del Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano
de Lépez Mateos” para remitir dichas bacterias que sean identificadas y realizar asi las
pruebas de susceptibilidad a antibiticos.
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BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE COBRE Y PLATA
UTILIZANDO EXTRACTOS DE PSEUDOMONAS MEDITERRANEA'Y
PANTOEA ANTHOPHILA.

Jocelyn Covarrubias Garcia Dra. Karen Esquivel Escalante
Universidad Auténoma de Coahuila Universidad Auténoma de Queretaro
Carretera Torreon Matamoros, Ejido el Aguila, Centro Universitario, Cerro de las Campanas,S/N,
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Resumen — El uso de bacterias en la biosintesis de nanoparticulas ha ganado reconocimiento debido
a su enfoque rentable y ecolégico. En este proyecto se evalué la sintesis biolégica de nanoparticulas
de plata (Ag NPs) y cobre (Cu NPs) utilizando extractos de bacterias de Pseudomonas mediterranea
y Pantoea anthophila en medios de cultivo Luria Bertani (LB) y Mueller Hilton (MH). Se utilizaron
concentraciones de los extractos (1:1, 1:2 y 1:5) para la sintesis. Las nanoparticulas fueron
caracterizadas por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) para determinar la concentracién del
extracto que tuviera mayor produccion de nanoparticulas y deducir el tamafio y estabilidad de estas.
Las nanoparticulas mostraron un pico de absorcion alrededor de 410 nm para Ag NPs y alrededor de
350 nm para Cu NPs. El extracto obtenido de las bacterias Pseudomonas mediterranea y Pantoea
anthophila en medio luria bertani es el mejor propuesto para la produccién de nanoparticulas de plata
y cobre a concentraciones 1:2 y 1:5 respectivamente.

Palabras clave — Biosintesis, Nanoparticulas, Espectroscopia UV-Vis

Abstract — The use of bacteria in nanoparticle biosynthesis has gained recognition due to its cost-
effective and environmentally friendly approach. In this project, the biological synthesis of silver
(Ag NPs) and copper (Cu NPs) nanoparticles was evaluated using bacterial extracts of Pseudomonas
mediterranea and Pantoea anthophila in Luria Bertani (LB) and Mueller Hilton (MH) culture media.
Concentrations of the extracts (1:1, 1:2 and 1:5) were used for the synthesis. The nanoparticles were
characterized by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) to determine the concentration of the
extract that had the highest production of nanoparticles and to deduce their size and stability. The
nanoparticles showed an absorption peak around 410 nm for Ag NPs and around 350 nm for Cu NPs.
The extract obtained from Pseudomonas mediterranea and Pantoea anthophila bacteria in luria
bertani medium is the best proposed to produce silver and copper nanoparticles at concentrations of
1:2 and 1:5, respectively.

Keywords — Biosintesis, Nanoparticulas, Espectroscopia UV-Vis

l. INTRODUCCION
La biosintesis o sintesis verde es un proceso eficiente y amigable con el ambiente que
utiliza compuestos naturales como agentes de proteccion, estabilizacién y reduccién en
lugar de los productos quimicos que tienden a ser costosos y téxicos. Los compuestos
naturales utilizados para sintetizar nanoparticulas pueden ser extractos de plantas,
bacterias y hongos (Kalyani et al., 2022).
El tamafio y forma de las nanoparticulas se determinan a partir de la fuente de la cual se
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sintetizan, en el caso de la sintesis mediada por bacterias, éstas cuentan con mecanismos
innatos para reducir las sales metalicas debido a sus compuestos activos que juegan un
papel importante como agentes reductores, algunos de estos compuestos son enzimas
intracelulares, azucares, proteinas, las enzimas dependientes de nicotinamida adenina
dinucledtido (NADH) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) (Safi & Jam,
2021).

En el caso especifico de las las bacterias Pseudomonas mediterranea una bacteria
fitopatdgena que causa necrosis medular en el tomate (Alippi & Lopez, 2009) y Pantoea
anthophila una bacteria enddfita, se ha mostrado que al aplicar dichas bacterias en
procesos de sintesis verde se obtienen buenos resultados en la produccion y estabilidad de
las nanoparticulas y estas exhiben buena actividad antimicrobiana (Nirmala & Sridevi,
2021).

Las nanoparticulas de cobre y plata tienen una gran variedad de areas de aplicacion,
pueden utilizarse como agentes anticancerigenos, antimicrobianos, antifangicos,
agricultura, tratamiento de agua, almacenamiento de energia, catalizadores, antivirales
entre otras (Khodijah et al., 2022) por lo cual es importante continuar con su investigacion.

La caracterizaciéon de las nanoparticulas se puede realizar mediante espectroscopia
infrarroja (IR), espectroscopia de rayos X de dispersién de energia (EDX), microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia electronica de transmision (TEM) vy
Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis). En este proyecto se utilizé la espectroscopia UV-
Visible ya que es una técnica sencilla de confirmar la formacion de nanoparticulas, esto se
debe a que tienen propiedades 6pticas Unicas como el cambio en el indice de refraccion
cerca de la superficie (Samar et al., 2017).

