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LABORATORIO DE FIBRAS OPTICAS: INTRODUCCION A LOS
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Resumen — En el presente articulo describe el desarrollo de précticas introductorias en el uso de fibras
oOpticas y laseres en investigaciones experimentales, elaborandose tapers de fibra éptica y microesferas
gue permitieron implementar un microresonador de fibra 6ptica el cual se usé para medir peines de
frecuencia Optica. Se lograron encontrar peines en la regién de los 1567.82 nm de un laser de 200 mW
de potencia con el bombeo de un diodo laser de 975 nm a 12.05 mW de potencia.

Palabras clave — Fibra dptica, tapers, peines de frecuencia optica.

Abstract — In this paper introductory practices on optical fibers and lasers use in experimental
research is described, creation of tapers and microspheres were preformed, this allowed the usage
of a microresonator to measure optical frequency combs. Combs in the 1567.82 nm region for a 200
mW laser were found, with a laser diode of 975 nm and 12.05mW as the optical pumping.

Keywords — Optical fiber, tapers, optical frequency combs.
. INTRODUCCION

Las fibras opticas se pueden utilizar para la creacion de diversos elementos opticos
como esferas nanométricas y tapers que pueden ser utilizados en la investigacion
experimental, en éste caso se usaran dichos elementos como parte de un microresonador
de fibra Optica, un arreglo que permite la medicion de peines de frecuencia Optica que a
su vez tienen diversas aplicaciones entre las que destacan la metrologia con la creacion
de sensores cada vez mas precisos que nos permiten desde fabricar mejores radares,
hasta conocer las caracteristicas de otros planetas.

ll.  MARCOTEORICO
A. Tapers de fibra éptica

Un taper es una fibra éptica adelgazada mediante la fusion y estiramiento de una fibra
Optica estandar, es un proceso sencillo y facilmente reproducible, los parametros
importantes en la fabricacion de un taper son el diametro de la seccidn transversal mas
estrecha conocido como cintura, la longitud de adelgazamiento y el perfil de transicion
que indica qué tan abrupto es el cambio en diametro. Es importante que se logre un
estiramiento uniforme a fin de que los campos que pasan por la fibra logren atravesar el
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taper de manera adecuada sin muchas pérdidas. Este tipo de dispositivos son muy
versatiles pues se pueden emplear diversos efectos fisicos en la region adelgazada.

B. Esferas micrométricas.

Las esferas micrométricas han captado el interés en su uso con resonadores pues
tienen un gran potencial para aplicacién en circuitos fotonicos de cara al futuro. En general
se estudian microesferas de silice fabricadas con tapers de fibra 6ptica estandar pues
ofrecen una gran facilidad para describir sus propiedades fisicas y su composicion. Una
microesfera se consigue mediante la fusion de la punta de una fibra Optica, que puede o
no estar adelgazada, esto depende de las necesidades del usuario y normalmente el
diametro de la microesfera esta relacionado con el diametro de la fibra de origen.

C. Peines de frecuencia 6ptica

Los peines de frecuencia éptica proporcionan mediciones de la luz que se tiene de un
objeto, que proveen una medida precisa en la escala de los femtosegundos de ciclos
Opticos, que a su vez sirven para la fabricacion de relojes de altisima precision, que ahora
llega hasta los 18 digitos, superando a otras alternativas basadas en las microondas en
al menos un orden de magnitud. Con esto se logran desarrollar pruebas fisicas en el
laboratorio con la maxima precision posible.

Podemos producir peines con una onda continua mediante fenOmenos Opticos no
lineales en un microresonador que atrapa y confina luz en una pequefia regién haciendo
que la intensidad de la luz aumente y provoque interacciones no lineales, una clase
importante de microresonador es el que trabaja con microesferas que permiten atrapar la
luz mediante la reflexion total interna alrededor del perimetro de la interfase.

. MATERIALES Y METODOS
A. Fabricacion de tapers.

Se us6 una estiradora de fibra 6ptica no comercial de fabricacién en casa en el Instituto
de Investigacion en Comunicaciones Opticas (1ICO). El sistema consta de tres motores,
dos motores fijos a un par de prensas que sujetan los extremos de la fibra con la cual se
fabricara el taper, moviéndose en direcciones contrarias, y un tercer motor traslada un
mechero de manera periédica a lo largo de la direccion de la fibra 6ptica, que se encarga
de fundir la fibra y permite el estiramiento. Para la combustion del mechero se utilizan dos
gases, Butano y Oxigeno los cuales se conectan al sistema a través de un controlador de
flujo MKS MASS FLO, que a su vez se conecta a un par de tanques de los elementos
antes mencionados y a una interfase etiquetada como Control de Estiradora de Fibra
Optica la cual nos permitira controlar todo el sistema a través de un software desarrollado
también en el IICO.

b e
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El proceso de estiramiento es sencillo, se debe preparar primero el mechero, para
hacerlo se deja fluir primero Butano por el conducto por algunos minutos, el tiempo
depende de la temperatura del ambiente, esto con el fin de tener un flujo constante una
vez encendida la mecha. Después se deja fluir Oxigeno y se enciende el mechero con un
encendedor estandar. Para estirar la fibra es necesario quitar la capa de poliuretano con
unas tijeras Strippers, quitando la parte a estirar con una tolerancia de algunos
centimetros, se limpia el excedente de poliuretano con alcohol. Posteriormente se
asegura la fibra 6ptica a trabajar en las prensas, es importante tener una buena fijacion
para obtener resultados uniformes. Finalmente se trabaja con el software, el proceso esta
automatizado por lo cual solo es necesario seleccionar los parametros deseados: longitud
del taper, diametro del taper, perfil de transicion. El proceso tardara varios minutos
dependiendo principalmente en el diametro y longitud del taper.

B. Fabricacion de microesferas.

Se fabricaron microesferas en base a los tapers creados, para lograrlo primero se debe
preparar el taper, o que consiste en hacer un corte con una cuchilla de alta precision
Fujikura CT-32, para mantener la fibra fija se coloca el taper en una prensa de adherencia
magnética a la cuchilla, se abre la cuchilla, se inserta la prensa y se realiza el corte en un
movimiento, al ser el taper mas pequefio que una fibra 6ptica estandar la cuchilla no logra
cortar de manera sencilla entonces para facilitar el proceso el taper se une a una fibra
Optica estandar pelada de manera momentanea con alcohol etilico y se realiza el corte
junto a ésta.

Posteriormente se utiliza una empalmadora de fibra 6ptica Fujikura ARCMaster FSM-
100P la cual posiciona la fibra 6ptica junto a un par de electrodos que la funden, la misma
prensa usada en la cuchilla se puede adherir a la empalmadora lo cual facilita el
posicionamiento, el taper no debe quedar justo por encima de los electrodos pero si
algunas fracciones de milimetros por detras. Para hacer trabajar la empalmadora se crea
un perfil mediante un programa sencillo creado en el IICO el cual permite elegir el
diametro de la esfera y algunos otros parametros mas especificos, también permite hacer
la medicién de la esfera una vez que ha terminado el proceso. Se envia el perfil a través
de una conexion USB directamente a la empalmadora la cual lo reconoce de manera
instantdnea, una vez cargada se corre el programa desde la empalmadora y se crea la
esfera de manera automatica.

C. Medicién de peines de frecuencia.

Se us6 un microresonador de fibra 6ptica montado en el laboratorio y que habia sido
utilizado en trabajos previos, con un laser sintonizable New Focus TLB-6700 que trabaja
en laregién de los 1520 a los 1570 nanémetros a 200 mW, con un diodo laser de bombeo
de 975 nm con 12.05 mW. Ambos laseres son transportados con una fibra optica hasta
un combiner que les permite interferir, luego una salida de fibra Gptica que pasa por un

b e
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control de polarizacion que lleva el resultado de la interferencia hasta una carcasa de
vidrio que contiene un taper. Este es un resonador que trabaja con las esferas que
fabricamos con anterioridad las cuales se colocan en contacto con el taper mediante un
posicionador Thorlabs NanoMax 300. La esfera permite la creacion de un campo
evanescente en su superficie y como resultado ocurren fendmenos 6pticos no lineales,
gue generan los peines Opticos a medir, la luz en la esfera contindia su camino por el taper
que es conectado a un analizador de espectro 6ptico YOKOGAWA AQ6375 que puede
trabajar en la region de los 1200 a los 2400 nanémetros.

Para buscar los peines se debe hacer un barrido con el laser sintonizable programado
mediante software en una computadora conectada por un cable USB a dicho laser. La
teoria permite acotar el barrido entre los 1560 y 1570 nm realizando saltos con una
precision de 0.02 nm con un segundo de diferencia entre cada salto. Si bien el laser
permie saltos de 0.01 nm no fue necesario recurrir a la maxima precisiéon disponible para
observar el peine. Con cada barrido se seleccionaba una polarizacion aleatoria mediante
el control de polarizacion pues ésta influye en el comportamiento del peine. En el proceso
se vigila el analizador de espectro éptico prestando atencion a la respuesta de la luz que
proviene desde el taper, la forma facilmente reconocible del peine permite detener el
barrido justo cuando se identifica, esto deja al laser sintonizado en la frecuencia adecuada
y el peine se mantiene en el analizador lo que permite la recoleccién de datos.

V. RESULTADOS
A. Fabricacion de microesferas.

Se trabajaron con tapers de 70 nm y a partir de ellos se hicieron dos tipos de esferas
distintas. Se midieron las esferas con el software el cual da una medida exacta de la

esfera en 2 direcciones.
X] x|

b)
a)

Fig. 1 a) Esfera configurada para 120 um, el software midié 119.2 um de diametro. b) Esfera
configurada para 150 um, el software midié 152.1 um de diametro.

B. Medicién de peines de frecuencia.

A continuacion, se presenta el peine que se logré encontrar en el barrido para 1567.82
nm para una polarizacién aleatoria.

Fig. 2 a) Grafica para el peine de frecuencia 6ptica medido para 1567.82nm con un bombeo de
975nm, el conector al analizador se mantuvo unos centimetros separados de la entrada por
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seguridad del equipo. b) Gréfica para el mismo peine con el conector al unido al analizador, se
puede apreciar con mayor detalle las caracteristicas del peine.
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) a) b)
V. DISCUSION

Fue posible fabricar esferas de dos tamafios distintos sin muchas complicaciones y
con una buena precision, se pudo notar que el factor importante para una buena exactitud
en el tamafo de las esferas es el corte que se le realiza al taper, la esfera de 152.1 nm
comparada con la esfera de 119.2 nm tiene un poco mas de perdida de exactitud,
curiosamente esto se atribuye a que el corte realizado con la cuchilla era mas exacto que
para el taper de la esfera de 119.2 el cual presentaba un ligero excedente de material en
la punta del taper, lo cual es comun pues como se mencioné antes la cuchilla empleada
esta disefiada para cortar fibra 6ptica estandar y no tapers mas delgados.

Se logré encontrar un peine en la region de los 1567.82 nm de un laser sintonizable
para un bombeo de 975 nm de un diodo laser, la primera medicion permitié encontrar el
peine en un barrido del laser sintonizable de manera segura pues la instrumentacion
utilizada no era la adecuada no obstante era la que se tenia disponible en el laboratorio,
tener conectada la fuente de la luz al analizador por largos periodos de tiempo podia
afectar sus componentes electronicos, en la forma en que se realizdé pudimos evitar esto
teniendo una pérdida de intensidad y exactitud, pero el peine se logra apreciar en primera
instancia, después se pudo colocar el conector de manera correcta y como resultado
obtuvimos el peine esperado, esto solo se hizo durante la recopilacion de los datos para
Su posterior procesamiento.

Fue posible replicar el muestreo con el mismo procedimiento durante varios ciclos del
barrido del laser sintonizable sin ningln problema aparente. Se intentaron encontrar otros
peines aparte del ya presentado al cambiar la polarizacién con el controlador del
microresonador, lo cual resulta complicado pues se debe realizar a mano lo cual no es
preciso del todo, aun asi, se pudieron apreciar varios peines. No obstante, a fin de evaluar
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la estabilidad de los peines se dej6é el sistema corriendo durante un largo periodo de
tiempo, lo que se pudo notar es que conforme avanzaba el tempo muchos de los peines
presentaron un decaimiento en su potencia Optica lo cual era un indicativo de su poca
estabilidad.

VI.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es posible fabricar tapers sin muchas complicaciones, es un proceso sencillo y
automatizado, las microesferas se pueden fabricar aun cuando no se tienen los materiales
aptos, haciendo énfasis en las cuchillas para realizar los cortes del taper, pese a ello se
pueden adaptar los instrumentos disponibles como lo hicimos para encontrar el peine de
frecuencia Optica esperado. Es complicado encontrar peines cuando se tienen que
modificar las variables con poco control como lo es la polarizaciéon pues esta es aleatoria
e imposibilita modificar el sistema de manera precisa, asi como también por el hecho de
gue muchos de los peines Opticos no son estables y decaen con el tiempo.

VIl. RECONOCIMIENTOS
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DETERMINACION DE COMUNIDADES EUCARIOTAS
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Resumen — La eutrofizacion tiene un papel importante en la induccion de los florecimientos cianobacteriales
potencialmente toxicos y afectando la biodiversidad de cuerpos de agua continentales y artificiales, como son
las presas. Los ecosistemas acuaticos pueden ser afectados por su composicion fisica, quimica y biologia
generando alteraciones en los florecimientos cianobacteriales teniendo como consecuente un crecimiento
descontrolado de acuerdo con ciertos factores; dichos factores por considerar son los pardmetros
fisicoquimicos como es el caso de la temperatura, pH, conductividad y demanda de oxigeno. En este trabajo
se analizaron los pardmetros fisicoquimicos y se identificaron géneros microbianos presentes en tres presas
de Guanajuato que podian presentar floraciones cianobacteriales. Se determind que las condiciones
ambientales favorecen la aparicion de floraciones de cianobacterias, ya que el pH que presentaron estuvo
entre 7y 9, la temperatura entre 19 °C y 26 °C, los niveles de nitratos y fosfatos se determinaron entre estos
valores 0 y 5 mg/L. Los géneros de microalgas identificados a nivel morfoldgico fueron Nodularia,
Dolichoespermun y Planktothrix. El agua de las presas estudiadas se utiliza para actividades recreativas, para
riego, abrevadero de ganado y en algunos casos para potabilizar, es urgente tomar medidas remediales y
preventivas para evitar un evento tdxico relacionado con la presencia de cianotoxinas.

Palabras clave —Floraciones cianobacteriales, eutrofizacion, Nodularia, Dolichhoespermum, Planktothrix.

Abstract —Eutrophication plays an important role in inducing potentially toxic cyanobacterial blooms and
affecting the biodiversity of inland and artificial water bodies, such as dams. Aquatic ecosystems can be
affected by their physical, chemical and biological composition, generating alterations in cyanobacterial
blooms, resulting in uncontrolled growth according to certain factors; these factors to consider are the
physicochemical parameters such as temperature, pH, conductivity and oxygen demand. In this research, the
physicochemical parameters and microbial genera present in three Guanajuato dams with cyanobacterial
bloom were analyzed. It was determined that the environmental conditions could induce the appearance of
cyanobacterial blooms since range pH goes from 7-9, the temperature between 19 °C and 26 °C, the levels of
nitrates and phosphates were determined between these values 0 and 5 mg /L. The genera of microalgae
identified at the morphological level were Nodularia, Dolichhoespermum and Planktothrix. The water from
the studied reservoirs is used for recreational activities, for irrigation, cattle watering and in some cases for
drinking water, it is urgent to take remedial and preventive measures to avoid a toxic event related to the
presence of cyanotoxins.

Keywords — Cyanobacterial blooms, eutrophication, Nodularia, Dolichhoespermum, Planktothrix.
l.  INTRODUCCION

El agua es uno de los recursos naturales mas importantes; este es esencial para las
personas y para actividades socioeconémicas, presenta un impacto directo en la higiene,
la salud, la educacién, la alimentacién, en los ecosistemas y en el modo de vida de los
seres vivos, por lo cual este recurso es indispensable para poder sobrevivir y tener
estabilidad en el entorno (Pintor, 2021). Sin embargo, el agua contiene nutrientes, los
cuales en los ecosistemas son indispensable, pero existe la contaminacion por ellos
mismos, debido a que se encuentran de manera excesiva, como es el caso del nitrogeno
y fésforo, fenémeno conocido como eutrofizacién, que induce proliferacion descontrolada
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de algas fitoplancténicas y provocando efectos adversos en el ecosistema, a este suceso
se le conoce como eutrofizacion (EPA, 2021).

La eutrofizacion suele ser un problema debido a las modificaciones que este realiza
en los ecosistemas, ya que tienen la capacidad de formar florecimientos o crecimientos
algales de manera descontrolada los cuales llegan a ser nocivos y esto llega a ser un
desequilibrio en la biodiversidad de los organismos acuéticos, afectando a cada uno de
los organismos presentes (Gil, 2019). Las cianobacterias son procariontes fotosintéticos
que al momento de formar floraciones presentan la capacidad de liberar metabolitos
bioactivos, los cuales son denominados cianotoxinas, entre estos metabolitos, se
encuentran las microcistinas, las cuales son hepatotdxinas, estas son producidas de
forma general por el género Planktothrix spp, Microcystis sp, Cylindrospermopsis spp,
Limnothrix redekei (Mallia, et al., 2020).

Por lo anterior, los florecimientos cianoalgales son eventos de gran importancia debido a
gue han llegado a provocar la disminucion de la diversidad y la modificacién de las
interacciones entre las comunidades microbianas registrados en México (Cantoral, et al.,
2017). La dinamica que se presenta en el ciclo completo de una floracion en el ecosistema
marino ha sido documentada para de esta forma lograr identificar a los grupos
taxondmicos de argueobacterias, bacterias y microeucariotes asociados, asi mismo, se
lograron establecer interacciones tanto positivas como negativas entre ellos (Zhou, et al.,
2018). En cambio, en el sistema lacustre fueron determinadas redes de co-ocurrencia
entre comunidades procariotes y eucariotes durante la floraciéon (Mikhailov, et al., 2018).

ll. MARCO TEORICO

A. Floraciones algales

Las floraciones algales son eventos de origen natural de alta productividad y
conforman el ciclo anual del fitoplancton que es producido en primavera, verano u otofio.
El florecimiento de algas puede resultar favorable puesto que ayudan a la activacién de
la cadena alimentaria en los cuerpos de agua, sin embargo, en algunas ocasiones dichos
florecimientos provienen de especies que dafian a otros organismos debido a la gran
cantidad de biomasa que suelen presentar o por la producciéon de toxinas, los cuales se
denominan floraciones de algas nocivas (FAN) (Cortés, et al., 2019).

—*

Fig. 1. Floracién algal nociva en aguas dulce. Presa El Palote, Leén Guanajuato.
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B. Cambios ambientales que estimulan la aparicién de floraciones cianobacteriales

El cambio climatico estd transformando los ecosistemas acuaticos teniendo como
consecuencia un progresivo calentamiento, acidificacion y desoxigenacion los cuales se
irdn intensificando de forma paulatina con el paso del tiempo. Uno de los principales
resultados que llega a tener el cambio climatico es el crecimiento de algunos organismos
gue son importantes indicadores bioldgicos de la cadena del agua. Sin embargo, existen
grupos taxondémicos que bajo ciertas condiciones presentan la capacidad de formar
florecimientos o crecimientos algales descontrolados que llegan a ser nocivos (Glober,
2020). Debido a que el calentamiento del agua en océanos es de forma desigual, es
probable que los cambios impulsados por la temperatura en las distribuciones de HAB
varien a lo largo de las costas y entre las cuencas oceénicas (Gobler, et al., 2017).