Il. MATERIALES Y METODOLOGIA
2.1 Bacterias y reactivos quimicos

Se utilizaron los extractos obtenidos de las bacterias Pseudomonas mediterranea y Pantoea
anthophila cultivadas en conjunto en 2 medios distintos Luria Bertani (LB) y Mueller Hilton
(MH) los cuales fueron etiquetados con la serie 751-749 LB y 751-745 MH y se prepararon
las soluciones de nitrato de plata (AgNO3) y nitrato de cobre (Cu(NOs)2) a 1 mM.

2.2 Biosintesis de nanoparticulas de platay cobre y caracterizacion

Se agregaron cada uno los extractos 751-749 LB y 751-745 MH al nitrato de plata con una
relacion 1:1, 1:2 y 1:5 (AgNOs :Extracto) obteniendo un volumen final de 4, 6 y 6 mL
respectivamente en cada muestra de nitrato de plata con extracto 751-749 LB (Fig. 1a) y
751-745 MH (Fig. 1b). Se realiz6 lo mismo para el nitrato de cobre, pero solo con el extracto
751-749 LB (Fig. 1c).

También se prepararon soluciones blanco para realizar las lecturas en el espectrofotémetro,
los blancos se prepararon agregando solamente los medios de cultivo LB y MH al nitrato de
plata con una relacion 1:2 (AgNOs:Medio) obteniendo un volumen final de 6 mL en cada
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solucién de nitrato de plata con medio de cultivo LB y MH. Se realiz6 lo mismo para obtener
las soluciones blanco del nitrato de cobre, pero solo con el medio LB.

Las soluciones se colocaron sobre una parrilla Thermo Scientific a 70 °C con agitacion por
105 minutos, después de los 105 minutos se mantuvo en agitacion durante 24 hrs a
temperatura ambiente, todo el proceso se llevo a cabo bajo condiciones de obscuridad.

Fig. 1. (a) Extracto 751-749 LB en concentraciones 1:1, 1:2 y 1:5 en AgNOg, (b) Extracto 751-745 MH en
concentraciones 1:1, 1:2 y 1:5 en AgNOzs y (c) Extracto 751-749 LB en concentraciones 1:1, 1:2 y 1:5 en Cu(NO3)2

Una forma simple para confirmar la formacion de nanoparticulas es mediante la
espectroscopia UV-Vis, para ello se utilizé el espectrofotometro de Haz Halo XB-10 de la
marca Dynamica y el espectro de absorbancia de las muestras fue obtenido en el rango de
250 a 800 nm utilizando como referencia las soluciones blanco preparadas anteriormente.

1. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Biosintesis de nanoparticulas de platay cobre

Las nanoparticulas de plata tienen un cambio de color de amarillo claro a amarillo oscuro
luego verde y por ultimo se tornan color gris, este cambio de color indica la formacion de
nanoparticulas debido a la reaccion de reduccion que ocurre durante el proceso de AgNOs3
a iones de plata (Badi'ah et al., 2019). En la Figura 2(a) se muestra la diferencia de color
(antes y después) de las Ag NPs biosintetizadas con el extracto 751-749 LB a diferentes
concentraciones y en la Figura 2(b) se muestra la diferencia de color de las Ag NPs
biosintetizadas con el extracto 751-745 MH a diferentes concentraciones.

Las nanoparticulas de cobre sintetizadas con Cu(NOs3), tienen un cambio de color de
marrén oscuro a verde claro que indica la reduccion del Cu(NOs); a iones de cobre (Prabhu
& Pavani, 2017). En la Figura 2(c) se muestra la diferencia de color de las Cu NPs (antes
y después) biosintetizadas con el extracto 751-749 LB a diferentes concentraciones.

El cambio de color en las muestras indicaba la formacion de nanoparticulas, para la
verificacion de dicha observacion se llevaron a cabo las mediciones de UV-Vis.
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Fig. 2. (a) Biosintesis de Ag NPs con extracto 751-749 LB a concentraciones 1:1, 1:2 y 1:5, (b)
Biosintesis de Ag NPs con extracto 751-745 MH a concentraciones 1:1, 1:2 y 1:5 y (c) Biosintesis
de Cu NPs con extracto 751-749 LB a concentraciones 1:1, 1:2y 1.5

Las nanoparticulas de plata analizadas en el espectro mostraron un pico de absorcion
alrededor de 410 nm con el extracto 751-749 LB y 430 nm con 751-745 MH, de acuerdo a
lo reportado (Nirmala & Sridevi, 2021), las Ag NPs biosintetizadas con extractos de Pantoea
anthophila muestran un pico de absorcion alrededor de 410 nm lo que indica que en las
muestras si habia presencia de Ag NPs. También se observa que los plasmones de
resonancia de superficie se encuentran en la misma longitud de onda por lo que el tamafio
de las nanopatrticulas se sugiere igual en las distintas concentraciones (Oleg et al., 2012).
En las Fig. 3 y 4 se muestran los espectros UV-Vis de las Ag NPs sintetizadas a diferentes
concentraciones (2:1, 1.2 y 1.5) con los distintos extractos.
Las nanoparticulas de cobre mostraron un pico de absorcién alrededor de 350 nm con el
extracto 751-749 LB lo que indica la presencia de Cu NPs biosintetizadas en las muestras.
Se encontrd0 que estas investigaciones experimentales estaban de acuerdo con los
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resultados presentados en la literatura (Ashajyothi et al., 2014). En la Fig 5 se muestran los
espectros UV-Vis de las Cu NPs sintetizadas a diferentes concentraciones (1:1, 1:2 y 1:5).
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Figura. 3. Espectros Uv-Vis de las Ag NPs sintetizadas a
diferentes concentraciones con el extracto 751-749 LB
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Figura. 4. Espectros Uv-Vis de las Ag NPs sintetizadas a diferentes
concentraciones con el extracto 751-745 MH

— Muestra 11
it Muestra 1.2
— Muestra 1:5
10
09
= o8
<
8 a7
e
@ 06
Q
=
G 05
a
Q
< 04
03
02
o1
00
230 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

K VEILANG [t

Pagina 141



(1]
(2]
(3]
(4]
(5]
(6]

[7]

(8]
9]

24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

Figura. 5. Espectros Uv-Vis de las Cu NPs sintetizadas a
diferentes concentraciones con el extracto 751-749 LB

V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se propone utilizar el extracto 751-749 LB con una
relacion de concentracion 1:2 para la produccion de Ag NPs ya que es el que muestra mayor
absorbancia lo que se puede relacionar a una mayor produccion de Ag NPs. También seria
factible utilizarlo con una relacién de concentracion 1:5 para la producciéon de Cu NPs, en
cuanto a investigacion en otras areas las nanoparticulas de cobre tienen cierta ventaja con
respecto a las de plata ya que son mas faciles de conseguir en cuanto a costos, por ello su
estudio e investigacion es econémicamente atractivo.
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OBTENCION DE EXUDADOS PRODUCIDOS POR HONGOS
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Resumen — En este trabajo se evaluaron las condiciones para el crecimiento in vitro de diferentes
especies flngicas para la obtencién de exudados. Inicialmente los aislados se caracterizaron macro y
microscopicamente. Se determinaron las condiciones de crecimiento que promovieran la generacion
de exudados empleando diferentes valores de pH, temperatura y medios de cultivo solidos. Los
resultados obtenidos muestran que de los cinco aislados, el de Simplicillium sp. presento la mejor
produccién de exudado cuando crece en agar Dextrosa Sabouraud a pH 6.5 y 30°C. La caracterizacion
de las condiciones de crecimiento realizadas en este proyecto da la pauta para continuar con la
caracterizacion de metabolitos secundarios presentes en los exudados fungicos.

Palabras clave — Caracterizacién macro y microscépica, Cinética de crecimiento, Produccion de
exudados.

Abstract — In this work, the conditions for the in vitro growth of different fungal species to obtain
exudates were evaluated. Initially the isolates were characterized macroscopically and
microscopically. The growth conditions that will promote the generation of exudates were determined
using different pH values, temperature and solid culture media. The results obtained show that of the
five isolates, Simplicillium sp. showed the best exudate production when it grows in Sabouraud
Dextrose agar at pH 6.5 and 30°C. The characterization of the growth conditions carried out in this
project gives the guidelines to continue with the characterization of secondary metabolites present in
the fungal exudates.

Keywords — Macroscopically and microscopically characterized, Cinetic of growth, exudate production.
l. INTRODUCCION

Los hongos filamentosos son organismos productores de metabolitos secundarios con
actividad biolégica. Para incrementar la produccion de dichos metabolitos, se debe actuar
sobre la ruta de biosintesis de los metabolitos de interés y sobre otras rutas que
indirectamente pudieran afectar a la primera como son: rutas de secrecién, transporte,
regulacion genética; convirtiendo de esta manera a los hongos filamentosos en fabricas
celulares que con las modificaciones adecuadas pueden producir en cantidades
econOmicamente significativas cualquier compuesto para el que exista o se pueda generar
una ruta biosintética en hongos filamentosos (Gutiérrez et al., 2000). Algunos de los
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metabolitos secundarios suelen estar presentes en exudados. En este proyecto nuestro
objetivo fue estandarizar las condiciones de crecimiento que permitieran la obtencion de
exudados en aislados fungicos.

Il. MARCO TEORICO

Los hongos enfrentan multiples factores bidticos y abiéticos, que van desde la interaccién
con otros microorganismos hasta la privacion de nutrientes, cambios de pH y temperatura;
como respuesta fisiolégica, producen una gran cantidad de metabolitos secundarios con
actividad biolégica como son antibibticos, ciclosporinas, acidos orgénicos, alcaloides,
biopolimeros, entre otros (Gutiérrez et al., 2000; Macheleidt et al., 2016). Algunos pueden
ser de estructura organica simple, pero con frecuencia son compuestos de estructura un
poco mas compleja, muchos de ellos son toxinas peptidicas ciclicas y lineales, las que se
derivan de otros metabolitos primarios, en algunos casos con estructuras inusuales,
acompafadas ocasionalmente de procesos de biosintesis especificos (Dayami Borges et
al., 2010). Los metabolitos secundarios se pueden dividir en cuatro clases quimicas
principales: policetidos, terpenoides, compuestos derivados del acido shikimico y péptidos
no ribosémicos (Pusztahelyi et al., 2015).