C. Parametros fisicoquimicos que favorecen la aparicion de florecimientos
cianobacteriales

En ocasiones los cuerpos de agua se ven afectados por diferentes aspectos, por
ejemplo, por su composicion fisica, quimica y/o biolégica. Dichos aspectos provocan una
alteracion en florecimientos cianobacteriales. Estos florecimientos presentan un
crecimiento de acuerdo con ciertos parametros fisicoquimicos del agua y también a los
cambios ambientes (Ochoa, 2017). Entre los principales se encuentran los cambios de
estacion los cuales se dan principalmente en inicios de verano y otofio con condiciones
calmadas o poco viento. Por otro lado, otros parametros fisicoquimicos que llegan a
afectar los cuerpos de agua para que haya un florecimiento algal son la temperatura que
varia entre los 15-30 °C, el pH que se encuentra en un rango de entre 6-9 y la presencia
de nutrientes como es el caso de nitrégeno y fosfato, pero en concentraciones en exceso
(Cantoral, et al., 2017).

En la presa El Palote ubicada, en Ledn, Gto. México, se determino la diversidad
microbiana que presenta florecimientos algales por metagen6mica con genes que
codifican subunidades ribosomales 16S y 18S. Se determiné que el género dominante
(>60%) fue Planktothrix. A partir de dichos resultados obtenidos, se determind la
estructura de las comunidades microbianas se encuentra asociadas a un florecimiento
algal de género Planktothrix agardhii-rubescens (Valdés-Santiago, et al., 2021).

lll. METODOLOGIA
A. Colecta de muestras de agua de presas seleccionadas

La recolecta de cada una de las muestras en las presas El Palote, El Conejo y La
Purisima en el estado de Guanajuato, se realizé de acuerdo con lo establecido en la NOM
003-SEMARNAT-1997, las muestras se almacenaron a 4°C hasta ser procesadas. Los

muestreos se realizan como se establece en la Norma Mexicana NMX-AA-003.

B. Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de agua

b e
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Lugar

El Palote

El Palote 2

El Conejo

El Conejo 2

La Purisima

La Purisima 2
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El pH se medié con un potenciometro “JENWAY”, asi como la conductividad con un
equipo portatil “Primo EC and TDS tester” marca HANNA Instruments. De cada una de
las muestras recolectadas de las presas se realizara la cuantificacion de nivel de
nitrégeno y fosforo; en el caso del fosforo se emplea el kit "Phosphate test kit HI38061"
intervalo 0.00 a 1 mg/L y 0.0 a 5 mg/L (ppm) de PO3 y el caso del nitrégeno se emplea
el kit “Nitrate test kit HI38050” intervalo de nitrato agua: 0-50 mg/L (ppm) suelo: 0-60 mg/L

(ppm).

Para la determinacion de nitrato y fosfato de las muestras recolectadas, se hizo por
medio discos que contiene cada uno de los kits. Para determinar el nivel de fosfato a la
muestra se le adiciono un reactivo HI 93713-0, se agita por 20 segundos, se deja
reaccionar por 3 minutos para de esta manera obtener una coloracién azul y al observarlo
en el check disc junto a nuestro control se debe de nivelar el color y de esta manera se
obtuvo el nivel de fosfato. En el caso del nitrato, a la muestra se le adiciono un reactivo
HI 38050-0, se agita por 1 minuto, se deja reaccionar por 5 minutos para de esta manera
obtener una coloracién café y al observarlo en el check disc junto a nuestro control se
debe de nivelar el color y de esta manera se obtuvo el nivel de nitrato.

C. Identificacién a nivel morfologico de las comunidades microbianas
Se tomaran alicuotas de 50 ml de cada una de las muestras las cuales se almacenaron
en botes de plastico con tapa a 4 °C, se adicionara Lugol al 1% hasta que adquieran color

brandy, con esto se las células se fijjan y conservan su morfologia por largos periodos de
tiempo. Se realizaron observaciones con ayuda del microscopio 6ptico.

IV. RESULTADOS

Los parametros fisicoquimicos de las muestras de agua de las presas se presentan en
la tabla 1.

Conductividad
(mS)

Oxigeno disuelto (DO2)

Coordenadas
mg/L

Temperatura

-

%
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i

g e e

@'

{

21.173252,-101.696567 9.2+0 0.275 £ 0.004 0.06+0

‘ 21.173289, -101.696775 8.8+0.08 0.29+0 0.055 + 0.004 26+0

‘ 20.683774,-101.441197 7.3+0.08 0.4 £ 5.6E-7 0.075 = 0.004 20.5+0

‘ 20.684236,-101.441164 7.05+0.20 0.4 £ 5.6E-7 0.08 + 0.008 19.25+0.61

‘ 20.870121, -101.292898 8.55+0.12 0.44+0 0.06+0 240

‘ 20.871500, -101.293400 8.45+0.04 0.45+0 0.07+0 25.25+1.02
a
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Tabla 1. Valores de parametros fisicoquimicos obtenidos. Las muestras se midieron por
cuadriplicado, en al menos dos puntos de cada presa.

En la tabla 2 se presentan los valores obtenidos de nivel de fosfato y nitrato de cada
una de las presas.

Nivel de nitrato

Lugar Nivel de fosfato mg/L
mg/L

El Palote 0.2 £ 3.4E-17

El Palote 2 00 50

El Conejo 0.68 £0 25+0

El Conejo 2 0.6+0 20+0

La Purisima 0.55%0 0%0

La Purisima 2 0.65+0 0+0

Tabla 2. Valores de nivel de fosfato y nitrato obtenidos. Los niveles de cada muestra se midieron
por triplicado para una mejor precision.

Para la presa de La Purisima (Fig. 2a) se determind que la especie que se encuentra
presente es Nodularia; por otro lado, en la presa ElI Conejo (Fig. 2b) la especie
determinada es Dolichoespermun; en cambio, en la presa El Palote la especie identificada
fue Planktothrix (Fig. 2c).

2 42

»r'.‘_:-m

Fig. 2. Morfologia presente en presa La Purisima (A), presa El Conejo (B) y presa El Palote
(C). Fotografias generadas en el laboratorio de Dra. Rosalba Alonso Rodriguez Laboratorio de Biotoxinas
Marinas Servicios Académicos de Toxicologia Unidad Académica Mazatlan ICML-UNAM.

V. CONCLUSIONES

Las condiciones fisicoquimicas de las presas estudiadas pueden favorecer la aparicion
de floraciones cianobacterianas.

Las cianobacterias identificadas a nivel morfolégico fueron Nodularia,
Dolichoespermun (Anabaena) y Planktothrix (Oscilatorial).
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Debe de tenerse presente que, al no tratar dichos florecimientos cianobacteriales, la
calidad del agua va disminuyendo, presentando consecuencias en el ambito de la salud
y en actividades socioeconémicas, asi como en el ecosistema acuatico ya que provocan
la disminucion de la diversidad y modifican las interacciones entre las comunidades
microbianas existentes en el medio, lo cual con el paso del tempo tendrd como resultado
la produccion de toxinas denominadas floraciones de algas nocivas (FAN).

VI. RECONOCIMIENTOS

Expreso mi agradecimiento a la Dra. Laura Valdés Santiago, al Dr. José Luis Castro
Guillen, a la Dra. Rosalba Alonso Rodriguez, a mi compafiera Andrea Alejandra Pantoja
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Resumen — Se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos de Lavandula
angustifolia miller, Laurus nobilis y Moringa oleifera sobre dos cepas de Staphylococcus aureus,
una sensible y una resistente a meticilina. Para la medicion de la actividad antimicrobiana se uso el
método de difusidn en disco también Ilamado el método de Kirby-Bauer. Teniendo como resultado
que el L. nobilis presenté halos de inhibicion entre 9 y 11 mm, Moringa oleifera presentd halos de
inhibicion de 8 mm para ambas cepas; por otro lado, Lavandula angustifolia miller solo presento
inhibicion en la cepa sensible a meticilina. Por tanto, los extractos evaluados son una fuente
importante para la bdsqueda de nuevos antibioticos de origen natural sobre todo para combatir
aquellos microorganismos que presentan resistencia bacteriana.

Palabras clave — Extractos metanolicos, Staphylococcus aureus, actividad antimicrobiana

Abstract — he antimicrobial activity of the methanolic extracts of Lavandula angustifolia miller,
Laurus nobilis and Moringa oleifera was evaluated on two strains of Staphylococcus aureus, one
sensitive and one resistant to methicillin. For the measurement of antimicrobial activity, the disk
diffusion method, also called the Kirby-Bauer method, was used. Having as a result that L. nobilis
presented inhibition halos between 9 and 11 mm, Moringa oleifera presented inhibition halos of 8
mm for both strains; on the other hand, Lavandula angustifolia miller only showed inhibition in the
methicillin-sensitive strain. Therefore, the extracts evaluated are an important source for the search
for new antibiotics of natural origin, especially to combat those microorganisms that present
bacterial resistanceT

Keywords — methanolic extracts, Staphylococcus aureus, antimicrobial activity

I.  INTRODUCCION

La resistencia a antimicrobianos se refiere a los procesos que presentan los
microorganismos (bacterias, virus, hongos y parasitos) que inciden y hacen ineficaces a
los medicamentos utilizados en su tratamiento. La resistencia a los antimicrobianos puede
ser natural o adquirida [1]. Algunos organismos tienen la capacidad de crear una

Pagina 19


mailto:tiscmag.sandra@gmail.com
mailto:antonio.vertiz@uaslp.mx
mailto:olga.gonzalez@uaslp.mx

24° Verano de la Ciencia de la Regi6n Centro.

resistencia a los antibiéticos que se usan comunmente o por el abuso en el consumo de
estos.

En la actualidad, Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos que se aisla
con mayor frecuencia en las infecciones hospitalarias y comunitarias, ademas es uno de
los patégenos nosocomiales de mayor importancia, causante de una gran variedad de
enfermedades en humanos y animales. En los dltimos afos se ha observado un
incremento progresivo de infecciones producidas por cepas de S. aureus resistentes a la
meticilina (SARM), estas infecciones adquiridas en la comunidad pueden desarrollar
diferentes enfermedades, siendo las mas comunes en la piel y tejidos blando. En las
cepas de SARM la resistencia es conferida por una proteina de unién a la penicilina (PBP)
denominada PBP2a o PBP2, la cual no se encuentra en las cepas de S. aureus
susceptibles a meticilina (SASM) [2].

Debido a la resistencia a los antibidticos que se presenta en la actualidad, se busca
la manera de encontrar en la naturaleza compuestos que tengan capacidad
antimicrobiana [3]. Asi, la Lavandula angustifolia Miller (lavanda) es una planta que se
emplea como sedante, relajante, antiséptico y cicatrizante [4]. Por otro lado, el Laurus
nobilis (laurel) es una planta de importancia industrial, utilizada en alimentos,
medicamentos y cosméticos. De acuerdo a la medicina tradicional, la Moringa oleifera es
usada como antimicrobiano, antioxidante, antipirético y antineoplasico [5].

II. OBJETIVO

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos metanodlicos de Lavandula
angustifolia Miller, Laurus nobilis y Moringa oleifera sobre Staphylococcus aureus
meticilin resistente y una cepa de referencia sensible a meticilina.

lIl. MATERIALES Y METODOS

Extractos metandlicos: Las plantas de laurel, lavanda y moringa fueron recolectadas
en la region Altiplano del estado de San Luis Potosi. EI método empleado para la
preparacion de los extractos fue por maceracion. Se pesaron 10 gr de cada planta a las
cuales se afadieron 50 ml de metanol y se dejaron en reposo por 1 semana al abrigo de
la luz.

Cepas bacterianas: Se utilizaron dos cepas bacterianas, la cepa SARM (x19) fue
aislada de muestras clinicas y la cepa sensible a meticilina (ATCC 25923). Las cuales
fueron reactivadas en medio Baird Parker e incubadas a 36°C por 48 horas. Se realizd
una tincién de Gram para verificar las caracteristicas morfolégicas de S. aureus. Después,
se sembrd un inéculo en agar Mueller Hinton y se verifico la sensibilidad a eritromicina y
penicilina. Posterior a ello, se prepard un inéculo estandar con una medida de 0.5 en la
escala de Mc Farlane que equivale a 1.5x108 UFC/mI. Para esto, se colocaron en un tubo
5 ml de solucion salina y algunas asadas de bacterias, se agit6 y se procedi6 a una lectura
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en el espectrofotbmetro empleando una longitud de onda de 594 nm y se ajusté a una
absorbancia entre 0.08-0.1.

Actividad antimicrobiana: Se utilizé el método de difusion en disco, donde se usaron
discos de papel filtro con un diametro de 7mm. Estos discos fueron impregnados con 50
y/o 100 pl de los extractos de laurel, lavanda y moringa de forma individual. Para los
discos de 50 pl se colocaron en 3 aplicaciones (20, 15 y 15 ul); mientras que para los de
100pl se colocaron 4 aplicaciones (20, 20, 30 y 30 ul) con un intervalo de secado de 30
min entre cada aplicacion. Se emplearon discos impregnados con metanol y sometidos
al mismo proceso de secado como control. Después se dejaron al abrigo de la luz por 24
horas o hasta su uso. El indculo estandarizado fue sembrado empleando un hisopo estéril
en agar Mueller Hinton, se colocaron los discos impregnados con los diferentes extractos
para después ser incubada a 36°C por 18 horas. La lectura de los resultados consistié en
medir el didmetro de los halos de inhibicién incluyendo el disco [6].

IV. RESULTADOS

Se obtuvieron extractos metandlicos de Lavandula angustifolia Miller, Laurus nobilis
y Moringa oleifera de una concentracién de 200 mg/ml que pueden ser empleados para
evaluar su actividad antibacteriana. La reactivacion de las cepas dio como resultado el
crecimiento de colonias pequefias, muy redondas, brillantes, con un color oscuro el cual
va entre un azul y un negro (Figura 1). Los resultados de la tincion Gram (Figura 2)
muestran la presencia de cocos de color parpura lo cual indica la presencia de un
microorganismo Gram positivo que aparece en parejas, en cadenas o racimos. Toda vez
gue se confirmé la pureza del cultivo, se procedié a hacer las pruebas de sensibilidad
microbiana. Se confirmd la resistencia a meticilina de la cepa SARM y la sensibilidad a la
misma de la cepa sensible.

Figura 1. Staphylococcus aureus en agar Figura 2. Staphylococcus aureus con tincion
Baird Parker. A) ATCC 25923, B) SARM. Gram, imagen obtenida en microscopio Optico
(1000X).

Los extractos metandlicos de Laurus nobilis y Moringa oleifera presentan efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de SARM (Tabla 1). Se puede observar que el efecto
antibacteriano de L. nobilis (10 y 11 mm) es mayor que el producido por M. oleifera (8
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mm) sobre SARM. En la Figura 3 se muestran los cultivos de SARM sobre los cuales se
colocaron los discos impregnados con el extracto de L. nobilis, se puede observar un area
proximal al papel filtro de forma circular donde no hubo crecimiento de esta forma se
considera que el extracto en estudio tiene propiedades antimicrobianas.

Por otro lado, los tres extractos muestran efecto inhibitorio sobre la cepa sensible a
meticilina (Tabla 1). Obteniendo halos de inhibicion de 9-10 mm de didmetro cuando se
emplea el extracto de L. nobilis, siendo este efecto mayor que el encontrado con los
extractos de L. angustifolia miller (8 mm) y M. oleifera (8 mm). En la figura 4 pueden
observarse los cultivos de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en agar Mueller Hinton
sobre los cuales se evalu6 el efecto del extracto de L. nobilis (50 y 100 pl), se observa
claramente la zona de inhibicion producto de la interaccion entre el extracto y la bacteria.
Lo cual apunta a que ambas cepas de S. aureus son sensibles al extracto de L. nobilis.
El extracto de M. oleifera presenta efecto sobre ambas cepas pero con menor didmetro
de inhibicion.

Tabla 1. Halo de inhibicion correspondientes al efecto antibacteriano de los extractos sobre S.

aureus
Extracto Cepa
SARM ATCC 25923
Laurus nobilis
50pl
100ul 10mm 10mm
11mm 9mm

Lavandula angustifolia Miller
100ul - 8mm
Moringa oleifera
iooul 8mm 8mm

Figura 3. Efecto antibacteriano del extracto de Laurus nobilis sobre SARM. A) Metanol, B) L. nobilis
(50 pl) y C) L. nobilis (100 pl)
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Figura 4. Efecto antibacteriano de extracto de Laurus nobilis sobre S. aureus sensible a meticilina

(ATCC 25923). A) Metanol, B) Laurus nobilis (50 ul), C) y Laurus nobilis (100 pl).

V. ANALISIS DE RESULTADOS

La proliferacion de enfermedades causada por microorganismos patdégenos es una
preocupaciéon generalizada que constituye un factor de riesgo para la salud publica, es
por esto que se buscan fuentes naturales que inhiban el crecimiento bacteriano;
descubriendo en las plantas compuestos bioactivos para tal fin [7]. Lo cual justifica el uso
de extractos metandlicos de plantas para evaluar su actividad antimicrobiana.

Los resultados de la prueba de sensibilidad demostraron que todos los extractos tienen
actividad antibacteriana, sin embargo, esta puede variar frente a distintos
microorganismos. En el presente trabajo, el extracto de Laurus nobilis demostré tener
mayor efecto antimicrobiano en comparacién con los otros dos, y fue efectivo para
combatir ambas cepas utilizadas. Los resultados obtenidos son similares a los reportados
por Rodas-Espinoza et al. (2017) [6] en donde se evalud la actividad antimicrobiana de L.
nobilis frente a S. aureus ATCC 25923 reportando halos de inhibicién de 3.5-4 mm
empleando discos de papel filtro de 3 mm. En este sentido, cabe destacar que en el
presente proyecto se obtuvieron halos de inhibicion de 9-10 mm (discos de 7 mm) por lo
que, el efecto antibacteriano fue superior. En el caso de SARM los resultados concuerdan
con los reportados por Otsuka et al. (2008) [8] quienes obtuvieron un extracto metandlico
de L. nobilis con una fuerte actividad antibacteriana contra SARM. Posteriormente,
extrajeron los compuestos de interés y los identificaron como kaempferol 3-O-a-L-(2”,4”-
di-E-p-cumaril)- ramnésido y kaempferol 3-O-a-L-(2"-Z-p-cumaril-4”-E-p-cumaril)-
ramnosido. Existe la posibilidad de que el extracto empleado en el presente estudio pueda
contener estos compuestos y que la presencia de estos permita observar el efecto
antibacteriano contra SARM. El extracto de Lavandula angustifolia miller mostré actividad
sobre la cepa sensible a meticilina. Este resultado es similar al obtenido por Bayoub et
al., (2010) [9] quienes evaluaron el efecto antimicrobiano de un extracto etandlico de L.
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angustifolia miller y encontraron un débil efecto inhibitorio sobre S. aureus ATCC 25923.
El extracto de Moringa oleifera mostr6 tener efecto sobre ambas cepas de S. aureus,
resultado semejante al reportado por Oliveira-Peixoto et al., 2011 [10] que manifiesta el
efecto inhibitorio de un extracto etandlico (50% v/v) sobre S. aureus ATCC 25923.