lll. MATERIALES Y METODOS

A. Caracterizacion macro y microscépica de aislados fungicos

Las cepas empleadas en este estudio se sembraron e incubaron por una semana a 30°C
en medio solido para poder definir la morfologia colonial del micelio, su textura, forma y
coloracion del anverso y reverso. Para describir las estructuras microscopicas se realizaron
microcultivos utilizando cubos de 1 cm? de PDA, inoculados por picadura y colocados sobre
un portaobjetos y cubiertos con un cubreobjetos. Para dar las condiciones de humedad se
adiciono glicerol al 20% (v/v) sobre un trozo de algodén colocado en el interior de una placa
Petri. Las placas se incubaron a 30°C hasta observar el desarrollo micelial. Posteriormente,
los cubreobjetos fueron retirados y colocados sobre un portaobjetos nuevo con azul de
lactofenol, utilizando una pinza fina, se realizé una ligera presion para eliminar el exceso de
colorante empleando un papel absorbente. Cada montaje fue observado al microscopio a
40Xy 100X.

B. Cinéticas de crecimiento con diferentes medios solidos

El crecimiento micelial de las cepas seleccionadas se evalu6 en cajas Petri de 90x15 mm
empleando los siguientes medios de cultivo solidos: malta Sabouraud (MSA), dextrosa
Sabouraud (DSA), extracto de malta (EMA), papa dextrosa (PDA) y Czapek. Las cajas se
inocularon con un sacabo de 5 mm de diametro y se incubaron a 30°C durante un periodo
de 10-12 dias, monitoreando diariamente su crecimiento radial.

C. Cinéticas de crecimiento a diferentes pH

Una vez seleccionado el medio de crecimiento donde se observé la mayor produccion de
exudado para cada cepa, se realizd un nuevo ensayo ajustando el pH del medio a 5, 5.5,
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6, 6.5y 7, respectivamente. Las cajas se inocularon nuevamente con 5 mm de micelio y se
inocularon a 30°C durante 10-12 dias. Se monitoreo el crecimiento racial diariamente.

D. Cinética de crecimiento a diferente temperatura

Después de identificar el medio y valor de pH al cual los aislados producian mayor cantidad
de exudado, se realizd una nueva cinética de crecimiento a diferentes temperaturas. Las
cajas Petri con medio de cultivo y el pH ajustado se inocularon con 5 mm de diametro de
micelio y se incubaron a 30°C, 37° y 45°C durante un periodo de 10-12 dias, monitoreando
el crecimiento radial de las colonias.

IV. RESULTADOS

A. Caracterizacion macroscopica y microscoépica de aislados fungicos

La caracterizacibn macro y microscopica de aislados empleados en este estudio se
describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion morfol6gica macro y microscoépica de aislados fungicos empleados en
este estudio.

Aislado Color Textura Margen de Pigmento Morfologia Microscopia
la cepa exudado
A21H2a Centro Aterciopela Blanco y Amarillento Conidiéforos
(Simplicilli  amarillo  da con liso ViSC0SOo solitarios,
um sp) / elevacion verticilados
Naranja sobre hifas

aéreas, conidios
hialosporoso,
Hialino, &pices
redondeados,
unicelulares.
T21H3.1 Blanco/  Algodonos  Blanco e Verdoso Conidioforos,
(Aspergillu  Amarillo o con  irregular acuoso simples, lisos en _ '
S sp) elevacion la superficie, con ‘
cabezas * 1
conidiales ; “
catenulados °
nacidos de -
fidlides en
vesiculas su
globosas.
ES11H5.1 Verde Algodonos Blanco e No hubo Conidiéforos
(Penicilliu claro/ o] con irregular produccion | hialinos erectos,
m spt) beige elevacion ramificados,
fidlides
terminales.
fialosporos
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T21H2.2 Verde Algodonos  verdoso No hubo Conidi6foros s

(Penicilliu pardo o] con extendido produccién | hialinos erectos, \ Al

m sp?) elevacion ramificados, b /,%T'
Conidios ) .““j, .
fialosporosos. (RS !

LDIM 270 Blanco Similar a Claroyliso Translucid @ Conidi6foros

(Penicilliu levadura 0 Viscoso hialinos erectos,

m sp3) ramificados,
fidlides
terminales,
fidlides

puntiagudas con
puntas conicas.
Conidios
fialosporosos,

De acuerdo con Watanabe (2002), se realizo la descripcion de las cinco cepas (Tabla 1),
con la cual se pudo identificar que los aislados presentan caracteristicas que permiten
asociarlos con los géneros Simplicillium sp, Aspergillus sp y tres cepas distintas de
Penicillium sp, notando diferencias en la disposicion de los conidios y fidlides, dicha
identidad debera confirmarse posteriormente mediante su caracterizacion molecular.