VI. CONCLUSIONES

Los extractos metanolicos de Laurus nobilis y Moringa oleifera, presentan actividad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus meticilin resitente y sobre la cepa sensible a
meticilina, mientras que el extracto de Lavandula angustifolia Miller present6 efecto sobre
la cepa sensible a meticilina.
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Resumen — Los objetivos del presente trabajo se enfocaron en analizar, con diferentes técnicas
histolégicas, la anatomia de especies vegetales de agaves identificando estructuras de resistencia a
estrés, asi como diferencias y similitudes entre cada una de las especies (A. americana y A.
rhodacantha). Dichas técnicas se basaron en la literatura que hace referencia a fijaciones basadas en
deshidratacion para embeber en parafina, tinciones de cortes histologicos basados en safranina y
verde rapido, mostrando estructuras de resistencia a sequia en ambas especies vegetales, diferencias
significativas tanto en el haz como en el envés de la hoja, dentro de las estructuras que guardaron
similitud fue la epidermis, que mostro la misma cantidad de estomas. .

Palabras clave — Agaves, Estructuras, Resistencia

Abstract — The objectives of this work focused on analyzing, with different histological techniques,
the vegetal anatomy of agaves, identifying structures of resistance to stress, as well as differences
and similarities of the species (A. americana and A. rhodacantha). These techniques were based on
the literature that refers to fixations based on dehydration to embed in paraffin, staining of
histological sections based on safranin and fast green, showing structures of resistance to drought in
both plant species, significant differences in both the bundle and the underside of the leaf, within
the structures that kept similarity was the epidermis, which showed the same number of stomata.

Keywords —Agaves, Structures, Resistance

l. INTRODUCCION

En México, los agaves, han sido objeto de muchos usos a lo largo de toda su historia;
desde civilizaciones antiguas hasta la actualidad, se han usado como alimento, bebida,
vestimenta, ornato e inclusive como combustible, entre otros. Debido a la gran cantidad
de usos a los que se destinan, los agaves tienen gran importancia para la poblacion
mexicana, aunado a su relevancia ecolégica como integrantes de la flora de México. A
pesar de esto se han realizado muy pocos estudios en cuanto a su conservacion y
cuidado [4].

El género Agave tiene una distribucion desde el sur de los Estados Unidos de América
hasta Venezuela, por lo tanto, es un género endémico del continente americano; hay
aproximadamente 200 especies, el 75 % de las cuales se encuentran en territorio
mexicano, alcanzando una cifra de 129 taxa endémicos de México, por lo que es
considerado como el centro origen de este género [6].

Los grupos humanos que se asentaron en estas regiones desarrollaron uno de los
principales centros agricolas de América. Al aprovechar los magueyes, estos pueblos
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hicieron de México su centro de domesticacidbn y diversificacibn. Ademas de
seleccionarlos por sus fibras o aguamiel, los que presentaban mayores concentraciones
de azucar fueron identificados y manejados para asegurar el abastecimiento del mexcalli
(mezcal). [1]

Il MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

Se tomaron muestras de hojas y bulbillos de A. americana y A. rhodacantha
respectivamente del jardin botanico de la Universidad Autonoma de Querétaro.

Corte, fijacion y deshidratacién de tejido vegetal.

Se cortaron hojas en forma transversal tanto de A. americana como de A.
rhodacantha, de igual forma se cortaron longitudinalmente los tallos de bulbillos de
A. rhodacantha. Dichos cortes se fijaron con solucién FAA sumergiéndolas durante
24 horas. Posteriormente se colocaron las muestras en el tren de deshidratacion en
soluciones de alcohol en concentraciones de 50% durante 4 horas, 70% durante 14
horas, 85% durante 4 horas, 85% durante 4 horas, 95% durante 4 horas, 95% durante
4 horas y alcohol terbutilico (TBA) durante 6 horas. Posteriormente se colocaron en
el horno sumergiendo las muestras en parafina por 24 horas.

inclusion en parafina

Los cortes sumergidos en parafina se incluyeron en bloques de parafina para
después proceder a realizar cortes de 12 micras con el uso del microtomo para
después colocar los cortes colocarlos en portaobjetos con la ayuda del bafio maria.
Después se dejaron secar durante 24 horas.

Tincién y montaje de cortes histolégicos basado en safraninay verde rapido

Se colocaron las muestras en un tren de tincién iniciando con histoclear puro, alcohol
absoluto, alcohol al 95%, alcohol al 70%, alcohol al 50% durante 10 minutos.
Después se sumergieron las laminillas en safranina O y se colocaron en el horno de
microondas por 15 minutos. Se enjuagaron las muestras en agua para después
sumergirlas de 5 a 6 veces en alcohol al 70%, alcohol al 90% y alcohol absoluto.
Posteriormente se sumergieron las muestras en verde rapido por 5 segundos, se
sumergieron 10 veces en solucion de enjuague, se dejé por 10 minutos en solucién
aclaradora y se dej6é por 15 minutos en histoclear puro para proceder al montaje de
las laminillas.
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. RESULTADOS

Imagen 1. Corte longitudinal de tallo de 3460 2. Corte longitudinal de tallo de
Agave rhodacantha. Se observan droseras Agave americana. Se observan droseras y
y paquetes de rafidios en células de paquetes de rafidios en células de
parenquima parénquima.

Imagen 5. Corte transversal de hoja de /

_ . americana.  Se observan los hace
Imagen 3. Corte transversal de hoja de A. Imagen 4. Corte transversal de hoja de A. vasculares, epidermis y estomas.

americana. Se observa las células americana. Se observan droseras y
epidérmicas y la cuticula paquetes de rafidios en células de
parénquima.
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Imagen 6. Corte longitudinal de tallo A.
rhodacantha. Se observan células del
meristemo apical
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| de hoi ] _ Imagen 9. Envés de hoja de A. american
Imagen 7. Corte transversal de hoja de A. |magen 8. Envés de hoja de A. vista en microscopio electrénico de barrid

rhodacantha vista en  microscopio .
lectrénico de  barid I I PI9" rhodacantha en el cual se observa una g g cual se observa una mayor cantida

observan paquetes de rafidios. comparacion del haz y del envés de A.
americana

de estomas en comparacion del haz
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Imagen 10. Corte transversal de hoja de
A. rhodacantha vista en microscopio
electronico de barrido. La imagen esta
conformada por la epidermis, el
parénquima y haces vasculares

Imagen 13. Haz de hoja de A. rhodacantha
vista en microscopio electrénico de
barrido. Se observa una menor cantidad
de estomas en comparacion del envés e
incluso en comparacién del envés de A.
americana
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Imagen 11. Corte transversal de hoja de
A. rhodacantha vista en microscopio
electrénico de barrido. Se logra observar a
los estomas, cera, células epidérmicas y
una espina

Imagen 12. Haz de hoja de A. american
vista en microscopio electrénico d
barrido. Donde se observa una menc
cantidad de estomas en comparacion d
envés, pero en mayor cantidad e
comparacion del envés de A. rhodacanth
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V. DISCUSION

La anatomia foliar tiene una estrecha relacion con las vias bioquimicas que utilizan las
especies de agaves para realizar la fotosintesis y las caracteristicas anatomicas de cada
via fotosintética se muestran en todos los 6rganos de la planta [3]

Los rafidios son cristales conformados por oxalato de calcio que se encuentran en las
células del parénquima de las angiospermas los cuales suponen una respuesta a estrés
bidtico, particularmente en este caso se encuentran en el parénquima de las hojas tanto
de A. americana como de A. rhodacantha (imagen 1, 2 y 7), esto se debe a que las
condiciones bidticas a las que se sometieron estos agaves fueron muy similares al
encontrarse muy cercanos entre si [2]

Las plantas pueden llegar a acumular rafidios debido a que sintetizan acido oxalico en
respuesta a altos niveles de calcio. Se menciona que las plantas utilizan los rafidios para
inactivas el acido oxalico debido a la toxicidad que este representa [5].

V. CONCLUSIONES

Las estructuras anatdmicas de ambas especies mostraron una gran similitud, ademas de
tener conformaciones sumamente similares mostraron estructuras de resistencia de la
misma manera
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Resumen — Se determind la actividad antimicrobiana in vitro de extractos metandlicos de Ruta
graveolens y Azadirachta indica sobre dos cepas de Staphylococcus aureus. Se evalu6 el extracto
total mediante pruebas de difusién en discos también conocido como método Kirby — Bauer. Los
resultados muestran que con un volumen de 100 pL de un extracto de Ruta graveolens (200 mg/ml),
presenta halos de inhibicién de 13 mm y 9 mm sobre Staphylococcus aureus meticilin resistente y
sensible a meticilina, respectivamente. Azadirachta indica produce halos de inhibicion de 8 mm
sobre Staphylococcus aureus meticilin resistente. Por lo tanto, se determind que ambos extractos
presentan potencial antibacteriano.

Palabras clave — Ruta graveolens, Azadirachta indica, Staphylococcus aureus meticilin resistente

Abstract — The in vitro antimicrobial activity of methanolic extracts of Ruta graveolens and
Azadirachta indica on two strains of Staphylococcus aureus was determined. The total extract was
evaluated by disc diffusion tests also known as Kirby - Bauer method. The results show that with a
volume of 100 pL of an extract of Ruta graveolens (200 mg/ml), it presents inhibition halos of 13
mm and 9 mm on methicillin-resistant and methicillin-sensitive Staphylococcus aureus,
respectively. Azadirachta indica produces inhibition halos of 8 mm on methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Therefore, both extracts were determined to have antibacterial potential.

Keywords — Ruta graveolens, Azadirachta indica, methicillin-resistant Staphylococcus aureus

I.  INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es un patdgeno Gram positivo, que pertenece a la familia
Staphylococcaceae, es una bacteria esférica de aproximadamente 1 um de diametro. A
menudo esta presente de forma asintomatica en partes del cuerpo humano como la piel,
las glandulas cutaneas y las membranas mucosas. [1,2]. El fendmeno de la resistencia a
la meticilina en las cepas de Staphylococcus aureus (SARM), se caracteriza por una
proteina de union a la penicilina alterada que tiene afinidad reducida por la meticilina lo
que permite a la bacteria continuar la sintesis de peptidoglicanos sin interrupciones en
presencia de este farmaco. S. aureus es considerado uno de los principales patégenos
en constante evolucién, es una bacteria que se adapta rapidamente a diferentes
condiciones ambientales gracias a su capacidad de cambio en la sensibilidad a los
antimicrobianos y a la diversidad de factores de virulencia que posee, tanto bioguimicos
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como estructurales; se le considera un patégeno perfecto equipado para colonizar, invadir
y diseminarse [3, 4].

En la actualidad, la fitoterapia se esta revalorizando como una terapéutica suave y no
agresiva, con margenes terapéuticos amplios para tratar afecciones leves o moderadas,
asi como enfermedades crénicas [5]. En este sentido, la Ruta graveolens es oriunda del
Mediterraneo y del Asia menor, es una planta subarbustiva, aroméatica y perenne. La Ruta
graveolens tiene posibilidades de ser una fuente de fitofarmacos con accion antioxidante,
antiinflamatoria, anticancerigena y antimicrobiana, que pueden presentar menos efectos
adversos que algunos farmacos [6]. A su vez, el arbol de Neem (Azadirachta indica)
pertenece a la familia Meliaceae, es de crecimiento rapido, presentan frutos de drupas
verdes que se torna de color amarillo al madurar. Se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias, antifingicas, antibacterianas, antitumorales y hepatoprotectoras [7]. Por
lo tanto, Ruta graveolens y Azadirachta indica muestran potencial como antibacterianos.

II. OBJETIVO

Evaluar la eficacia antimicrobiana de los extractos metandlicos de Ruta graveolens y
Azaradichta indica sobre una cepa de Staphylococcus aureus meticilin resistente y una
sensible a meticilina.

lIl. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y extractos metandlicos. Se recolectaron hojas de Ruta graveolens y
Azadirachta indica de plantas localizadas en la regién Altiplano del estado de San Luis
Potosi. El método empleado para la preparacion de los extractos fue por maceracion. Se
pesaron 10 gr de cada planta a las cuales se afiadieron 50 ml de metanol y se dejaron en
reposo por una semana al abrigo de la luz.

Cepas bacterianas y su reactivacion. Se utilizaron dos cepas de Staphylococcus aureus
una sensible (ATCC 25923) y otra resistente a meticilina (X19). Las cepas de S. aureus
fueron reactivadas colocando un inGculo de estas en agar Baird Parker, los cultivos fueron
incubados a 35°-37°C por 48 horas. Posterior al periodo de incubacion se realizé una
tincibn Gram. Para verificar la resistencia a antibiéticos se emplearon penicilina y
eritromicina.

Andlisis de sensibilidad. Las pruebas de sensibilidad se llevaron a cabo por el método de
difusion en discos. Se emple6 un indculo estandarizado con una medida de 0.5 en escala
de Mc Farland o de 1.5x10% UFC/ml, para esto se colocaron en un tubo 5 ml de solucién
salina y algunas asadas de bacterias, se agitd y se procedié a una lectura en el
espectrofotdmetro empleando una longitud de onda de 594 nm y se ajusté a una
absorbancia entre 0.08-0.1 [8]. Se emplearon discos de papel filtro de 7 mm de didmetro
los cuales se dejaron reposar en metanol y posteriormente se secaron en un horno a 180
°C por 30 minutos. Estos discos fueron impregnados con 50 y/o 100 pl de los extractos
de R. graveolens y A. indica de forma individual. Para los discos de 50 pl se colocaron
dos aplicaciones (20 y 30 ul); mientras que para los de 100ul se colocaron 4 aplicaciones
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(20, 20, 30y 30 pl) con un intervalo de secado de 30 min entre cada aplicacién. Los discos
se mantuvieron al abrigo de la luz hasta su uso. Se emplearon discos impregnados con
metanol como control. El in6culo estandarizado fue sembrado de forma masiva
empleando un hisopo estéril en agar Mueller Hinton, se colocaron los discos impregnados
con los diferentes extractos para después ser incubados a 36°C por 18 horas. La lectura
de los resultados consistio en medir el didmetro de los halos de inhibicién incluyendo el
disco.

V. RESULTADOS

Se obtuvieron extractos metandlicos de Ruta graveolens y Azadirachta indica con una
concentracion de 200 mg/ml, a partir de los cuales se realizaron las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana in vitro.

Figura 1. Staphylococcus aureus en medio Figura 2. S. aureus con tincion Gram, imagen
Baird Parker. A) ATCC 25923, B) SARM. obtenida en microscopio 6éptico (1000X).

La figura 1 muestra la reactivacion de S. aureus (ATCC 25923) y SARM (X19) en agar
Baird Parker. En donde se observan colonias pequefias, brillantes, negras, redondas y
rodeadas de una zona opaca caracteristicas de la bacteria. Se procedi6 a realizar una
tinciébn Gram, los resultados de la figura 2 muestran una tincién color parpura lo cual indica
la presencia de una bacteria Gram positiva con forma de coco que aparece en parejas,
en cadenas o en racimos. Una vez que se confirmé la pureza del cultivo, se procedi6 a
hacer las pruebas de sensibilidad microbiana con antibi6ticos. Se confirmé la resistencia
a meticilina de la cepa SARMy la sensibilidad a la misma de la cepa sensible.

Los estudios de sensibilidad in vitro arrojan los siguientes resultados (Tabla 1). El
extracto de R. graveolens muestra una inhibicién notoria del crecimiento bacteriano de
SARM (10 y 13 mm). En lo concerniente a la S. aureus sensible a meticilina (SASM), el
extracto de R. graveolens muestra una inhibicién del crecimiento bacteriano (8-9 mm), sin
embargo, la cepa SARM es mas sensible. En la Figura 3 y 4 se presentan los cultivos
sobre los cuales se probé el extracto de R. graveolens, se puede observar un area
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proximal al papel filtro de forma circular donde no hubo crecimiento; de esta forma se
considera que tiene propiedades antimicrobianas. Ademas, se manifiesta que cuando se
aumenta la cantidad de extracto, se observa un incremento en el diametro de inhibicion.

Por su parte, el extracto de A. indica puede inhibir de forma moderada a la cepa
resistente a meticilina, presentando un halo de inhibicién de 8 mm.

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de los extractos de Ruta graveolens y Azadirachta indica sobre
Staphylococcus aureus

Extracto Halo de inhibicion
SARM SASM
(X19) (ATCC 25923)
Ruta graveolens:
50 pL 10 mm 8 mm
100 pL 13 mm 9 mm

Azadirachta indica:

100 pL 8 mm -

Figura 3. Efecto antibacteriano de extracto de Ruta graveolens sobre Staphylococcus aureus
meticilin resistente (X19). A) Metanol, B) Ruta graveolens (50 uL), C) Ruta graveolens (100 L)
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Figura 4. Efecto antibacteriano de extracto de Ruta graveolens sobre Staphylococcus aureus
sensible a meticilina (ATCC 25923). A) Metanol, B) Ruta graveolens (50 pL), C) Ruta
graveolens (100 pL)

V. DISCUSION

Desde la antigliedad han sido empleadas las plantas en area médica para curar o
prevenir diversas enfermedades. Los productos naturales tales como los extractos de
plantas proveen oportunidades ilimitadas para el desarrollo de nuevas drogas que puedan
ser utilizadas para el control microbiano [9]. De esta forma los extractos metandlicos de
R. graveolens y A. indica localizadas en la regién Altiplano de San Luis Potosi son una
alternativa a la busqueda de compuestos quimicos que favorezcan el control microbiano.

Esta investigacion evalué el efecto antimicrobiano in vitro de los extractos metandlicos
de R. graveolens y A. indica sobre dos cepas de S. aureus. El extracto de R. graveolens
muestra un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de SARM y de SASM. Los diametros
de inhibicion obtenidos con SARM (10-13 mm) son similares a los reportados por
Delgadillo Ruiz y cols. (2017) [10] cuando evaluaron el efecto antimicrobiano de un
extracto etandlico de R. graveolens sobre S. aureus (diametro de inhibicién 15.5 mm).
Estos mismos autores, reportan la presencia de limoneno, carvacrol y timol en su extracto,
los cuales tienen actividad antimicrobiana. Por lo que, es probable que el extracto
metandlico contenga algunos de estos compuestos que interactuando de forma sinérgica
justifiquen el efecto observado en el presente estudio. A su vez, los didmetros de
inhibiciébn obtenidos con SASM (8-9 mm) son semejantes a los reportados por Quiroz
Heras y cols. (2018) [11] quienes muestran halos de 7.09-14.73 mm empleando extractos
etandlicos de R. graveolens sobre otra cepa sensible a metilicina. Lo cual significa que R
graveolens es una alternativa para la busqueda de nuevos antibiéticos.

Por su parte, el extracto metandlico de A. indica mostré6 un moderado efecto
antibacteriano sobre la cepa SARM (8 mm), por debajo del encontrado por Vilchez
Carrasco y cols., (2016) [12] empleando un extracto etandlico sobre la cepa resistente a
meticilina (ATCC 43300). Este efecto puede aumentar si se utiliza un extracto mas
concentrado, como lo reportan dichos autores. Singo Salazar (2022) [13] reporta
resultados semejantes mientras que el estudio fitoquimico de su extracto etandlico reportd
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alcaloides y triterpenos/esteroles como posibles causantes del efecto antimicrobiano. Por
lo que, A. indica es una fuente para la busqueda de nuevos fitoquimicos con actividad
antimicrobiana, sobre todo, para aquellos microorganismos que presentan resistencia
bacteriana.