B. Cinéticas de crecimiento de aislados fungicos en diferentes medios

En las Figuras 1y 2, se observa el desarrollo general de los aislados en los diferentes
medios inoculados, destaca la cepa de Simplicillium sp. (A), la cual presenta un mejor
crecimiento en PDA, mientras que en agar Czapek su desarrollo fue minimo, la produccion
de exudados para este aislado, se observd en mayor proporcion cuando se inoculo en EMA,
DSA y MSA, los exudados fueron detectados a partir del sexto dia de crecimiento. Para
Aspergillus sp. (B), su crecimiento fue optimo en PDA, DSA y MSA, con produccién de
exudado en DSA a partir del noveno dia. En el caso de Penicilium sp! (C) su mejor
crecimiento se observé en DSA y PDA mientras que el crecimiento en los demas medios
era de manera similar. En el caso de la cepa de Penicilium sp? (E), mostro el mismo
comportamiento que la cepa de Simplicilium sp, con la diferencia de que solo hay
produccion de exudado en DSA a partir del décimo dia (E).

Figura 1. Crecimiento fungico en diferentes medios.

T4
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Horas Horas Horas N Horas Horas

Figura 2. Cinéticas de crecimiento radial en diferentes medios de cultivo a 30°C. A)
Simplicilium sp., B) Aspergillus sp., C) Penicilium sp.t, D)Penicilium sp.2, E) Penicilium sp.?

Con base a estos resultados se determinaron los medios adecuados para resembrar las
cepas de Simplicillium sp. (Figura 3), Aspergillus sp. y Penicillium sp.3, ya que fueron que
presentaron una mayor produccion de exudados, para lo cual, se evalu6 su desarrollo frente
a diferentes valores de pH adecuado para evaluar su misma produccion de metabolitos
secundarios (Figura 4).

Simplicillum sp

/’/’" N Z '
Figura 3. Crecimiento de Simplicilium sp. en medio

DS diferentes valores de pH.
En la Figura 4 C-E se observa el crecimiento de Simplicillium sp. en diferentes pH en medio
MSA, DSA y EMA respectivamente, donde no hubo variaciones con respecto a su
crecimiento, sin embargo, la mejor produccion de metabolitos se observé en DSA en los pH
5.5, 6y 6.5 (Figura 3), presentando la mayor cantidad de exudado en este ultimo los cuales

comenzaron a visualizarse a partir del séptimo dia.
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Figura 4. Cinéticas de crecimiento radial a 30°C y diferentes valores de pH. A) Penicilllium
sp.2 en DSA, B) Aspergillus sp. en MSA , C) Simplicillium sp. en MSA, D) Simplicillium sp.
en DSA, E) Simplicillium sp. en EMA.
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Para la cepa de Aspergillus sp., su desarrollo optimo se observé en DSA a pH 5.5y 6 con
produccion de exudados en ambos casos con mayor cantidad en pH 6 (Figura 5B) y para
Penicillium sp2., no hubo variaciones en su crecimiento en los distintos valores de pH, sin
embargo, la produccion de exudados solo se present6 en los pH 5.5 a 6.5 (Figura 5A). A
partir de estos datos se determiné el valor de pH adecuado para la produccién de exudado
para cada cepa.

Cinetica de crecimiento radial a diferentes pHs

. o B
J wcaedll 1 | , o
E‘ 7 “ . E I T
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Figura 5. Cinética de crecimiento radial A) en diferentes medios y B) a diferentes pH.

El crecimiento a diferentes temperaturas de las cepas de Simplicillium sp., Aspergillus sp.
y Penicillium sp® su mejor crecimiento se presenté a los 30°C, pero en menor medida a los
37°C, mientras que a temperatura de 45°C no hubo desarrollo en ninguna de las cepas
evaluadas.

V. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos y a lo descrito para aislados del género Simplicillium,
en medio PDA mantiene un crecimiento moderado que alcanza un didmetro de 31-36 mm,
en 14 dias a 25°C (Chen et al., 2021), mientras que en este estudio el crecimiento fue mayor
llegando a los 83 mm a los 12 dias cuando se incub6 a 30°C, a partir de estos datos
podemos decir que temperaturas mayores a 30°C en medio PDA, el aislado evaluado
presento un desarrollo optimo. Respecto al desarrollo de los aislados a diferentes valores
de pH, se observé un crecimiento variable siendo mayor a pH 5. Dai y col. (2018),
determinaron que el rango pH entre 7.4-7.8 es adecuado para el crecimiento de
Simplicillium (Dai et al., 2018), en nuestra evaluacion, el aislado de Simplicillium sp. se
desarroll6 adecuadamente a pH por debajo de 7 y la produccién de exudados fue
mayoritaria a pH 6.5. Otro de los géneros evaluados fue Aspergillus sp., el cual mostro una
velocidad de crecimiento de 0.181 mm/dia siendo menor a la tasa de crecimiento reportada
por Rodriguez (2015), quién determino que la velocidad de crecimiento radial de diferentes
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especies de Aspergillus las cuales estan en un rango de 0.216-0.277 mm/h en medio solido
(Rodriguez-Duran et al., 2015).