VI. CONCLUSION

El extracto metanodlico de Ruta graveolens presentan efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus resistente y sensible a meticilina. Mientras que el extracto de
Azadirachta indica presenta efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus meticilin
resistente. Por tanto, ambos extractos deben ser considerados para futuras
investigaciones que complementen los hallazgos encontrados.
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Resumen — En este trabajo se estableci6 el cultivo in vitro de Lepidium virginicum L (Brassicaceae)
y Pereskia acuelata Mill. (Cactaceae), y por otra parte se aislaron compuestos fenélicos de plantas
silvestres de L. virginicum mediante cromatografia en columna abierta. La importancia de L.
virginicum y P. acuelata radica en la produccion de compuestos fendlicos como los flavonoides y
cumarinas. Los flavonoides otorgan una actividad antioxidante, ya que juegan un papel importante
en la absorcion y neutralizacion de los radicales libre y descomposicion de perdxidos, también tienen
efecto antiinflamatorio porque inhiben citocinas y quimiocinas. En relacion a las cumarinas otorgan
propiedades con actividades como antidiabéticos, antivirales, antimicrobianos, anticancerigenos,
antioxidantes, antiparasitarios, antiproliferativos, anticonvulsivos, antiinflamatorios vy
antihipertensivos.

Palabras clave — Métodos de desinfeccién, Cromatografia en columna abierta, Compuestos
fendlicos.

Abstract — In this work, the in vitro culture of Lepidium virginicum L (Brassicaceae) and Pereskia
acuelata Mill. (Cactaceae) was established, and phenolic compounds were isolated from wild L.
virginicum plants by open column chromatography. The importance of L. virginicum and P. acuelata
lies in the production of phenolic compounds such as flavonoids and coumarins. Flavonoids provide
antioxidant activity since they play an essential role in the absorption and neutralization of free
radicals and decomposition of peroxides; they also have an anti-inflammatory effect because they
inhibit cytokines and chemokines. Coumarins provide properties with activities such as antidiabetic,
antiviral, antimicrobial, anticancer, antioxidant, antiparasitic, antiproliferative, anticonvulsant, anti-
inflammatory, and antihypertensive.

Keywords — Methods of disinfection, Column chromatography open, Phenolic compounds.
l. INTRODUCCION

L. virginicum es una planta ampliamente utilizada en la Medicina Tradicional Mexicana
[1] desde la época de los mayas hasta la actualidad, sus usos principales han sido para
aliviar el dolor de cabeza y espalda, procesos inflamatorios, trastornos biliares, diarrea y
enteritis aguda o crénica, asi como, antihemorragico y regulador de la presion arterial [2].
Los estudios fitoquimicos del extracto metanélico de L. virginicum han demostrado la
presencia de glucosinolatos, flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas, terpenos vy
esteroles [2]. Estos compuestos son importantes porque tienen un efecto antiinflamatorio
debido a que inhiben citocinas y quimiocinas, lo que resulta Gtil para el tratamiento de
enfermedades, pero aun sigue en estudios [3].

P. aculeata es una planta nativa de zonas tropicales de América. En México, se
encuentra en Michoacan, Morelos y regiones del litoral del Golfo de México. Se considera
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como una hortaliza de hoja no convencional. Esta especie se ha consumido
principalmente por su contenido en proteinas y minerales (hierro y calcio), y representa
una estrategia para mejorar el valor nutricional de las dietas en las comunidades rurales
[4,5]. Se ha demostrado que posee propiedad antioxidante [6], anticolinesterasicas,
citotoxicas, antiproliferativas [7] y efecto hipoglucemiante [8].

Dada la importancia medicinal de estos recursos vegetales, el presente trabajo tuvo
como objetivos: establecer el cultivo in vitro de las dos especies y realizar el aislamiento
de compuestos fendlicos de plantas silvestres de L. virginicum mediante cromatografia
en columna abierta.

. MARCO TEORICO
A. Descripcién botanica

L. virginicum (Fig. 1) es una hierba erguida de
hasta 50 cm de alto. Tallos angulados, ramificados,
pubescentes, con tricomas alargados simples. Hojas
lirado-pinnatifidas, sésiles, base
auriculadaamplexicaule, con nervadura central
engrosada hacia la base y tricomas dispuestos
principalmente sobre las nervaduras y hacia los
bordes, bordes enteros o dentados, |6bulos de apice
agudo. Flores pequefias dispuestas en racimos
terminales. Sépalos caducos, verdosos, ovado-
elipticos, con tricomas simples en la superficie
exterior. Pétalos blancos, oblongos. Silicula ovado- Fig. 1, Inflorescencia de L.
eliptica, superficie glabra con nerviacion reticulada, virginicum [10].
apice estrechamente emarginado, estilo igualando en
longitud a los apices de ambas valvas, de 4 mm de largo y 3 mm de ancho. Semillas
alargadas de color anaranjado oscuro, superficie reticulada [9].

B. Cultivo in vitro

Esta alternativa de propagacion presenta enormes ventajas, debido a que cada célula
contiene la informacion necesaria para dar origen a una planta completa. Por tanto, la
existencia de numerosas células en el explante o inoculo abre la posibilidad de generar
miles de plantas a partir de un pequefio fragmento de tejido. El proceso consta de las
siguientes etapas: 1- seleccién de la especie, 2- establecimiento del medio de cultivo
(esterilizacién del medio y desinfeccion del material vegetal a usar), 3- cultivo in vitro (en
condiciones estériles), 4- Incubacion (tiempo de espera para la germinacion en
condiciones estériles y con luz), 5- Enraizamiento y acondicionamiento y 6- adaptacion
de las plantulas (las plantulas son transferidas al suelo) [11].

C. Compuestos Quimicos

Mediante el extracto metandlico de las raices de L. virginicum se encontro la presencia
de glucosinolato de bencilo, el cual tiene una actividad antiprotozoaria contra Entamoeba
histolytica [3]. Por otro lado, el extracto metandlico de hojas, tallo y raiz presenta terpenos,
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esteroles, cumarinas y flavonoides, y acido cinamico. Pero estd comprobado que el tallo
posee mayor contenido de compuestos fendlicos entre ellos los flavonoides y las
cumarinas, lo que esta correlacionado con una mayor actividad antioxidante [2].

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos cuya estructura molecular se
encuentra formada por al menos un grupo fenol, asi como un anillo aroméatico unido por
lo menos a un grupo funcional hidroxilo. Tienen la capacidad de formar complejos, poseen
poder reductor y resultan poco téxicos. Estas propiedades hacen que tengan actividad
antioxidante y antiinflamatoria [3]. Su biosintesis se da a partir de la via del acido sikimico
y la del acido malonico, se sintetizan a partir de carbohidratos y generalmente se
producen como mecanismo de defensa frente a patdégenos, a el exceso de radiacion
ultravioleta y para atraer polinizadores [2].

D. Cromatografia en columna abierta

Es una técnica que utiliza columnas para realizar la separacion; los componentes
eluidos (que salen de la columna) son transportados por la fase movil a un detector, que
mide una propiedad fisica o quimica de los mismos, y los registra en forma de curvas
gausianas (forma de campana). Tales sefiales se denominan picos. Cada componente
de la mezcla presenta un pico, en el tiempo correspondiente a su tR. Un cromatograma
es el resultado de graficar en el eje X el tiempo de retencién, y en el eje Y una sefal
correspondiente a la respuesta creada por los diferentes compuestos existentes en la
muestra [12].

. MATERIALES Y METODOS
A. Cultivo In vitro
1) Protocolo de desinfeccion 1

Se seleccionaron 100 semillas de L. virginicum y 50 semillas de P. acuelata, se
enjuagaron con agua de la llave para eliminar particulas de tierra, se colocaron en un
vaso de precipitado con 200 mL de agua de la llave y dermocleen 10mL/L y se agitaron
por 5 min, posteriormente se vacio el agua y se enjuagaron con agua destilada, se
colocaron en 200 mL de agua destilada e hipoclorito al 0.75%, se tapd el vaso de
precipitado con papel aluminio y se agito por 20 min, se decantaron las semillas en
campana y se lavaron 3 veces con agua destilada estéril, se sembraron 90 semillas en
20 frascos con medio Murashigue y Skoog (MS), ya que en la desinfeccion se perdieron
10 semillas de L. virginicum, y 50 de P. acuelata en 8 frascos, se llevaron a la incubadora
con luz y se esperd su germinacion.

2) Protocolo de desinfeccién 2

Se seleccionaron 100 semillas de L. virginicum y 49 de P. acuelata se enjuagaron con
agua de la llave para eliminar particulas de tierra, se colocaron en un vaso de precipitado
con 200 mL de agua de la llave y dermocleen 10mL/L y se agitaron por 5 min,
posteriormente se vacio el agua y se enjuagaron con agua destilada, se colocaron en 200
mL de agua destilada con hipoclorito al 0.75%, se taparon con papel aluminio y se
agitaron por 15 min, se separaron las semillas de la solucién y se depositaron en 200 mL
de agua destilada con Etanol al 70%, se taparon con papel aluminio y se agitaron por 3

b e
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minutos, se decantaron las semillas en campana, se sembraron 100 semillas de L.
virginicum en 20 frascos y 49 semillas de P. acuelata en 25 frascos con medio MS, se
llevaron a la incubadora con luz y se esperé su germinacion.

Para cada protocolo se prepararon 500 mL de medio MS el cual se preparé con: 0.5ml
de solucién Ay B, 1.25ml de solucién C y D, 2.5 ml de solucién E, 5ml de solucién F, 15gr
de sacarosa, 0.95gr de KNO3, 0.825 de NH4NO3 y 4gr de agar, se ajusto el pH del medio
a 5.7 con NaOH y/o HCI al 0.1N. Se deposité en 20 frascos de gerber para cada
tratamiento y se esterilizaron en la autoclave.

B. Escrutinio fitoquimico

Se concentré el extracto metandlico de tallos de plantas silvestres de L. virginicum. Se
realizé la separacion de compuestos fendlicos mediante cromatografia de columna
abierta (CCA). Se utilizaron 0.63 mg de extracto metandlico, como fase estacionaria se
utilizaron 5.36 g de silica gel C18 (Sigma Aldrich, Suecia) y como fase movil se utilizé un
gradiente de agua: acetonitrilo (100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35,
60:40 y 0:100). Posteriormente, se realizaron las cromatografias en capa fina de las
fracciones obtenidas, donde los compuestos con Rf similar se reunieron y se procedieron
a concentrar en rotavaporador (Prendo, México) al vacio, bajo una temperatura de 54°C.

La cromatografia en capa fina (CCF), se llev6 acabo en placas de silica gel 60 RP-18
254 S (Merk® Milipore, Alemania). Una vez aplicadas las muestras, las placas se
colocaron en una camara de vidrio previamente saturada con fase movil [agua: acetonitrilo
(7:3)]. Luego, las placas se secaron a temperatura ambiente y observaron bajo luz
ultravioleta a 254 nm y 3565 nm, posterioemente se aplico el revelador de Productos
Naturales/Polietilenglicol (NP/PEG) y se observé bajo luz ultravioleta a 365 nm para la
deteccién de flavonoides por fluorescencia naranja. Finalmente, se calculé el factor de
retencion (Rf) para cada compuesto, el cual se determind dividiendo el desplazamiento
de la banda seleccionada entre la distancia recorrida por el solvente.

V. RESULTADOS
A. Cultivos in vitro

A continuacion se presentan los porcentajes de germinacion de L. virginicum y P.
acuelata. Asi como los porcentajes de contaminacion (Tabla 1-4). En el caso de L.
virginicum se obtuvo un porcentaje de germinaciéon del 23 % en el protocolo de
desinfeccion 1y 37 % con el protocolo de desinfeccion 2 (Tabla 1y 3). El pocentaje de
germinacion de P. acuelata fue del 50 % en el primer protocolo de desinfeccion y del
6.12% en el segundo protocolo de desinfeccion (Tabla 2y 4).
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Tabla 1 Taza de germinacién del cultivo in vitro de 90 semillas de L. virginicum aplicando el
protocolo 1 de desinfeccion.

Dia [Germinacion % de .. |Contaminadas % Qe ” No. De frascos Semillas

Germinacion Contaminacion perdidos Totales
3 0 19 4 71
4 0 13 3 58
5 6 8 2 50
6 7 0 0 50
7 8 0 0 50
10 ! 23.33% 4 76.66% 1 46
11 8 0 0 46
18 10 0 0 46
20 12 0 0 46
38 20 25 5 21
41 12 0 21
46 13 0 0 21

Tabla 2 Taza de germinacion del cultivo in vitro de 50 semillas de P. acuelata aplicando el
protocolo 1 de desinfeccién.

Dia |Germinacion| . % %€ |contaminadas %de [ No. De frascos | Semillas

Germinacion Contaminacién perdidos Totales
3 0 0 0 50
4 0 0 0 50
0 0 0 50
10 2 0 0 50
13 4 0 0 50
14 5 50% 0 18% 0 50
17 9 0 0 50
20 10 0 0 50
38 23 0 0 50
41 25 9 2 a1
45 25 0 0 a1

Tabla 3 Taza de germinacién del cultivo in vitro de 100 semillas de L. virginicum aplicando el
protocolo 2 de desinfeccidn.

. L % de . % de No. De frascos | Semillas
Dia |Germinacion ... |Contaminadas S .
Germinacion Contaminacion perdidos Totales
5 6 40 8 60
6 1 0 0 60
8 16 37% 5 85% 1 55
26 37 15 3 40
29 29 25 5 15
34 15 0 0 15

Tabla 4 Taza de germinacién del cultivo in vitro de 49 semillas de P. acuelata aplicando el
protocolo 2 de desinfeccion.

. L % de . % de No. De frascos | Semillas
Dia [Germinacion ... |Contaminadas A .
Germinacion Contaminacion perdidos Totales
13 0 0 0 49
16 0 0 0 49
34 3 6.12% 0 8.16% 0 49
37 3 4 2 45
41 3 0 0 45
B. Escrutinio fitoquimico

Se realiz6 la separacion por cromatografia en columna abierta en fase reversa, se
obtuvieron 22 fracciones en total. Se separaron compuestos fenélicos tipo flavonoide,
como se observa en la CCF con el sistema de elucién agua: acetonitrilo (7:3 viv) y
revelada con NP/PEG vy visualizada bajo luz UV a 365 nm, donde se aprecian bandas que
fluorescen de color amarillo y naranja (Fig. 2).
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Fig. 2 Separacion de compuestos fendlicos por cromatografia en capa fina. Fase estacionaria
reversa y fase mavil agua: acetonitrilo (7:3 v/v).

V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

El protocolo de desinfeccion 1 fue mas adecuado para el establecimiento de cultivos
in vitro ambas especies ya que presentd menor porcentaje de contaminacion con respecto
al protocolo 2.

En base al porcentaje de germinacidon de L. virginicum en ambos protocolos de
desinfeccion comparado con los resultados de Giampapa et al. [13] se percibe un
rendimiento aceptable, ya que estos obtuvieron 8 brotes de 30 semillas sembradas en 30
dias en un medio sin hormonas como el utilizado en este protocolo, lo que se traduce
como 26.66% de germinacion.

Por otro lado, el porcentaje de germinacion de P. acuelata obtenido en la metodologia
llevada a cabo por Zanella et al [14] es igual a 70% de germinacién ya que obtuvieron 7
brotes de 10 semillas cultivadas in vitro en medio MS sin hormonas después de 270 dias,
por ello se puede decir que en el protocolo de desinfeccion 1 el porcentaje de germinacion
obtenido es aceptable por que los dias de cultivo han sido menos, por lo tanto, del
protocolo de desinfeccion 2 se puede comentar que no fue apto para esta especie porque
hubo poco porcentaje de germinacién y de contaminacioén, lo que se concluye como una
desinfeccion fuerte para esta especie.

Con respecto al escrutinio fitoquimico de L. virginicum la importancia de los flavonoides
extraidos de esta especie radica en que tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorragicas, vasodilatadoras, antineoplésicas,
antivirales, antibacterianas, antialérgicas y hepatoprotectoras. A partir de esto, los
flavonoides han ido ganando interés como potenciales agentes terapéuticos frente a una
amplia variedad de enfermedades. Ademas, los efectos curativos de muchos remedios
de la medicina natural tradicional pueden ser atribuidos a la presencia de estas moléculas
[15].

VL. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este trabajo se logré la germinacion de L. virginicum y P. acuelata en condiciones
in vitro. Y se separaron compuesto mediante cromatografia en columna abierta y se
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identificé la presencia de compuestos fenélicos mediante la separacién por cromatografia
en capa fina. Estos resultados son relevantes para futuras investigaciones, por ejemplo,
sobre evaluaciones de actividades bioldgicas de los compuestos aislados y la produccion
de metabolitos secundarios en cultivos in vitro.

VII. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

A la Universidad Autbnoma de Aguascalientes, al 24 Verano de la Ciencia region
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Resumen — El estudio del complejo entre el acido Valerénico y el GLY-D:22 del receptor GABAAa
se realizd con éxito mediante la aplicacion de técnicas de Acoplamiento Molecular y calculos del
Método de Banda Elastica Promovida DFT (NEB-TS). Los niveles de teoria correspondientes a la
investigacion del complejo a profundidad son BP86 y B3LYP con modelo de solvatacion de agua
CPCM. Ambos tipos de calculo son valiosos y deben usarse en conjunto para una evaluacion completa
de la interaccion entre una proteina y el ligando elegido, Acido Valerénico. El funcional BP86
proporciona una inspeccidn réapida, estableciendo una tendencia hacia el estado de transicion, para
continuar con B3LYP como un refinamiento del calculo y asi obtener resultados mas precisos.

Palabras clave — Receptor GABAA, &cido Valerénico, Acoplamiento Molecular, DFT

Abstract — The study of the complex between Valerenic acid and the GLY-D:22 from the GABAAa
receptor was successfully performed by applying Molecular Docking techniques, and DFT Nudged
Elastic Band Method (NEB-TS) calculations. The levels of theory corresponding to the in-depth
inquiry of the complex are BP86 and B3LYP with CPCM water solvation model. Both calculation
types are valuable and should be used in tandem for a complete assessment of the interaction between
a protein and the chosen ligand. The BP86 functional provides a quick inspection, establishing a
transition state tendency, and B3LYP is later used for calculation refinement and obtaining more
accurate results.

Keywords — GABAA, receptor, Valerenic acid, Molecular Docking, DFT

l. INTRODUCTION
The epidemic quickly escalated into an almost worldwide quarantine. During this time, people
were ripped from their daily routine, separated from family and friends for over two years.
Arising from the government-imposed isolation, there has been corroboration of a higher
incidence of symptoms associated with some psychiatric disorders, especially in people with
previously diagnosed mental health problems.[1]

Depending on how each person experiences the pandemic, the impression of loneliness, job
insecurity, and vulnerability to the disease, the severity of the common symptoms associated
with depression increases. Also, anxiety, post-traumatic stress disorder, distress and stress
have shown a significant increase, ranging from a 6% to an 80% incidence rate. [2] All of these
circumstances have created a generalised decrease in life quality, which has pushed society
towards an unprecedented decline in psychological wellbeing.
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Following the anticipation of counteracting these symptoms, a wide range of psychotropic
drugs are available; nonetheless, the secondary effects of these drugs have been detrimental
to many patients’ conditions. For the sake of promoting novel treatments, there are continuous
efforts to provide a natural supplement from a secondary metabolite origin. On this note,
Valeriana officinalis has been studied for such purpose as it has been commonly and widely
used to improve sleep and reduce anxiety. [3, 4]

Il. THEORETICAL FRAMEWORK
Valerian root has been studied in hopes of finding an active component helpful in treating
insomnia and sleep disorders. By analysing the composition of valerian root extract, Valerenic
acid was found to be the compound that produced this effect. Administered in rats at 3 ml/kg,
it presented a substantial reduction in anxious behaviour when assessed on an elevated plus
maze. Rats treated with Valerenic acid showed a much larger time on the open arms of the
maze by about 40 sec [4], which translates into a significant anxiolytic effect.

It has been established that GABAA plays a significant role in controlling anxiety-related
triggers. It is a pentameric y-Aminobutyric acid type receptor and a major inhibitory
neurotransmitter. Pores are surrounded by transmembrane helices, which are vulnerable to
modulation by opening and closing pores. Its permeability to CI- causes conformational
changes by the hyperpolarisation of the cell. It inhibits nerve transmission by reducing
excitability, leading to temporary and persistent anxiety regulation. [5]

Valerenic acid was found to stimulate chloride currents in GABAa receptors. This action was
registered through the voltage-clamp technique, where only the channels involving B subunits
were stimulated. [6] The receptor is affected by a positive allosteric binding site. However, it
was found that the action was dose dependent. It has been suggested that an interaction
between these two components causes interesting sedative effects.

In an attempt to better understand the interactions between Valerenic acid and GABAx
receptors, two main tools were utilised to develop a computational methodology. For a first
approach, Molecular Docking is a bioinformatic tool that allows for the description of
interactions of large systems, such as those between ligands and proteins. The calculations
performed by this technique are based on Coulombic charge differences, providing a user-
friendly interface for the cost of approximated energy calculations. Next, Density-Functional
Theory was employed, specifically Nudged Elastic Band Method (NEB-TS). This
guantomechanic tool allows for defining energetic interactions suitable for small molecular
systems. These interactions are resolved via Oppenheimer’s approximation to Schrédinger’s
equation which cannot provide a user-friendly interface for the cost of producing accurate and
efficient results.

. METHODS
The computational characterisation for both protein and ligand were validated as follows.
Valerenic acid (ligand) was evaluated under the Lipinski Rules to assess for oral bioavailability
[7], and the GABAA receptor’s (protein) Ramachandran plots were optimised to achieve a more
delimited geometry and reduce the system’s energy [8].

To attain the proposed analysis of the interactions between Valerenic acid and GABAa
receptors, Molecular Docking and Density-Functional Theory were used.
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The Molecular Docking calculations were performed through AutoDockTools 1.5.6. [9] from
previously grid-selected coordinates [5] as an aid to facilitate the search for an active site on
the receptor. The ligand was endorsed to dock around the grid coordinates with all possible
free rotations allowed. The calculation was set to perform one hundred runs with twenty-five
million evaluations for a better guesstimate of Valerenic acid interactions with the GABAA
receptor.

Once the docking site was selected, the coordinates of one amino acid were chosen to deepen
the analysis between GABAa and the coordinates of the docked Valerenic acid. Within this
evaluation, GLY-D:22 was preferred as it showed the most promising protein inhibition due to
its strong bonding affinity; to promote such interaction, a protonic exchange between both
acids was proposed to enhance the hydrogen bonding between both residues.

Based on the interactions proposed by Molecular Docking, ORCA’s [10] Density-Functional
Theory was used to enhance the results by applying the NEB-TS job for optimisation of the
transition state and guessed trajectories between Valerenic acid and Glycine. The parameters
selected for the calculation included a BP86 and B3LYP level of theory, a Def2-SVP basis set,
a CPCM(water) solvation model and a Becke-Johnson empirical dispersion model.

V. ANALYSIS OF RESULTS
The results to report originated from Molecular Docking come as follows, -6.6 kcal/mol and
inhibition constant of 13.71 uM. The energy yielded by the process presents a promising
outlook for the interaction between ligand and protein; these preliminary results suggest
thermodynamical favourability, which may translate into a highly feasible inhibition.

After evaluating the docking process, the interactions between Valerenic acid and GABAa
receptor were enhanced by applying two different levels of theory for the NEB-TS calculations:
BP86 and B3LYP (Table 1). When comparing both DFT theory levels, the model obtained
from the retrieved coordinates of the Molecular Docking calculations shows significant
differences between both functionals. The energetic difference between the Transition State
and the Products for BP86 is 7.6 kcal/mol, as for B3LYP is 3.0 kcal/mol, showing a notable
decrease in the energy required to achieve the reaction proposed by B3LYP far more likely
and favourable.

Table 1. Energetic pathways for protonic exchange between Valerenic acid and GLY-D:22.

Results
BP86 B3LYP
Products -18.4 kcal/mol -13.6 kcal/mol
TS 26.1 Kcal/mol 16.7 kcal/mol
Difference 7.6 kcal/mol 3.0 kcal/mol

The two overall energetic pathways hold similar shapes; see Figures A and 1B, which serve
as an indication of the relationship between both theory levels. This implies an efficient
evolution of the molecular system when applying in tandem both functionals to the
development of our methodology. Both graphs have two maximum points representing the
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Transition States required to achieve the protonic exchange reaction between Valerenic acid
and the GLY-D:22 of the GABAAa receptor

In jError! No se encuentra el origen de la referencia. and jError! No se encuentra el or
igen de la referencia., two Transition States corresponding to the B3LYP calculations are
illustrated; the first inflexion point corresponds to 16.7 kcal/mol, and the third inflexion point
corresponds to 13.3 kcal/mol. Both points correspond to the maximums in the proton

Energy (kcal/mol) evaluated with BP86

Energy (kcalimol) evaluated with B3LYP

) P 3 ) )
Distance (Bahr) Distance (Bohr)

exchange pathway.

Figure 1. A) Energetic pathways for protonic exchange between Valerenic acid and GLY-D:22
evaluated with BP86. B) Energetic pathways for protonic exchange between Valerenic acid and
GLY-D:22 evaluated with B3LYP.

Figure 2. Visual representation of B3LYP's firstinflexion Figure 3. Visual representation of B3LYPs third infiexion

point. These atom coordinates represent the first ranstion point. These atom coordinates represent the second
state for the protonic exchange promoted between transition state for the protonic exchange promoted between
Valerenic add and GLY-D:22. Valerenic add and GLY-D:22.

V. CONCLUSION

The present work has successfully established a methodology to study the interaction between
the residue GLY-D:22 from the GABAA receptor and the ligand Valerenic Acid. These results
were obtained through the tandem application of two computational tools. Molecular Docking
provided the first approach to propose an interaction between protein and ligand by applying
electrostatic charges. The NEB-TS method can later be improved by applying two different
functionals and diminishing computational costs. BP86 allowed for a more general notion of
the proposed proton exchanged reaction, while B3LYP provided the details necessary to
confirm the tendencies set from the beginning to the end of the expected process.

The results of our work strongly suggest that the inhibition of the GABAareceptor might involve
a proton exchange between the ligand and the GLY-D:22 residue since the analysis of both
NEB-TS calculations find the particle switch feasible. Proposing a mechanism different to that
of electrostatic or covalent interactions.

-
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It may be assumed that working exclusively with B3LYP could make the process faster;
however, generating guesswork for a Transition State with BP68 requires less computational
time compared to B3LYP, allowing for faster results. The preliminary work enabled us to
understand the tendencies involving a more anticipated reaction related to the inhibition of the
GABAA receptor. For future work, such reactions can be studied, including proton exchange,
but other mechanisms such as covalent inhibition if the methodology suggests it through the
tandem application of the applied tools. Also, employing additional software such as those
developed for Molecular Mechanics is being considered as an additional instrument to
understand the overall mechanisms engaged in the protein conformational changes along with
NEB-TS.

This methodology can also be applied to different proteins and ligands. Furthermore, it may
be possible to extend the notion of interaction analysis by establishing similar conditions and
corrections for the dielectric environment of a specific protein to improve future results.
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Resumen — La especie Mammillaria bombycina, es una cactacea representativa de muchas zonas en
México. Debido a sus caracteristicas metabolicas y fisicas ha facilitado que sea una planta modelo con
fines biotecnoldgicos para analizar genes involucrados con diferentes tipos de estrés. EI metabolismo
CAM es tipico de esta planta, por lo que en esta investigacion se realizaron estudios bioinformaticos de
dos secuencias de la Malato deshidrogena (MDH)a partir del transcriptoma de Mammillaria bombycina.
Los resultados mostraron que contienen el dominio y motivos conservados reportados para las MDH en
diferentes plantas, los parametros fisicoquimicos son variados para cada secuencia y el modelado
hipotético muestra la estructura similar a las MDHs.

Palabras clave — Cactaceas, metabolismo, bioinformatica, aminoécidos, secuencias.

Abstract — Mammillaria bombycina, is a cacti representative of many areas in México. Due to its
metabolic and physical characteristics, it has made it easier for it to be a model plant for biotechnological
purposes to analyze genes involved with different types of stress. CAM metabolism is typical of this
plant, so in this research bioinformatics studies of two sequences of Malate dehydrogena (MDH) were
carried out from the transcriptome of Mammillaria bombycina. The results showed that they contain the
domain and conserved motifs reported to MDH in different plants, the physicochemical parameters are
different for each sequence, and the hypothetical modeling shows the structure similar to MDHs.

Keywords — Cactaceae, metabolism, bioinformatics, amino acids, sequences.

INTRODUCCION

Las cacticeas son parte representativa de México, ya que tiene una diversidad climatica
que ha permitido que se adapten distintas especies de esta familia. Generalmente, las
cactdceas se desarrollan en ambientes aridos y semiaridos. La especie Mammillaria
bombycina es una cactacea, la cual necesita de procesos bioldgicos esenciales para
sobrevivir en ambientes mayormente soleados y aridos, es por eso por lo que su metabolismo,
difiere al de otras familias, ya que necesitan de un proceso diferente del diéxido de carbono,
sin embargo, han sufrido amenazas como su colecta descontrolada problemas en su
ambiente al que estan acostumbradas, esto debido al cambio climatico®.

El metabolismo del que se habla anteriormente es el metabolismo &cido de las
crasulaceas, CAM, por sus siglas en inglés, el cual necesita de enzimas y metabolitos para
realizarse, permitiendo el intercambio gaseoso por la noche para evitar la evapotranspiracion
de la planta debido al calor que ejerce el sol, esto con ayuda de los estomas, los cuales se
mantienen abiertos durante la noche y cerrados en el dia. Cuando los estomas estan abiertos,
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el dioxido de carbono (CO2) entra a la planta, permitiendo la fijacién de CO2, en este proceso
participan varias enzimas en la noche, como la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC) con la
cual se obtiene el oxalacetato y la malato deshidrogenasa MDH, para obtener malato y que
se almacene en forma de &cido malico en la vacuola, en el modo diurno, la enzima malica
(ME) realiza la descarboxilacién oxidativa para obtener piruvato y el diéxido de carbono el
cual es fijado con la enzima RuBisCO en el ciclo de Calvin, mientras que el piruvato, junto a
otros compuestos, con la enzima fosfoenol piruvato carboxiquinasa obtienen almidén el cual
se utiliza para repetir el ciclo del metabolismo CAM, ahora durante la noche, nuevamente?3,

Los analisis bioinforméticos permitirian obtener la informacién exacta del genoma entero
de algun organismo; los problemas ambientales que han venido a través del cambio climatico
son la muerte a muchisimos organismos, entre ellos las plantas, las cuales nos otorgan desde
alimento hasta colorantes, farmacos, etc*. Es por esto por lo que encontrar informacién de
algun gen o genes que puedan otorgarnos los suficientes datos para comenzar la creaciéon
de herramientas biotecnoldgicas y moleculares, las cuales se puedan enfocar en que las
plantas soporten distintos cambios climaticos, ya que estos son desfavorables para su
germinacion y crecimiento y ha provocado el deterioro de algunas especies, siendo estas
plantas esenciales para creacion de distintos productos que utiliza el humano®.

. METODOLOGIA

En analisis bioinformatico se inicié con la secuencia de nucleétidos de las enzimas que
participan en el metabolismo CAM, pertenecientes a la especie Mammillaria bombycina, al
hacer estos analisis, es necesario que las secuencias contengan los nucleétidos exactos,
debido a esto, se analiz6 a fondo solamente la secuencia del enzima malato deshidrogenasa.
Primeramente, se obtuvieron las secuencias de aminoacidos de la enzima MDH, a través de
ExPasy Translate tool (https://web.expasy.org/translate/), los aminoacidos se tomaron desde
el segundo marco de lectura (3'5").

Consecuentemente, las secuencias de aminodcidos se sometieron a algunos analisis
bioinformaticos, como un blast en NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) para ser
comparado con otras secuencias de plantas con metabolismo CAM y algunas de especies
totalmente diferentes como Brassica oleracea.

Los dominios de las secuencias fueron consultados tanto en
https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi como en (https://prosite.expasy.org/ y
motivos con la herramienta bioinformatica (https:/meme-suite.org/meme/tools/meme) este
Gltimo comparado con otras secuencias de MDH en otras especies.

Se realiz6 un alineamiento de aminoacidos de la enzima MDH en especies diferentes, tanto
en la Mammilaria bombycina, esto con Ila herramienta Clustal Omega
(https://Iwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), visualizando los resultados en Jalview.
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Localizacion celular de MDH era la proteina en cada especie con ProtComf f
http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=protcomppl&group=programs&subgroup=prolo

c).

Parametros fisicoquimicos de la enzima malato deshidrogenasa, se realizo con ExPASy
ProtParam tool (https://web.expasy.org/protparam/).

Finalmente, con el con el programa SWISS MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) se
obtuvo un modelado de la proteina MDH en la Mammillaria bombycina y se edité con UCSF-
Chimera.

.  RESULTADOS

Se tradujo a aminoéacidos de las secuencias de malato deshidrogenasa de Mammillaria
bombycina obtenidas, la secuencia se convirtio en formato FASTA, se tomaron del segundo
marco de lectura (3'5"), de esta manera se continuaron los siguientes andlisis bioinforméticos.
Las secuencias contienen un solo dominio, el cual se encuentra en entre el aminoéacido 191
al 203 (figuras 1 y 2), comparten hasta 5 motivos conservados (figura 2)..

I 1 100 200 300 400 G060 (1] 700 GO0 Q00 1000
ruler:

VIRT-55867-3-5- u (312 aa)

PS00068 MDH Malste dehydrogenase active site signature

191 - 203: [confidence level: ()] MTRLDhnRAlgqI

Predicted features:
ACT_SITE 185 Proton relay [condition: none]
BINDING 188 lligand="substrate [condition: none]

Figura 1 Dominio de la secuencia de MDH en M. bombycina, encontrado desde
https://prosite.expasy.org/ .
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Name p-value  Motif Locations

VIRT-55867:3'5' 5.67e-177 —— S e . —
VIRT-42047:3'5' 1.58e-182 O mmm T
XP_020004482.1 7a7e176 | NN [T

AGB34187.1 147e-66 — | NENNNEN [

NP_190336.1 491e205 — [N NN l [ I l

XP_006291231.1:34-396 8.13e209 — NN DN |
XP_010503352.1:30-395 841e20g — [N DN |
1 B 1

XP_031264053.1:66-401  5.65e-193

NP_001132228.1 582190 — N | ‘ I |
Motif Symbol Motif Consensus

1. AENCPPAFTH

2. ITILPLLSKT

N e ) VLGTPEGTW

4 A

5. | — | ATJSMAY. RALDGDPDVYECNGVESELTDLPF

6. | — FASRVKLGKNGLEAVIESDLQGLTEYEQKALEALKPELKAS

Figura 2 Motivos encontrados en la enzima MDH de las especies de la Tabla 1., se encuentran en
orden, el analisis bioinformatico se realiz6 en https://meme-suite.org/meme/tools/meme.

A continuacion, el arbol filogenético (figura 3) en el cual se presentan plantas relacionadas
como Ananas comosus, la cual también realiza el metabolismo CAM al igual que M.
bombycina y las de otras familias, que su secuencia es parecida a la de la planta de estudio,
debido a esto, se utilizaron para comparacion entre si. El arbol también contenia las 3
secuencias de MDH de M. bombycina, (MDH_1, MDH_2, MDH_3,) la tercera fue descartada
para los andlisis bioinformaticos consecuentes, ya que se comprobd ser la misma secuencia
que la segunda. Este arbol filogenético, a la vista, permiti6 notar que se separaban
dependiendo de que parte de la planta provenia la enzima MDH (citosol, mitocondria,
cloroplasto).

130.25  prachis_ipaensis

304.214286

Helianthus_annuus

183.60625 139.96666fp 5

174.182692 ppanas_comosus

208.693182 Panicum_hallii
125

292.21875 Arabidopsis_thaliana

2688125 700 prays

MDH_L
Spinacia_oleracea
Chenopodium_quinoa
Malus_domestica
Gossypium_hirsutum

Papulus_alba

Erythranthe_guttata

Arachis_hypogaea

Figura 3. Relacion filogenética entre diferentes especies de plantas que contienen la enzima MDH,
algunas plantas que realizan el metabolismo CAM y de Mammilaria bombycina
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En la tabla 1 se describen algunos parametros importantes que siempre caracterizan una
proteina, esto dividiendo los 3 tipos de MDH en algunas plantas y en la planta de estudio
central.

Tabla 5 Pardmetros consultados en https://web.expasy.org/protparam/, de la enzima MDH en sus
tres tipos (cloroplastica, citoplasmatica y mitocondrial) en diferentes especie. PM: peso molecular, pl:
punto isoeléctrico, Il: indice de inestabilidad, 1A: indice alifatico y GRAVY: gran promedio de

hidropaticidad)
Tipo de MDH especie No. PM pl Il 1A GRAVY
aminoacidos
Citoplasmatica Mammillaria 312 33975.33 8.21  40.45 98.81 0.105
bombycina
Mammillaria 367 39878.76 3.02 39.75 933 0.035
bombycina
Ananas 332 35651.96 5.84 3142 95.75 0.017
comosus
Brassica 332 35718.2 6.11 3429 9575 -0.011
oleracea
cloroplastica Arabidosis 403 42405.6 8.66 33.78 98.01 0.078
thaliana
Capsella rubella 332 35442.78 6.1 29.41 97.23 0.069
Camelina sativa 366 38720.39 8.23 33.03 100.16 0.032
Pistacia vera 336 35560.98 6.52 35.84 100.95 0.097
mitocondrial Zea mays 397 41616.96 8.2 41.58 100.25 0.157

En el modelado de la proteina MDH (figura 4) se sefala con color rojo el dominio
encontrado en la secuencia de aminoacidos, como anteriormente se menciona.

-
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Figura 4. Modelado de la proteina MDH de M. bombycina, con el programa SWISS MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) y editada con UCSF-Chimera.