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La identificacién morfolégica de los aislados fungicos empleados en este estudio se asocia
con los géneros de Simplicilium sp., Aspergillus sp. y Penicillum sp. Las condiciones
Optimas de crecimiento mostraron la preferencia de los aislados por el medio DSA, a valores
de pH en el rango de 5.5 a 6.5 y 30°C. Las condiciones de crecimiento evaluadas
permitieron determinar los medios de cultivo, los valores de pH y de temperatura que
deberan ser empleados para la obtencion de exudados, mismos que seran evaluados en
trabajos futuros.
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Resumen — Actualmente, el orujo de uva (OU), subproducto de la industria vitivinicola, ha destacado
por ser una fuente rica de compuestos fenélicos y fibra dietaria, sin embargo, su poca solubilidad
dificulta su utilidad como ingrediente funcional, razén por la cual resulta un reto encontrar un
componente que mejore estas propiedades. Tal es el caso de la chia, un estabilizante natural con
propiedades nutracéuticas. El objetivo de este proyecto fue evaluar diferentes concentraciones de chia
y estabilizantes de referencia como agente estabilizante del OU, realizando el analisis bromatoldgico
de la chia y evaluacion tecnofuncional, encontrando una mezcla de chia y goma Xantana (1:1) ideal
para su adicién a un suplemento alimenticio, debido a las excelentes propiedades encontradas
(solubilidad, sedimentacion, dispersabilidad y color).

Palabras clave —Salvia hispanica, estabilizante, orujo de uva, suplemento

Abstract — Currently, grape pomace (OU), a by-product of the wine industry, has stood out for being
arich source of phenolic compounds and dietary fiber, however, its low solubility hinders its usefulness
as a functional ingredient, which is why it is a challenge to find a component that improves these
properties. Such is the case of chia, a natural stabilizer with nutraceutical properties. The objective of
this project was to evaluate different concentrations of chia and reference stabilizers as a stabilizing
agent of the OU, carrying out the bromatological analysis of chia and techno-functional evaluation,
finding a mixture of chia and Xanthan gum (1:1) ideal for its addition to a food supplement, due to the
excellent properties found (solubility, sedimentation, dispersibility and color).

Keywords — Salvia hispanica, stabilizer, grape pomace, supplement
I. INTRODUCCION

El orujo de uva es un residuo organico considerado el principal subproducto del proceso de
elaboracion de vinos. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion estima que estos residuos superan los 20 millones de toneladas anuales en
todo el mundo, lo que genera un problema sustancial del manejo de residuos [1]. El orujo
ha destacado en los Ultimos afios por tener cantidades significativas de fibra dietética y
diversos fitoquimicos como los flavonoides (2-6.5%), los cuales estan asociados con
actividades antioxidantes, cardioprotectoras, anticancerigenas, antiinflamatorios y
antimicrobianas, entre muchas otras [2]. El orujo de uva brinda una oportunidad para
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recuperar estos compuestos con efectos bioldégicos y ser agregados a productos
alimenticios tales como suplementos, sin embargo, su poca solubilidad dificulta su utilidad
como ingrediente funcional, por lo que actualmente se busca un componente que ayude en
la mejora de esta propiedad, siendo la semilla de chia (Salvia hispanica) una gran opcion,
ya que ha demostrado funcionar como agente espesante y estabilizador natural. Ademas,
la chia ha destacado por sus propiedades nutracéuticas, ya que ha demostrado ser buena
fuente de vitaminas, antioxidantes, proteinas, fibra dietética y lipidos, de los cuales se
incluye omega 3 (54.08 %), omega 6 (18. 69 %) y omega 9 (10.24 %) [3]. Por ello, el
objetivo de este estudio fue la blusqueda de una mezcla de chia que funcione como
espesante y estabilizante del orujo de uva, mientras potencia los efectos biolégicos dada
sus propiedades, esto para su adicion en un suplemento alimenticio de gran calidad
nutricional.

. MARCO TEORICO

La reconstitucion de los alimentos en polvo es de particular importancia tanto para los
fabricantes como para los consumidores, ya que es uno de los puntos de referencia criticos
de la calidad de estos productos para su consumo [4]. Se pueden obtener conclusiones
sobre la calidad midiendo propiedades funcionales del producto, en donde los datos
recopilados permiten hacer otras suposiciones Utiles. Estas propiedades incluyen su
capacidad para disolverse en agua, asi como su dispersabilidad y sedimentacion. En
particular, el indice de solubilidad en agua (WSI) y el indice de absorcion de agua (WAI)
son dos indices vinculados a la estimacion del comportamiento del material si se procesa
mas para su uso como aglutinante, estabilizador o fuente de proteina en bebidas, salud y
barras nutritivas, horneados y sistemas alimentarios de carne molida/emulsificada [5].
Anderson et al. [6] registraron un método para estimar la cantidad de material que se puede
extraer con agua de un producto extruido.

Por otro lado, el color del producto es otro atributo de calidad importante para los
alimentos en polvos, ya que sirve como el principal aspecto reconocido por el consumidor
de la aceptacion de los alimentos. El color puede verse influido por las temperaturas de
secado por aspersion y los aditivos alimentarios, junto con otros factores durante el secado
por aspersion [7].

ll. MATERIALES Y METODOS

I11.1 Analisis bromatolégico de chia

Se determind el contenido de humedad, cenizas, proteina cruda, fibra dietaria y
carbohidratos por duplicado, utilizando el método estandarizado de la AOAC (2005) [8], a

partir de una muestra representativa de semillas de chia molida (por método de cuarteo).

I11.2 Disefio de mezclas con estabilizantes
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Se realizdé un disefio de 32 mezclas con 4.0 g de orujo de uva secado y tamizado de
variedad Cabernet (obtenido del Vifiedo del Marqués del estado de Querétaro, México) con
goma Xantana, Carboximetilcelulosa (CMC) y Pectina (como estabilizantes de referencia)
y chia, empleando 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 g de cada una, asi como mezclas de goma
Xantana en cantidad de 0.1, 0.25, 0.3y 0.5 g con 1.0, 2.0y 3.0 g de chia.

111.3 Evaluacién tecnofuncional de mezclas
111.3.1 indice de dispersabilidad

Se afiadio 1.0 g de la muestra a 10 mL de agua a 25 °C y se mezclé durante 15 s, realizando
25 movimientos. Posteriormente, las mezclas se colocaron en un tamiz de 250 um y, aquella
gue paso por él, se recolectd y secd a 105 °C durante 12 h, obteniendo el peso de la materia
secay, con ello, el indice de dispersabilidad mediante la Ec. (1).

Pms + (100 + Pm)

00—-H

(1) indice de dispersabilidad (%) =
Pm + EEL

donde Pms es el peso de la muestra seca después de tamizar (% p/p), Pm es el peso de la
muestra y H es el contenido de humedad de la muestra (% p/p).

111.3.2 indice de solubilidad en agua (ISA)

Se empled la metodologia de Anderson et al. [6], en donde se mezcld 1.0 g de muestra
con 20 mL de agua destilada, se agit6 durante 30 min y, posteriormente, la suspensién se
centrifugd a 3000 x g por 15 min. El sobrenadante se decantd y sec6 a 100 °C durante 24
h. ElISA se calcul6 con la Ec. (2):

Peso del residuo de evaporacién

(2) ISA (%) = x 100

Peso de la muestra

111.3.3 indice de sedimentacion

Se midieron 25 mL de las mezclas (con concentracion de 0.04 g/mL) y se dejaron reposar
durante 30 min. Transcurrido el tiempo se registrd el volumen de sedimento y el indice de
sedimentacién se reporté como la relacién entre el nivel de sedimentacion inicial (0%) y el
volumen final de sedimentacion.

111.3.4 Color

Las muestras en polvo se colocaron en cajas Petri y se registraron las lecturas
correspondientes al espacio CIELAB, empleando un colorimetro marca Minolta 2002.
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lll. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
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Figura 1. Analisis bromatoldégico de harina de semillas de chia (Salvia hispanica).
Resultados expresados como porcentaje.

La comparacion del andlisis bromatoldgico (Figura 1) con estudios anteriores demostrd que
en este estudio se obtuvo un mayor contenido de proteina (22.48%), carbohidratos (26.9%)
y fibra dietética, (38%). Sin embargo, se obtuvo un contenido menor de cenizas (0.22%),
variaciones causadas posiblemente a las condiciones climaticas y de cultivo, lugar de
siembra y de riego de las semillas de chia utilizadas [9].
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Figura 2. Estudio tecnofuncional en mezclas de orujo de uva con chia, goma Xantana, CMC
y Pectina (0.2, 0.5. 1, 2 y 4 g). Datos expresados como porcentaje.

No fue posible medir el indice de solubilidad de las concentraciones mas altas de la goma
Xantana (2,3y 4 g) y lade CMC (4 g), ya que estas cantidades provocaron un aumento en
la viscosidad y, con ello, la formaciéon de un gel que impidié el contacto del agua con las
particulas de la muestra (Figura 2). De igual forma, las muestras con goma Xantanay CMC
(excepto en 0.2 g) no sedimentaron debido a este fendbmeno. El aumento de la viscosidad
con el aumento de la concentracion se atribuye a la interaccion intermolecular que aumenta
las dimensiones macromoleculares efectivas y el peso molecular [10]. Cabe destacar que
la chia, a pesar de mantener una solubilidad menor que las primeras concentraciones de
goma Xantana y CMC, presentd esta propiedad en un valor mayor que la pectina
(alcanzando su maximo valor en 1 g), asi como una sedimentacion menor que en las
concentraciones de la pectina y dispersabilidad similar a la goma Xantana y CMC.
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Considerando las mejores propiedades tecnofuncionales obtenidas, se seleccion6 a la
goma Xantana (0.1, 0.25, 0.3 y 0.5 g) para formar mezclas con harina de semilla de chia
(1, 2y 3 g), obteniendo los resultados presentados en la Figura 3:

60

50
40
= 30
20
10
0

1.0 2.0 3.0 2.0 . . 20 3.0

Xantana (0.1 g) + Chia (g) | Xantana (0 25 g) + Chia (g)| Xantana (0 3 g) + Chia (g) | Xantana (0 5 @) + Chia (g)
mindice de solubilidad (%) Eindice de sedimentacion (%) mindice de dispersabilidad (%)

Figura 3. Estudio tecnofuncional en mezclas de orujo de uva (4 g) con chia (1,2y 3 g) y
goma Xantana (0.1, 0.25, 0.3 y 0.5 g). Datos expresados como porcentaje.