DISCUSION

Con las secuencias proporcionadas del transcriptoma de M. bombycina, se logro identificar
tres secuencias codificantes para la Malato deshidrogenasa (MDH_1, MDH_2, MDH_3),
enzimas que estan involucradas en el metabolismo CAMS®. De estas tres secuencias, la
MDH_ 3, se descarto6 ya que los analisis bioinformaticos mostraron que es la misma secuencia
que MDH_2. MDH_1 y MDH_ 2, contienen el dominio presente en todas la MDH que es el sitio
activo y el sitio de unién para el sustrato (figura 1), este mismo dominio lo presentan todas las
MDH Se identificaron cinco motivos bien conservados entre las MDH de M. bombycina y de
otras especies lo que nos ayuda a identificar la gran similitud que tienen las secuencias de
diferentes plantas. Hasta el momento no se han realizado estudios sobre los dominio y
motivos en diferentes cactaceas. En el arbol filogenético, se observa que tanto MDH_1 y
MDH_2 estan en el mismo grupo y con los mismos valores, esto es a con son la misma
secuencia, en cambio MDH_1, se encuentra separada de ambas secuencias, pero en el
mismo grupo. También se realizé6 un analisis de los parametros fisicoquimicos de las
secuencias deducidas en aminoacidos (Tabla 1). Todas las secuencias analizadas, tienen en
promedio 330 aa, y su PM es entre los 33975 hasta 42405, asi mismo su pl es muy variada,
aunque se esperaria fue muy parecido debido a funcion y localizacién. El modelado hipotético
de MDH_1, tiene el plegamiento y estructura muy similar a todas las MDH reportadas.

CONCLUSIONES
Se obtuvieron los datos bioinformaticos de M. bombycina a partir de la secuenciacion de

su transcriptoma, especificamente observando resultados en la en el enzima malato
deshidrogenasa, la cual es parte importante del metabolismo de esta cactacea.

Pégina56



24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

Se identificaron datos favorables sobre el dominio y motivos, junto a parametros
fisicoquimicos proteicos, estos comparados con plantas de otras familias y especies,
ayudando asi a diversificar o ampliar el conocimiento de las similitudes que se pueden
observar entre si.
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Resumen:

Los biopolimeros se han convertido en una herramienta fundamental en el campo de la medicina
regenerativa, los avances producidos a partir de su uso han permitido generar un amplio espectro en la
formacion de peliculas con la capacidad de innovar tratamientos mejorados para los diferentes tipos de
heridas.

En esta blusqueda por apositos con caracteristicas mas efectivas, ha facultado la siguiente revision
bibliografica donde se presentan investigaciones acerca de la exploracién de apésitos nuevos o
combinados a partir de biopolimeros biocompatibles, como alternativas que incrementen la eficacia en
los procesos de curacién, usando como base sus propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad y
porosidad , para obtener como resultado apdsitos que permitan una rapida recuperacion en el tratamiento
de heridas.
Palabras Clave:

biopolimeros, regeneracion celular, ingenieria de tejidos, heridas, eficiencia

Abstract:

Biopolymers have become a fundamental tool in the field of regenerative medicine, the advances
produced from their use have allowed the generation of a wide spectrum in the formation of films with
the capacity to generate and innovate improved treatments in the treatment of different types of wounds.
In this search for dressings with more effective characteristics, it has enabled the following bibliographic
review where research is presented on the exploration of new or combined dressings from biocompatible
biopolymers, as alternatives that increase the effectiveness of healing processes, using as a base its
properties of biodegradability, biocompatibility and porosity, to obtain as a result dressings that allow
rapid recovery in the treatment of wounds.

Key Words:

biopolymers, cell regeneration, tissue engineering, wounds, efficiency

l. INTRODUCCION

Las heridas son un problema de salud que afecta a un amplio nivel de poblacién de todas
las edades y de las cuales se necesitan de intervenciones a nivel médico para garantizar un
cuidado 6ptimo de los pacientes que las presentan.

En el caso de México, el nivel de poblacién con heridas crénicas aumenta cada afio. De
acuerdo con un estudio realizado por el sector salud, las heridas mas recurrentes son las
lesiones traumaticas (26.6%), seguido de las ulceras de pie diabético afectando al 23.4% de
la poblacion. Por dicho motivo, la complejidad y dificultad de estas lesiones causadas por los
procesos pausados de cicatrizacion suponen una carga econdmica elevada para los sistemas
sanitarios, asi mismo; estas plantean una disminucion significativa y notoria en la calidad de
vida de las personas que las padecen.

Actualmente existe una nueva posibilidad muy estudiada en donde se aprovecha la amplia
variedad de polimeros y se implementan como biomateriales para usarlos en forma de
apositos, tomando ventajas de las multiples caracteristicas de biocompatibilidad y los efectos
proliferativos en el tratamiento de heridas los cuales permiten acelerar el proceso celular en
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sus distintas etapas de cicatrizacion. En este sentido, se estriba el interés que se tiene en
estos materiales ya que poseen la modalidad de brindar una rapida recuperacion de las
funciones interrumpidas de proteccién y regeneracion celular, con el principal objetivo de que
estos puedan ser predispuestos en el tratamiento de heridas y ser considerados como una
clave principal en la terapia de lesiones crénicas para mejorar considerablemente la calidad
de vida de los pacientes que las sufren.

II.PIEL

La piel es el 6rgano indispensable para la vida humana presentando una amplia variedad de
funciones, este sistema tegumentario corresponde a la extension mas grande del cuerpo y
forma una barrera fisica entre el ambiente externo y el medio interno, brindando como
resultado funciones de proteccion para mantenerlo en condiciones ideales (Garcia y Fraile.
2021)

Su composicién incluye tres capas anatémicas: epidermis, dermis e hipodermis las cuales se
mantienen enlazadas por medio de fibras, permitiendo que estas funcionen en conjunto para
proveer funciones complejas como: regulacion de temperatura corporal, sensacion,
excrecién, inmunidad, reserva sanguinea y sintesis de vitaminas (Maceo. 2017)

La epidermis es la capa con mayor numero de células cuyo espesor permite brindar la mayor
parte de proteccion a la piel del medio que la rodea, la dermis por su parte es la principal
encargada de recibir los estimulos, y la hipodermis, esta Ultima contiene un panel de células
adiposas que funcionan como las principales reservas energéticas y factores de proteccion
para los érganos.

II.-HERIDAS

Las heridas son aquellas que se representan como una pérdida de continuidad de la piel
0 mucosa, producidas ya sea por agentes fisicos o quimicos. Al generarse este tipo de
lesiones en el tejido tisular se desencadenan una serie de signos y sintomas afectos al tipo
de trauma que se ha producido, provocando principalmente la separacion de los bordes de la
piel, dolor, inflamacion, rojez o hemorragia (Lucha Fernandez et al., 2008).

A pesar de que este tipo de alteraciones a nivel tisular pueden ser clasificadas en diversas
categorias dentro del ambito médico, estas cominmente son catalogadas conforme al tiempo
de evolucibn que requieren para sanar el area de afeccion, principalmente aquellas
denominadas como heridas crénicas y agudas.

Las llamadas heridas crénicas son disrupciones presentes en el sistema tegumentario que
muestran una pérdida de tejido en la superficie epitelial con escasa o nula tendencia a los
procesos de curacion espontanea, requiriendo de periodos muy prolongados para cumplir con
el cierre del epitelio. Estas afecciones, resaltan principalmente ya que sus cicatrizaciones se
ven persistentemente interrumpidas sin mostrar avances visibles de reconstruccion celular
durante largos periodos de tiempo, demorando hasta un periodo de 6 semanas donde no es
posible conllevar un proceso lineal de reparacion en el area de afeccion (Hernandez et
al.,2014).
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Generalmente para estos casos, suele haber un componente enddgeno principal, ya sea
de origen metabdlico o alguna enfermedad que ocasione dicho retraso en el tiempo de
curacion, donde al tener la ausencia de formacion de tejido cicatrizal se fomenta la generacién
de heridas como lo son: las ulceras vasculares, diabéticas, procesos neoplasicos y
principalmente las ulceras por presion (Rodriguez Arias. 2017). Segun el estudio publicado
por Frykberg et al. (2010), sobre el manejo de las lesiones cronicas, las lesiones mas
comunes encontradas a nivel poblacion fueron las Ulceras por presion, seguidas por las
Ulceras venosas y las lesiones de pie diabético.

Por contraparte, las heridas denominadas “agudas” son aquellas ocasionadas después de
ciertos procedimientos quirdrgicos o traumatismos, ya que; al contrario de las heridas crénicas
gue presentan una cronologia anormal en su proceso de cicatrizacién, estas toman un periodo
mucho menos prolongado aplazandose entre 7 dias a un lapso no mayor de 7 semanas segun
la profundidad de corte a nivel de la dermis o epidermis (Hernandez.2014).

Independientemente de la naturaleza y el tipo de herida o lesién en la piel que alteren la
continuidad de la superficie cutdnea, se desencadenaran los mecanismos de reparacion
necesarios empleando los mismos procesos bioquimicos y celulares para generar el cierre
de la disrupcién lo mas rapido que sea posible.

Estas acciones simultaneas las cuales permiten el reemplazo del tejido faltante por tejido
cicatrizante, son conocidas comunmente como “cicatrizacién” (Benavides J.2008). Las fases
identificadas durante esta etapa se dividen basicamente en: inflamatoria, proliferativa y la de
remodelacién tisular, siendo la primera etapa como una de las mas importantes la cual se
lleva a cabo entre el primer y segundo dia en donde se realiza la limpieza de la herida, asi
como la reparacion tanto de la dermis y la epidermis. Asi mismo; durante la fase de migracion
o proliferacion entre el tercer y decimocuarto dia los fibroblastos forman el tejido de
granulacion lo que protege a la herida de dafios adicionales.

Se considera el cierre total del tejido o la fase completa de epitelizacién transcurrido un
periodo de entre 15 dias hasta 6 meses o un inclusive un afo, dando fin a la Ultima etapa
conocida como la fase de maduracién (Salem Z. et al.,)

Ill. RELACION DE LA INGENIERIA DE TEJIDOS Y MATERIALES

Las heridas extensas y descontroladas de piel siguen siendo uno de los retos mas
significativos para el ambito clinico. Por dicho motivo; se ha procurado llegar a la basqueda
de alternativas que permitan dar respuesta a este problema. Es por ello por lo que, la
ingenieria de tejidos o tisular ha surgido como un nuevo campo prometedor para el
tratamiento de lesiones cutaneas, el cual su principal objetivo es restaurar y mejorar la funcién
de los tejidos, ya sea generando sustitutos nuevos biocompatibles, o bien mediante la
reconstruccion y crecimiento celular, los cuales permitan regenerar las areas tisulares que
han sido dafiadas o perdidas por diversas razones. (Rogers, K., 2018)

Este nuevo campo de la medicina regenerativa se ha implementado como una tecnologia
prometedora para el tratamiento de lesiones cutaneas, posibilitando la sustituciéon parcial de
los aloinjertos, que son tejidos trasplantados de una persona a otra, y que a pesar de que son
considerados como una alternativa terapéutica para el tratamiento de lesiones tisulares, su
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poca disponibilidad, una posible transmisién de enfermedades y el alto costo del proceso han
aumentado la necesidad de implementar mejores técnicas para el cuidado y curacién de
heridas. (M. Rojas et al., 2020)

En esta implementacion de sustitutos de piel, las células son clave para la regeneracion y
reparacion de los tejidos, ya que permite que estos cumplan funciones de matriz extracelular,
citoquinas y factores de crecimiento, ademas de brindar proteccion y sostén durante la
curacion de heridas (Chapekar, M., 2000). Para lograr este fin, se deben combinar
armoniosamente materiales y componentes que presenten caracteristicas biodegradables,
biocompatibles, estructurales y quimicamente estables que permitan ser utilizarlos en
tratamientos especificos que garanticen el éxito terapéutico. Si bien, la mayoria de los
tratamientos autorizados consisten Unicamente en un material sintético (acido polilactico,
poliglicélico), existe una tendencia actual en seleccionar materiales naturales (alginato,
colageno, fibrina y polimeros combinados ya que, en lineas generales, tienen la capacidad
de ser degradados en el huésped una vez que son implantados.

Muchos grupos de investigacion y compafiias biotecnoldgicas se esfuerzan por encontrar
el material més indicado que ademas de cumplir dichos requisitos, sea econdmico e
inteligente. Hoy en dia existen “materiales inteligentes”, capaces de liberar un producto
interno (farmacos, factores de crecimiento) en funciones de multiples estimulos como el pH,
temperatura y estimulos mecanicos. (M. Hernandez et al., 2003)

En esta revision se analizaran los biopolimeros que han sido empleados en la ingenieria
de tejidos implicando el uso de materiales de andamiaje similares a los apositos que exhiben
caracteristicas de porosidad y la capacidad de absorcion de exudados (Hunt y
Grover.2010). En este caso, el enfoque principal esta basado en materiales obtenidos de la
desacetilacién quimica como lo es el quitosano, y polimeros como alginatos, colageno e
hidrogeles cuya eficiencia en combinacion de otras sustancias complementarias activas ha
permitido la obtencién de apédsitos combinados los cuales han sido evaluados durante los
ultimos afios con el fin de innovar tratamientos de amplio espectro en el campo de la medicina
regenerativa.

IV. EFICIENCIA DE LOS MATERIALES EN EL TRATAMIENTO DE HERIDAS

La diferenciacion e idoneidad de tipos de apdsitos han sometido a la ingenieria de tejidos
a implementar nuevos materiales multidisciplinarios para tratar enfermedades con el fin de
mejorar y optimizar la calidad de vida de los pacientes disminuyendo considerablemente las
complicaciones, costos y la notable mejora de las tasas de curacién. Las gamas de dichos
polimeros representan una nueva forma de tratamientos en los procesos de cicatrizacion, y
curacion de heridas, ya que estas afectan a multiples sectores de la poblacion y ademas su
cuidado corresponde a un desarrollo complejo. Principalmente se buscan aquellos que tengan
la facultad de favorecer la limpieza, desbridamiento y formacién de tejido de granulacion,
creando un medio humedo permanente capaz de estimular la migracion epitelial lo que
brinde la curacion de la herida. (L. Ibarra. 2019)

A fin de conocer el comportamiento en la practica clinica de diferentes tipos de materiales
en el tratamiento de heridas, se han evaluado a los distintos biopolimeros propensos a cumplir
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con las caracteristicas adecuadas para evidenciar que se pueden tratar de opciones
terapéuticas viables para el tratamiento de lesiones tisulares agudas, los cuales permitan
reducir considerablemente los tiempos de cicatrizacion aumentando la eficacia del proceso y
mejorando como resultado la calidad de vida de las personas con antecedentes de dichos
padecimientos. De la misma manera, resulta indispensable tomar en cuenta la eficiencia del
tratamiento, ya que estos suponen una alta rentabilidad para los pacientes que lo requieren,
asi como también deben de cumplir con los aspectos de biocompatibilidad, proteccion de
agresiones fisicas, quimicas o bacterianas, mantener el lecho de la ulcera continuamente
hdamedo y principalmente ser de facil aplicacion y retirado.

Es importante mencionar que no existe un aposito que sea adecuado para todos los tipos
de heridas, por lo que uno de los aspectos mas desafiantes durante el tratamiento es la
eleccién adecuada del material para la curacion. La oferta de tratamiento resulta muy amplia
y las condiciones suelen ser diferentes para cada paciente, su eleccion se basa en adaptarlos
segun las necesidades del paciente, guiandose segun el tipo de herida, su apariencia, la
cantidad de exudado, los niveles de dolor del paciente y/o signos de infeccion.

Las caracteristicas principales de estas peliculas son especificas para adaptarse al tipo de
lesion de cada paciente, sin embargo; se buscan aquellos que tengan la facultad de favorecer
la limpieza, desbridamiento y formacion de tejido de granulacién, creando un medio humedo
permanente capaz de estimular la migracion epitelial lo que brinde la curacién de la herida;
asi mismo que sus multiples combinaciones con otras sustancias resulten inocuas y no
peligrosas sin presentar reacciones adyacentes que dafien alin mas el tejido expuesto.

A continuacién, se hace mencion acerca de los principales apésitos que cumplen con
dichas caracteristicas, asi como las posibles combinaciones con materiales de andamiaje que
han sido evaluadas para potencializar su efecto cicatrizante.

Quitosano

Una pelicula polimérica esté constituida por una delgada capa de polimero la cual recubre
materiales, dependiendo del polimero varia su capacidad de retencion de humedad,
crecimiento microbiano y evitar su oxidacion. El quitosano es ampliamente usado en la
fabricacién de peliculas ya que es un derivado de la quitina.

En la Fig. 2 se muestra la conformacion del quitosano formado por cadenas de D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina que se distribuyen aleatoriamente, y se encuentran
unidas por enlaces B-(1-4).

CHg

CHo0H co

]
] o NH

HO T
HO
o
NH o
2 CH20H

Fig 2. Estructura del quitosano (C. Larez .2003)

Este se encuentra conformando gran parte de los exoesqueletos de los crustaceos y la
pared celular de algunos hongos. (Martinez Correa. 2019), por lo que su proceso de
extraccién no resulta complicado.
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Gracias a lo anterior, este polimero puede ser altamente empleado en distintos campos de
la biomedicina debido a que su estructura lineal permite tener buena flexibilidad y
transparencia con buena resistencia a las grasa y aceites, ademas de sus propiedades de
biocompatibilidad, baja toxicidad y facil biodegradabilidad. Asi mismo; se ha empleado en el
tratamiento de heridas por sus propiedades antibacteriales y hemostéaticas que permiten
acelerar el proceso de cicatrizacion ya que promueven la migracion de neutréfilos
polimorfonucleares, asi mismo; induce el proceso de granulacion debido a la proliferacion de
fibroblastos.

Segun los resultados de Velazco et., al (2012) a través de estudios experimentales, se
mostro la efectividad del quitosano para el tratamiento de pie diabético. Para ello se empled
un paciente de 48 afios de edad con diabetes tipo Il y se le aplico un tratamiento a bases de
sales de acetato de quitosano, demostrando que la eficacia del cierre de la herida y la
aceleracion de la epitelizacion ha brindado buenos resultados en periodos cortos de tiempo,
mostrando ademas que la biodegradabilidad del material es proporcional al cierre de la
herida.

En la Fig 3 que se muestra a continuacion se visualiza la evolucion cronolégica de la lesion
donde a los 8 dias se observa el comienzo de la granulacién y el evidente cubrimiento del
tenddn previamente expuesto.

Fig 3. “Evolucién cronoldgica de lesion de pie diabético: A) aspecto inicial, B) 8 dias de evolucién de
tratamiento, C) evaluacion a los 15 dias, D) Evaluacion a los 22 dias, E) Aspecto de lesion a los 30 dias, F) Aspecto
de la lesion a los 45 dias” (Velazco et., al 2012)

Asi mismo Martinez Sanchez et al., (2014) realiz6é 4 tratamientos de peliculas de gel de
quitosano con concentraciones de 0.15% y 0.30% a un conjunto de 12 ratones con incisiones
de 1lcm. La evaluacion realizada proporcion6 un efecto cicatrizante para los geles de
quitosano 0.15y 0.30% cicatrizacion en un plazo de 7 dias, resultado diferencias significativas
entre los tratamientos blanco y control ya que estos proporcionaron un efecto cicatrizante del
0%.

Los resultados anteriores han permitido demostrar que el quitosano en ambas
concentraciones puede ser empleados en la regeneracién de heridas ya que reducen en un
50% el tiempo de cicatrizacién normal, por lo tanto; se puede deducir que estos apositos
representan una opcién de tratamiento efectiva, accesible, facil de preparar y sobre todo , el
hecho de que proviene de una fuente renovable hace que este material sea muy prometedor
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y se considere apto para el medio ambiente en comparacién de los productos sintéticos
derivados del petréleo (K. G. Cavazos et al., 2020)

Por ende, su implementacién puede representar nuevas técnicas terapéuticas en la
regeneracion directa de tejidos afectados acelerando notablemente los procesos naturales de
la reparacion de tejidos.

Apésitos combinados

Los apositos combinados son aquellos centrados en desarrollar peliculas mas eficaces
empleando nuevas combinaciones de biomateriales o principios activos que doten de
funcionalidades mejoradas a los polimeros empleados tradicionalmente en la cura de heridas,
lo que ha permitido potencializar las capacidades de absorcion de exudados, propiedades
antisépticas y potencializar los procesos de cicatrizacién de heridas

Por ejemplo, la generacién de biomateriales empleando como base el alginato para los
procesos de cicatrizacién de heridas tiene un ritmo acelerado. En los ultimos afios se han
empleado en pacientes con la esperanza de recibir un mejor tratamiento para sus heridas, la
versatilidad de los apdsitos a base de alginato ha arrojado prometedores resultados tras
ensayos tanto in vivo como in vitro y la rentabilidad de su obtencién hacen del alginato uno
de los favoritos a la hora de elegir el material que podria actuar tanto como soporte como
portador de los compuestos bioactivos que tienen que llegar a una herida (Barbu et al.,2021).
Segun indica Wang et al., (2021) se ha implementado un nuevo apdsito de alginato
enriquecido con calcio, el cual tiene una capacidad rapida para absorber exudados de 17-20
veces su peso, y puede controlar efectivamente la exudacion.

Ademas, gracias a su capacidad de formacion de un gel le permite mantener la herida
huimeda, y también puede liberar iones de calcio para promover la hemostasia e inhibir el
crecimiento bacteriano. Los estudios han demostrado que gracias a la humedad de las, estas
permiten sanar mas rapido y tienen menos dolor. Por lo tanto, el apésito de alginato de calcio
tiene una buena aplicacion.

Asi mismo; Zhang et al., (2021) ha disefiado una nueva esponja de quitosano-colageno
(CCS) para posibles aplicaciones de apésitos para heridas. CCS se fabricé con una mezcla
de quitosano al 3,0 % con colageno tipo | al 1,0 % (7:3 (p/p)) mediante liofilizacion.

Dicho apdsito demostré que las tasas de humedad de CCS aumentaron mas rapidamente
que los grupos de colageno y esponja en blanco. Los resultados arrojaron que el CCS tenia
las caracteristicas de no toxicidad, biocompatibilidad, buena actividad antibacteriana y
retencién de agua, asi mismo; se evidenciaron signos de una curacion notable en el dia 14
después de la operacién en comparacion con las lesiones tratadas solo con colageno como
control negativo ademas de solo quitosano. La Fig 4 que se muestra a continuacion
representa el tiempo transcurrido de reepitelizacion mostrando que el area de la herida en el
grupo CCS san6 significativamente en un lapso mas corto que en los grupos de quitosano y
colageno.
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Fig 4. “Analisis cuantitativo del area de cicatrizacién de la herida cubierta con diferentes apésitos
donde: Dia 3: (a), Dia 7(c) (d), Dia 14: (e), (f). Los resultados muestran que las areas de herida de
grupo CCS en los dias 3,7 y 14 son menores que las areas de los apdsitos de quitosano y colageno”
(Zhang et al., 2021)

También se ha informado que el emplear polimeros naturales prometedores en
combinacién con el uso de biomateriales naturales como el aloe veray la miel, se produce un
hidrogel novedoso que podria aplicarse para curar heridas. Por ejemplo, Saberian et al.,
(2021) elaboraron cuatro grupos de hidrogel a partir de una combinacién de Alginato de
Sodio y quitosano con extracto de Aloe vera y miel en concentraciones 6ptimas. Segun los
resultados se muestra que el hidrogel posee una estructura porosa con cavidades cuyo
tamafio permite las condiciones adecuadas para los procesos de adhesion, migracion y
proliferacién celular. Adicional a ello, sus propiedades fisicas y estructurales pueden ser muy
Gtiles para la cicatrizacion de heridas debido a que se conduce a la formacién de una
estructura biocompatible que pueden ser utilizadas en futuras investigaciones para la
reparacion de tejidos, especificamente en el uso de heridas expuestas y extensas.

Gracias a estas nuevas combinaciones de polimeros y principios activos, se ha
desarrollado productos comerciales dentro del mercado empleando materiales secundarios
como principales aliados para el tratamiento de heridas cronicas bajo diferentes
concentraciones.

V. CONCLUSION

A pesar de que el desarrollo de la tecnologia de apésitos, asociado a la valoracion holistica
de los pacientes con heridas, ha sido favorecedora y exitosa en la mayoria de los casos, es
importante considerar que no existen biopeliculas adaptables que sean adecuadas para todos
los tipos de heridas, sin embargo, si existen mejoras significativas en la implementacion de
biopolimeros que contribuyen eficientemente a los procesos de cicatrizacion de heridas.
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Resumen- Se analiza el mecanismo de crecimiento en la pelicula de CdS por depésito de bafio quimico
(CBD), a partir de datos experimentales particulares basados en la temperatura, tiempos de
permanencia y composicion. El anélisis se sustenta de fuentes de informacién documentada, obtenidos
por la experimentacidn e investigacion. El patrdn de bisqueda y de la seleccién de la informacion fue
composicidn del bafio quimico, el mecanismo de crecimiento de la pelicula y las propiedades del
material para determinar las condiciones experimentales necesarias de composicion, tiempo y
temperatura de reaccidn para la obtencién de la pelicula de CdS.

Palabras clave — CdS, mecanismos de crecimiento, depdsito de bafio quimico, peliculas delgadas.

Abstract — The growth mechanism in the CdS film by chemical bath deposition (CBD) is analyzed
from particular experimental data based on temperature, residence times and composition. The
analysis is based on documented sources of information, obtained by experimentation and research.
The search pattern and the selection of the information was the composition of the chemical bath, the
film growth mechanism and the properties of the material to determine the necessary experimental
conditions of composition, reaction time and temperature to obtain the film of CdS.

Keywords — CdS, growth mechanisms, chemical bath deposition, thin films.

l. INTRODUCCION

El origen del presente proyecto parte de la siguiente pregunta de investigacion ¢ Cémo influye
el tiempo y la composicion en el crecimiento de la pelicula de CdS? La respuesta a esta
pregunta se deduce a partir de la experimentacion y el andlisis basados en el control de
temperatura, tiempo de depdésito y reactivos adecuados para producir el crecimiento de la
pelicula.

La técnica utilizada para sintesis se llama Deposito de bafio quimico (CBD), en la cual las
peliculas delgadas semiconductoras son depositadas en sustratos sumergidos en soluciones
acuosas diluidas. Generalmente se obtienen peliculas delgadas de CdS, por estos métodos,
debido principalmente a que son simples de implementar y de bajo costo. Las propiedades
de la pelicula de CdS dependen de sus parametros de crecimiento, la uniformidad, y la buena
adherencia sobre el sustrato, y los proyectos de investigacion al respecto, estan centrados la
obtencion de materiales con mejores propiedades estructurales, eléctricas y Opticas, y evaluar
la potencialidad de su aplicacion en dispositivos opto electronicos de mayor
rendimiento.(Pefia-Cabrera, 2015)

Una de las areas de interés de esta tecnologia, es la implementacién de fuentes alternas de
energia limpia con caracteristicas de eficiencia suficiente y de bajo costo. Muchos grupos de
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investigacion se han interesado por el estudio de las peliculas de CdS para un futuro
prometedor en el campo de la conversion de energia fotovoltaica. El desarrollo de celdas
solares de pelicula delgada es eleccion viable para reemplazar el uso de celdas solares a
base de Si policristalino y monocristalino.

En la actualidad la celda CdTe (Telururo de Cadmio) y CdS (Sulfuro de Cadmio), es uno de
los competidores ante las celdas de silicio, siendo el segundo a nivel comercial en el mundo
(CENER, 2013) por sus procesos de fabricacion, propiedades ante la degradacién solar y
mejor resistencia a condiciones climatolégicas.

Investigaciones se han realizado para explotar el potencial que tienen los materiales
semiconductores binarios, ternarios o cuaternarios, varios articulos informan sobre celdas
solares de alta eficiencia basadas en herestructuras CdS/CdTe, CdS/OdTe, CdS/CulnSe; y
CdS/Cu(In, Ga)Se, empleando peliculas de CdS como capas de ventana. (Sandoval, 2009;
Hurtado, 2010; Ortufio, 2013; Sanchez, 2016).

Para la preparacion de peliculas delgadas de CdS por deposicién por bafio quimico (CBD),
basicamente se lleva a cabo reacciones de precipitacién controladas que se producen en una
solucién acuosa. Asi dos 0 mas reactivos reaccionan produciendo una mezcla homogénea,
de manera que por efecto de la temperatura en un tiempo determinado forma como producto
un precipitado de un compuesto semiconductor. Esto es lo que da origen a la formacion de
una pelicula sobre la superficie del sustrato, que se sumerge en la solucion, y a la vez de la
superficie del recipiente. Por lo tanto, el proceso CBD se basa en la descomposicion de la
tiourea en una disolucion alcalina que contiene sales de cadmio y en el control de los
parametros que influyen en el crecimiento del material para obtener CdS.

Previas investigaciones (llieva et al., 1999) nos indican que existen tres mecanismos que
propician el crecimiento del material.

1- Reaccion de los elementos atdmicos en la superficie del sustrato
2- Aglomeracién de coloides formados en la disolucién por reaccién homogénea

3- Combinacion de los mecanismos anteriores.

El resultado del crecimiento de la pelicula delgada se presenta homogénea, de superficie lisa
y uniforme, reflectante y adherente. Uno de los factores clave del proceso dependen
directamente de factores controlados como son: el tiempo de depésito, la temperatura del
bafio, el ph, la concentracion de los reactivos y el tipo de agitacion. (AVILES, 2008)

Por otro lado, el espesor dependera del tiempo de deposicion, la temperatura del bafio influye
en la razén de crecimiento del material, ya que favorece la obtencién de la energia necesaria
para alcanzar el valor de activacion de la solucion.
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La composicién del bafio quimico, asi como la cinética de crecimiento han sido reportadas en
la literatura, es por ello que existen varias recetas y técnicas funcionales en la actualidad
utilizadas para obtencion de peliculas de CdS dependiendo del compuesto de los reactivos
seleccionados para la produccion de iones de Cd y S. La eleccién de los tiempos de depdésito
depende de la velocidad de los reactivos se vayan adhiriendo al sustrato y al espesor de la
capa de CdS que se desea obtener.

El objetivo general de este presente trabajo, fue estudiar el crecimiento de peliculas delgadas
de CdS en funcion de las propiedades macroscopicas y 6pticas de los materiales sintetizados.

Para alcanzar este objetivo, se propuso realizar depdsitos en el bafio quimico, a temperatura
constante, y su caracterizacion oOptica. Considerando la preparacion de la solucion y los
pardmetros de deposicion que se tomaron en cuenta, se realizé6 una comparacion.

Il. MATERIALES Y METODOS

La metodologia aplicada para la elaboraciéon del depdésito estad basada en la blusqueda
sistematica de datos e informacién documental. Se han utilizado fuentes de apoyo como:
articulos e informes publicados, organismos internacionales, e instituciones de investigacion
y desarrollo.

La informacion recaudada y revisada se compara y somete a un analisis fundamentado en la
experimentacion, a partir de lo cual se desarroll6 lo siguiente:

Sintesis de la pelicula de CdS

Las sintesis se realizaron por CBD, empleando soluciones acuosas de diversos reactivos y
formar 100 ml de solucién. Se utilizaron 20 sustratos de vidrio como referencia para formar la
pelicula de CdS. La temperatura de reaccién es de 90°C, pasado de un tiempo de 15, 30, 45,
60 y 75 min de depdsito, en 20 sustratos de prueba con una cantidad de tiourea distinta. En
la tabla 1 se muestran los componentes y las condiciones de bafio quimico que mejor
funcionaron para la sintesis.

En el proceso de depdsito, el vaso precipitado con la solucion fue colocado dentro del tanque
con anticongelante de temperatura controlada de 90°C y los sustratos fueron sumergidos en
el vaso. (ver Figura 1.)
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Tabla 1. Componentes base, concentracidén de iones y condiciones del bafio quimico.

Componente base
Buffer pH — 10

kOH
CH,N,S
Concentracion de iones
Reactivos Concentracién de (mmoles/L)
cdcl, - Cd*? 0.1
kOH —» OH*? 1
C¢H;0,Nas 1
CH,N,572 - §72 1
Condiciones del Bafio quimico
Peliculas delgada CdS Tiempo Temperatura Fig. 1 Esquemade
técnica CBD
7.5 ml Tiourea (15, > Termometro

=> Sustrato de vidrio

30,45,60, AL oL

10 ml Tiourea )
75)min \ L]

12.5 ml Tiourea

15 ml Tiourea

El instrumento empleado para la caracterizacién Optica fue Espectrofotometro UV-Vis Hach
DR6000(EUV). Esta espectroscopia permite medir la intensidad de un haz de luz en el rango
UV-Vis, absorbido o transmitido después de haber pasado por la muestra, con el pudimos
cuantificar la transmitancia y la absorbancia de las muestras, en dicho intervalo. (Morales,
2009). La transmitancia de la pelicula se puede controlar facilmente por el espesor. (R. S.
Kapadnis, S. B. Bansode, A. T. Supekar, P. K. Bhujbal, S. S. Kale, 2020)

Il DISCUSION DE RESULTADOS

Las caracteristicas macroscépicas de las peliculas se estudiaron: el color, la adhesion y el
grosor. En la tabla 2. se puede mostrar las caracteristicas de la pelicula de acuerdo con
tiempo y la cantidad de Tiourea, asi como también imagenes donde se muestra como a
medida que aumenta el tiempo de depésito aumenta el espesor de las peliculas. El espesor
de la pelicula delgada depende de la temperatura, concentraciones iniciales, pH del bafio y
el tiempo de depdsito. (Fuyi Chen, 2008; J Gonzalez-Chan, 2019)

-

o

oy
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Tabla 2. Caracteristicas macroscoépicas de la pelicula delgada de CdS con distintas cantidades de
tiourea y distintas series de Tiempo.

Caracteristicas macroscopicas

Serie de 7.5 ml de Tiourea Serie de 10 ml de Tiourea

Peliculas homogéneas, transparentes, Peliculas delgadas, altamente transparentes,
reflejantes y de tonalidad ahumada. reflejantes y de color amarillo.

Serie de 12.5 ml de Tiourea Serie de 15 ml de Tiourea

Observaciones: Observaciones:
Peliculas delgadas homogéneas, altamente

Peliculas homogéneas, altamente ; :
. . transparentes, reflejantes y de color amarillo
transparentes, reflejantes y de color marréon
. mostaza.
desvanecido.

Propiedades oOpticas

La caracterizacidon de Optica de las peliculas se realizé mediante la técnica de espectroscopia
UV-Visible, en el intervalo de longitud de onda entre 300 nm y 1100 nm, bajo condiciones de
temperatura ambiente y presion atmosférica. En las figuras 2 y 3 se muestran
respectivamente los espectros de absorcién y transmision de la serie de peliculas de 15 ml
de Tiourea. Se observa la influencia del tiempo de depdsito en dichas propiedades, siendo
mayor la transmision de la luz de dicho rango del espectro, conforme la pelicula tiene menos
tiempo de depdsito, es decir, es mas delgada. Un efecto contrario se aprecia en las gréficas
de absorcion, siendo mayor la absorbancia conforme las peliculas se hacen mas gruesas
(mayor tiempo de deposito).

VERAN DE
o
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CdS-15 ml Tiourea

Absorbancia
=]
=]
Transmitancia

300 500 700 900 1100 200 500 700 500 100

A{nm)

Anm)
Figura 2. Grafica de absorcion muestra el Figura 3. Grafica de transmitancia se muestra
borde de absorcion caracteristico a CdS como los materiales son transparentes por encima

alrededor de 500 nm. de 500 nm.

La transmitancia de las peliculas varia también con la cantidad de tiourea, nos arroja una
gréafica que tiene mayor porcentaje de transmitancia. Por otro lado, podemos observar en las
figuras 2 que las peliculas tratadas a 90°C con 15 mil de tiourea presentan bordes de
absorcién alrededor de 500 nm, el cual es caracteristico para dicho material.

V. CONCLUSION

Se lograron obtener peliculas delgadas de CdS mediante la técnica CBD con diferentes
proporciones de Tiourea y tiempos de depésito. Se estudid el indice de crecimiento de las
peliculas de CdS, a partir del analisis en relacion con la composicion quimica y las
propiedades Opticas. Lo que mas influyé para lograr la determinacién de crecimiento fue la
experimentacion, el acceso a las fuentes de informacidn, el andlisis cuidadoso y sistematico
de los datos experimentales de la sintesis y la caracterizacion dptica de las peliculas de CdS
ya que, a partir de ello, se obtuvieron datos suficientes para lograr las generalizaciones
alcanzadas en los resultados del proyecto.

V. RECONOCIMIENTO

Expreso mi agradecimiento al Tecnoldgico nacional de México campus Querétaro, al
departamento de metalmecéanica y a la Doc. Mdnica Balvanera Ortufio Lépez por las
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Resumen — Los hongos micorrizicos presentan una simbiosis con las plantas aumentando la absorcion
de elementos nutritivos. Mediante el muestreo de 10 rodales en el ANP Ecocubilete durante los afios
2021 y 2022; se identificé un total de 22 ejemplares micorrizicos siendo la familia Russulaceae la que
presento la mejor variedad y distribucidn de las 5 familias encontradas. Lo que indica que es una familia
bien adaptada a las condiciones del &rea de muestreo. Durante el afio 2022 no se registré ningln ejemplar,
esto debido a la poca humedad de la temporada. Se espera que durante el periodo de agosto-septiembre
se pueda continuar con el estudio.

Palabras clave — Micorriza, simbiosis, hongos.

Abstract — Myecorrhizal fungi present a symbiosis with plants, increasing the absorption of nutritional
elements. Through the demonstration of 10 stands in the ANP Ecocubilete during the years 2021 and
2022; A total of 22 mycorrhizal specimens were identified, being the Russulaceae family the one that
presented the best variety and distribution of the 5 families found. This indicates that it is a family well
adapted to the conditions of the test area. During the year 2022 no specimen was produced, this due to
the low humidity of the season. It is expected that during the August-September period the study can
continue.

Keywords — Mycorrhiza, symbiosis, fungi.

l. INTRODUCCION
Las micorrizas representan la asociacién entre algunos hongos (micobiontes) y las raices

de las plantas (fitobiontes). En las simbiosis mutualistas de este tipo, los hongos se benefician
con los nutrimentos sintetizados por la planta y a su vez acarrean minerales del suelo para
cederlos a la raiz [1]. Se reconoce a las ectomicorrizas (ECM) como una asociacion de
intercambio benéfico para ambos organismos [2]. Las ectomicorrizas son comunes en suelos
moderadamente 4cidos y ricos en materia organica, tanto en regiones boreales y templadas
como tropicales, por lo que se ubica en casi todos los ecosistemas del mundo [3].