En la muestra de 0.25 g de Xantana con 3 g de chia y todas las muestras de Xantana de
0.3 y 0.5 g, se observé un aumento de la viscosidad por la alta cantidad de goma,
obteniendo con ello un indice de sedimentaciéon de 0 (%) y, ademas, se presenté una
disminucion en los indices de solubilidad de las muestras, excepto en la primera
concentracion de Xantana (0.1 g) y chia (1 g). Esta ultima mezcla presentdé una mayor
dispersabilidad, por lo que esta concentracion es la ideal para su adicién en un suplemento,
debido a que presenta las mejores propiedades tecnofuncionales.

Tabla 2. Color de muestras de orujo de uva con diferentes estabilizantes y
concentraciones.

Contenido (con 4.0 g de orujo de uva) Color

CIE L* CIE a* CIE b*
Chia (0.2 g) 27.81 4.35 0.99
Chia (0.5 g) 28.50 3.88 0.51
Chia (1 g) 28.00 4.59 1.48
Chia (2 g) 27.04 4.45 1.74
Chia (4 g) 25.48 4.63 1.57
Xantana (0.2 g) 26.59 4.21 0.83
Xantana (0.5 g) 27.21 4.15 0.67
Xantana (1 g) 27.07 3.97 0.80
Xantana (2 g) 29.02 4.16 0.59
Xantana (4 g) 29.80 4.35 0.56
CMC (0.2 g) 27.05 4.09 1.19
CMC (0.5 9) 26.24 3.54 1.23
CMC (1 9) 26.48 3.48 0.30
CMC (2 9) 27.39 2.95 0.49
CMC (4 g9) 27.45 3.48 0.58
Pectina (0.2 g) 27.85 4.37 0.73
Pectina (0.5 g) 30.12 4,72 0.60
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Pectina (1 g) 30.73 4.23 0.94
Pectina (2 g) 31.99 4.54 0.17
Pectina (4 g) 35.57 4.03 0.58
Xantana (0.1 g) + Chia (1 g) 29.26 5.58 1.94
Xantana (0.1 g) + Chia (2 g) 30.1 5.14 1.90
Xantana (0.1 g) + Chia (3 g) 30.48 5.65 2.7

Xantana (0.25 g) + Chia (1 g) 28.31 5.17 2.08
Xantana (0.25 g) + Chia (2 g) 30.48 5.37 2.02
Xantana (0.25 g) + Chia (3 g) 31.65 481 2.24
Xantana (0.3 g) + Chia (1 g) 29.77 5.57 2.4

Xantana (0.3 g) + Chia (2 g) 30.99 5.41 2.23
Xantana (0.3 g) + Chia (3 g) 32.14 55 2.36
Xantana (0.5 g) + Chia (1 g) 27.8 3.42 0.86
Xantana (0.5 g) + Chia (2 g) 28.16 4.62 1.69
Xantana (0.5 g) + Chia (3 g) 29.92 4.62 1.87

L*Luminosidad; L=0 color negro, L=100 color blanco; a* negativo = verde, positivo= rojo; b*
negativo = azul, positivo= amarillo.

Finalmente, se obtuvieron los pardmetros croméaticos (CIELAB) de todas las muestras, los
cuales pueden apreciarse en la Tabla 1. De acuerdo con estos resultados, la intensidad de
color en las muestras de los estabilizantes de referencia con orujo de uva, varia
aleatoriamente dentro de un estrecho dominio, sin embargo, los valores maximos de
luminosidad e intensidad de color en las mezclas de chia y goma Xantana se encontraron
en aquellas que contenian la mayor cantidad de chia, con lo que puede establecerse que
la chia proporciona luminosidad y aumento en la intensidad del tono de las muestras,
considerando a la mezcla de goma Xantana (0.1 g) con chia (0.1g) como una de las
muestras que mantiene este parametro en un valor intermedio, la cual confirma su uso ideal
en el desarrollo de un suplemento alimenticio, al contar con esta propiedad tecnofuncional
de color en un margen aceptable.

IV.CONCLUSIONES

La incorporacion de la chia en conjunto con la goma Xantana para mejorar las propiedades
del orujo de uva, condujo a propiedades tecnofuncionales mejoradas, comprobando con
ello su actividad como estabilizante. Cabe destacar que estos parametros se vieron
afectados negativamente con el incremento en la cantidad de los estabilizantes de
referencia debido al aumento de viscosidad. Asimismo, el analisis bromatolégico permitié
reconocer a la chia como una rica fuente de fibra, por lo que ademas podria potenciar los
beneficios a la salud del orujo, permitiendo con ello su incorporacion en un suplemento
dietético y asi, aprovechando su bajo costo y propiedades bioldgicas, en comparaciéon con
los estabilizantes utilizados normalmente en las industrias alimentarias.
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