Debido a gran variedad y distribucion de los hongos micorrizicos surge la necesidad de
realizar el registro y listado de ectomicorrizas presentes en plantas de encinos del ANP
Ecocubilete, con el objetivo de identificar la importancia ecolégica de las ectomicorrizas
encontradas, asi como, inocular raices de encinos y comparar los ejemplares micol4gicos.
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Il. MARCO TEORICO

La mayoria de las micorrizas son asociaciones mutualistas "equilibradas" en las que el
hongo y la planta intercambian los productos necesarios para su crecimiento y supervivencia.
En la asociacion ectomicorrizicos el hongo desarrolla una estructura laberintica a través del
apoplasto del cortex de la raiz, llamada red de Hartig, donde se lleva a cabo la transferencia
de nutrientes entre las células fungicas y vegetales [4].

El hongo obtiene carbohidratos y otras sustancias organicas resultantes de la fotosintesis
efectuada por la planta, mientras que ésta obtiene agua, fésforo, potasio y nitrégeno, entre
otros, asi como proteccion contra patégenos, ademas de extender su superficie de absorcion
por la redes miceliares bajo el suelo, e incremento en la longevidad de las raices [2].

Estudios de campo han estimado que 10 a 15% de la produccién total de los fotosintatos
de los arboles en los bosques es transferido a los simbiontes fangicos. Los componentes
estructurales de la simbiosis ECM incluyen i) las raices modificadas, que contienen tejidos
vegetales y fangicos, ii) las estructuras fangicas reproductivas, y iii) el micelio externo que
incluye hifas absorbentes, cordones miceliales y rizomorfos [5].

En general, las especies del género Quercus estan asociados con hongos ectomicorrizicos
al influir en su supervivencia ya que promueve el crecimiento de la planta no sélo por arriba
del suelo sino también del sistema radicular [6]. Recientemente, en algunos viveros se ha
empezado a utilizar hongos ectomicorrizicos con el objetivo de incrementar la supervivencia
y tasas de crecimiento de los arboles en el vivero y en el campo [7]. Esto podria permitir a las
plantulas puedan mantener un mejor estado nutricional y responder al estrés ambiental del
sitio de plantacion [6].

En un estudio realizado por Dickie y colaboradores (2002) [8], se observé altas
concentraciones de P y N, altas tasas de germinacion de semillas y establecimiento de
plantulas de encinos ubicadas cerca de otra especie de Quercus, presumiblemente debido a
la simbiosis micorrizica.

Es significativa la funcion de las ectomicorrizas en los ecosistemas forestales y relevante
el papel que desempefian las especies de hongos con los hospederos particulares para el
establecimiento de las plantulas, crecimiento de los &rboles e interconexiones entre las raices,
lo que en conjunto influye de manera importante en la transferencia de nutrientes en el suelo,
mantenimiento del bosque y regulacion de la coexistencia de diferentes elementos de la
comunidad vegetal y fangica [2].
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Il MATERIALES Y METODOS

El actual trabajo se realizé en el ANP EcoCubilete ubicada en el municipio de Silao, Gto.
dentro de las coordenadas 21°01'21.2"N 101°21'33.3"W, donde se marcaron 10 rodales en el
area forestal, con un encino principal por cada rodal rodeado de dos circunferencias
completas de encinos garantizando que las raices micorrizadas que se extrajeron para cada
muestra se encontraran asociadas al encino de interés. La metodologia se dividié en tres
diferentes fases: fase de campo, fase de laboratorio e inoculacion de raices.

a) Fase de campo:

Colecta y almacenamiento: se realizaron 3 colectas en los puntos de muestreo en los meses
junio y julio de los afios 2021 y 2022. En cada uno de los muestreos se tomé material
fotografico de cada ejemplar (hongos macromicetos) en su forma natural, asi como la
recoleccion de caracteristicas morfoldgicas y las coordenadas. Posteriormente los ejemplares
fueron removidos del sustrato con ayuda de una pala.

Identificacion _morfolégica: una vez colectados los ejemplares, se procedié a realizar su
identificacion morfologica con ayuda de guias de identificacion y se elaboraron fichas de
registro.

Colecta de esporas: para la coleccion de esporas se siguié el método de Pérez, E et al.,
(2003) [9]. Se tomaron impresiones de esporas con cinta adhesiva, visualizando dichas
impresiones al microscopio con ayuda de agar-agua y petrolato sobre un portaobjetos.

b) Fase de laboratorio

Tincion y observacion de esporas: Una vez colectadas las esporas se llevaron al laboratorio
del Instituto Tecnoldgico de Irapuato y utilizando el método de Pérez, E et al., 2003 [9] las
laminas se tifieron directamente con azul de metileno y rojo congo preparado en agua y
cubiertas con cubreobjeto. Los hongos colectados se identifican hasta especie con la ayuda
de claves ilustradas.

Desecacion: posteriormente de la identificacion de los ejemplares colectados, estos se
secaron de acuerdo con el método utilizado por Covacevich (2017) [10] con aire caliente a 55
°C y una vez deshidratados se empacaron en bolsas plasticas o cajas de papel para su
posterior estudio microscépico y corroboracion de la identificacion.

b) Propagacion y reproduccion.

Preparacion de estacas y colecta de bellotas: En el muestreo del afio 2021 se cortaron
estacas de 15 a 18 cm, se colocaron en agua, posteriormente en tierra y enraizaste y bajo las
condiciones necesarias, se les dio mantenimiento a lo largo del afio, para el afio 2022 se
pretendio colectar bellotas.
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Inoculacién de raices

La inoculacién de raices no se llevo a cabo debido a la poca abundancia de hongos en el
periodo de muestreo y por el limitado tiempo de investigacion.

IV. RESULTADOS

Del total de los hongos encontrados en los puntos de muestreo durante el afio 2021 se
identificaron un total de 10 especies que, de acuerdo con la literatura, presentan simbiosis
ectomicorrizica y 3 que aln estan en investigacion. En la (Tabla 1) se muestra que dichas
especies estan distribuidas en un total de 5 familias y 7 géneros respectivamente. En cuanto
al aflo 2022 no se registrd ningln hallazgo de hongos.

Tabla 1: Listado de ejemplares ectomicorrizicos encontrados en el afio 2021.

No. No.

Rodal Familia Género Especie Ejemplares Ectomicorrizico
2 Agaricaceae Lepiota Lepiota excoriata 1 Posible
5 Lepiota clypeolaria 1 Posible
3 Lepiota clypeolaria 1 Si

1 Agaricus  Agaricus campestris 1 Posible
3 Russulaceae Russula Russula brevipes 1 Si

10 Russula brevipes 1 Si

4 Russula brevipes 1 Si

8 Russula sanguinea 1 Si

6 Russula lepida 1 Si

4 Russula sardonia 1 Si

7 Lactarius  Lactarius indigo 1 Si

6 Lactarius indigo 1 Si

9 Hydnangiaceae  Laccaria  Laccaria amethystyna 4 Si

8 Amanitaceae Amanita Amanita gemmata 1 Si

1 Amanita gemmata 1 Si

9 Amanita vaginata 1 Si

2 Amanita rubescens 1 Si

10 Amanita rubescens 1 Si

8 Boletaceae Boletus Xerocomus chrysentheron 1 Si
Total: 5 7 13 22
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De acuerdo con la (Tabla 1) y la (Fig. 1) la familia que presenté mayor abundancia fue
Russulaceae con dos géneros; Russula siendo el género mas numeroso con 4 especies y el
género Lactarius con una especie, representando un 38% de total de las especies
ectomicorrizicas seguido de la familia Agaricaceae con un 23% con presencia de dos
géneros; Lepiota, con dos especies, y Agaricus con una especie. Las familias menos
abundantes fueron Boletaceae y Hydnangiaceae con un género y una especie, que en
porcentaje representaron el 8% cada una.

Fig. 1: Familias segun su porcentaje de abundancia

aceae

ae

En cuanto a los rodales (Tabla 2) el rodal numero 8 fue el mejor representado con un total
de 3 familias, 3 géneros y 3 especies, mientras que los rodales 5y 7 fueron lo que presentaros
menor diversidad con 1 familia, 1 genero y 1 especie cada uno.

Tabla 2: Familias, géneros y especies por rodal.

Rodal Familia Genero Especies Ejemplares

1 2 2 2 2
2 2 2 2 2
3 2 2 2 2
4 1 1 2 2
5 1 1 1 1
6 1 2 2 2
7 1 1 1 1
8 3 3 3 3
9 2 2 2 5
10 2 2 2 2
Total 22
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Las estacas obtenidas del afio 2021 no desarrollaron raiz hasta el momento. La colecta de
bellotas durante el muestreo del presente afio también se vio afectada dadas las condiciones
ambientales por lo que a la fecha no se pudo continuar la fase de inoculaciéon y colecta de
bellotas.

V. DISCUSION

La diversidad conocida en el estado de Guanajuato segun lo publicado por CONABIO
(2012) [11] de los Basidiomicetes se conocen 111 especies en 14 ordenes, 35 familias y 64
géneros, de los cuales el mas abundante es el género Russula, con nueve especies. dicha
publicacion se relaciona con los resultados obtenidos siendo Russula el género maés
abundante. Lo que nos indica que el area de muestreo presenta las condiciones optimas de
clima, humedad y suelo necesarias para que este género pueda fructificar. ademés, puede
llegar a ser un género con un alto potencial para la exitosa inoculacién de raices.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Dado que la temporada de lluvias se retrasé durante el verano del afio 2022, la humedad
no fue la suficiente y no se encontro registro micolégico. Se espera que durante este periodo
de agosto-septiembre se pueda recurrir a la colecta de bellotas para poder continuar con el
estudio posteriormente.

VIl. RECONOCIMIENTOS

Expreso mi agradecimiento al Instituto Tecnoldgico Superior de Irapuato y al director del
proyecto Francisco Alejo por el apoyo otorgado.
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MATERIALES LUMIDISCENTES PARA EL REVELADO DE HUELLAS
DACTILARES EN CRIMINALISTA.
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Resumen — EI siguiente informe documenta el proceso de sintesis del material luminiscente de
aluminato de estroncio dopado con europio y disprosio y se evalla su aplicacion para la deteccion de
huellas dactilares latentes en diferentes superficies de contacto. Este material se sintetiza mediante el
método de combustién y muestra una luminiscencia residual duradera. Las particulas de polvo se
caracterizan mediante espectrofotometria de fotoluminiscencia. Este fosforo se aplicd a huellas
dactilares frescas depositadas en superficies de contacto no porosas: plastico, vidrio y aluminio. Tanto
el revelado de huellas como las mediciones fotoluminiscentes mostraron resultados favorables.

Palabras clave — Luminiscencia, huellas-dactilares, aluminato.

Abstract — The following report documents the synthesis process of dysprosium europium doped
strontium aluminate phosphor and evaluates its application for latent fingerprint detection on different
contact surfaces. This material is synthesized by combustion and shows a long-lasting afterglow. The
powder particles are characterized by photoluminescence spectrophotometry. This material was applied
to revealed fresh fingerprints deposited on non-porous contact surfaces: plastic, glass, and aluminum.
Both fingerprint development and photoluminescent measurements showed favorable results.

Keywords — Luminescence, fingerprint, aluminates.

I INTRODUCCION

Los materiales luminiscentes son de gran relevancia debido a variedad de aplicaciones
como la iluminacién de estado solido, sensores de temperatura y dispositivos de visualizacion;
asi como el etiquetado biolégico, administracion de farmacos, biosensores y terapia
fotodinamica [1]. De igual manera se destaca su gran relevancia en el campo de la ciencia
forense para la deteccion de huellas dactilares.

Las huellas dactilares son una de las formas mas importantes de evidencia fisica en
investigaciones criminales. La deteccion y comparacion de estas huellas es la técnica
biométrica mas utilizada para la identificacion personal, debido a su singularidad,
permanencia, universalidad y buena capacidad de almacenamiento [2]. Una huella dactilar se
compone de secreciones de sudor transferidas a un sustrato, de la que se obtiene una
impresion del patron de la cresta [3].

Los patrones de las crestas de los dedos son caracteristicas permanentes de cada
persona, ya que se forman profundamente en la piel, es posible observar espirales, arcos y
bucles [2,3].
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Para revelar estas marcas dactilares, se utilizan métodos fisicos, quimicos y oOpticos; la
eleccion de la técnica depende de los constituyentes de las huellas y del tipo de superficie
[2]. Nanoparticulas con metales como ZnO, TiO2, SiO2, CdSe/ZnS, CdS y 6xido de europio
han tenido aplicaciones potenciales en el desarrollo de revelado de huellas dactilares. Sin
embargo, la mayoria requieren una sintesis compleja. Por esta razén, se opta por la aplicacién
de los aluminatos de elementos alcalinoterreos dopados con iones Eu?*, Dy**[1].

El aluminato de estroncio se puede sintetizar por combustion, por método de estado sélido
o0 por método de co-precipitacion hidrotermal. En el presente reporte, se documenta el
desempefio del aluminato de estroncio dopado con europio y disprosio SrAl,04:Eu?*, Dy*+ para
visualizar huellas dactilares sobre diferentes superficies no porosas.

Il. MARCO TEORICO

Los materiales luminiscentes, también llamados fésforos, emiten luz tras la absorcion de
energia de una fuente de excitacion. Se pueden clasificar de acuerdo al tiempo de
decaimiento de emision. Para largos tiempos, se conoce como fosforescencia, mientras que
para tiempos cortos se le llama fluorescencia [2].

La fluorescencia emite luz por debajo de la radiacion térmica 600 °C de forma espontanea,
la duracién media de la emisién es del orden menor a 1x10~8s. Por su parte, la fosforescencia
posee un tiempo de emisién mayor a 1x10~8s, depende de la temperatura y su emision de
fotones es paulatina [4].

Los materiales luminiscentes también pueden clasificarse de acuerdo a sus mecanismos
de emisién. La conversién descendente (downconversion) se da cuando un material es
excitado con fotones de alta energia (luz UV) y se producen fotones de menor energia (luz
visible); si el material se excita con fotones de baja energia (luz infrarroja) y produce fotones
de alta energia (UV o luz visible), el material se considera como fosforo de conversion
ascendente o upconversion [2].

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Sintesis de aluminato de estroncio dopado con europio y disprosio por combustién, aluminato verde
fosforescente

Para la sintesis se pesaron 1.875 g de nitrato de aluminio, 0.530 g de nitrato de estroncio,
0.011 g de nitrato de europio pentahidratado (lll), 0.024 g de cloruro de disprosio y 3.902 g
de urea. Se colocaron 3 ml de agua destilada en un vaso de precipitado y se agregaron todos
los reactivos siendo el Ultimo la urea; se mezclaron por agitacion magnética hasta que se
encontraron completamente disueltos. Finalmente se tapé el vaso de precipitado con un vidrio
de reloj y se calent6 a 650° C durante 10 minutos.

B. Tratamiento térmico

La "ceniza" blanca resultante se molié con mortero hasta obtener un polvo. Se realizé un
prensado de pastilla manual y se sometié a un tratamiento térmico con atmadsfera de Ny/H:
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(95%/5%) a 1050°C durante tres horas. Se dejé enfriar el horno toda la noche y se extrajo la
pastilla para molerla nuevamente resultando un polvo luminiscente con emision verde.

C. Revelado de huellas dactilares

Para el revelado de huellas dactilares, se imprimio la huella en las superficies elegidas
(papel aluminio, plastico y vidrio), luego se dej6é caer el polvo luminiscente sobre la huella
dactilar latente y se retird el exceso suavemente con un hisopo; por dltimo, se incidié la luz
de una lampara y se tomaron fotografias [2].

V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Fig. 1. Fotografia del aluminato de estroncio después de sintesis por combustion y antes del

tratamiento térmico.

Enla figura 1 se observa el material previo al tratamiento térmico; el material emite un color
verde debido a su composicion y a que esta siendo excitado con una lampara de luz
ultravioleta de 365 nm.

Fig. 3. Revelado de huellas dactilares con aluminato de estroncio en diferentes superficies a)
papel aluminio, b) vaso de precipitado y c) tarjeta de crédito en la oscuridad instantes después de

haber sido excitados.
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El revelado de huellas dactilares presentd bastante nitidez y contraste, no fue dificil captar
los detalles en camara ni identificar las partes de huella. Hay tres zonas que se revelan:

marginal, central y bacilar. En este caso el donante fue un hombre hispano de 27 afios,
estudiante de Ingenieria Fisica.

De acuerdo a los lineamientos de Integracién, Consulta y Actualizacion del Registro de
Huellas Dactilares, el Sistema Automatizado de Identificacion Dactilar (AFIS) es una
herramienta informatica que integra imagenes de huellas dactilares, palmares y latentes y las
coteja con el Registro Nacional de Huellas Dactilares.

Para verificar si dos huellas dactilares corresponden a la misma persona clasifican y
analizan los patrones de la huella y se asigna a un conjunto determinado; el matching
(coincidencia) de ambas huellas, las compara y encuentra el grado de similitud entre dos
vectores de caracteristicas cuyas componentes representan a los detalles de cada huella [5].
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Fig.5. Diagrama de cromaticidad del espacio de color CIE 1931

En la figura 4 se observa el pico mas alto (517 - 535 nm) y la lectura de mayor intensidad
(1033429 a.u.) se encontraba en 527 nm. Se utiliz6 el software OrginLab 2022b para graficar
con las longitudes de onda correspondientes, obteniendo los espectros que se muestran en
la figura 4, y el diagrama de cromaticidad que muestra donde se encuentra la muestra en el
espacio de color (figura 5).

V. ANALISIS DE RESULTADOS

Eu?* actia como centro de luminiscencia y su transicion luminiscente es 4f65d1 — 4{7.
Todos los materiales luminiscentes de los grupos de aluminato dopados con Eu muestran un
espectro de emision dentro de la region azul-verde [1,6].

Las transiciones 5d - 4f de los iones de tierras raras dependen de la simetria, la
coordinacion, la covalencia, la longitud del enlace, el tamafio del sitio y la intensidad del
campo cristalino en el que residen. La coactivacion de Dy3* contribuye a los centros de captura
del material, al tiempo y la intensidad del resplandor residual, lo que hace que la duracién del
resplandor sea mucho mas larga y mas intensa [6].

La investigacion se ha centrado en los métodos de sintesis del fosforo de aluminato de
estroncio dopado con Eu?*, Dy** debido a su banda de emision verde que esta relacionada
con la funcién de eficiencia luminosa o funcién sensible al ojo [1].

La importancia del método de sintesis de materiales fosforescentes radica en la
determinacion de las caracteristicas del tamafio de las particulas, las propiedades de
resplandor y la eficiencia cuantica fluorescente. La sintesis por combustion tiene la ventaja
de controlar morfologia y tamafio, ademas de ser rapida y de bajo costo [1].

V1. CONCLUSIONES

Fue sintetizado con éxito el aluminato de estroncio con emision verde, y el revelado de
huellas dactilares en diferentes superficies, comprobando su actividad luminiscente.

Se busca un método que optimice el revelado de huellas y facilite su identificacién, el cual
debe ser reproducible y potencialmente no destructivo. En el ambito de los materiales
luminiscentes, se requiere una larga vida Gtil de las emisiones dentro de una amplia gama de
aplicaciones, es por ello que se siguen estudiando los materiales fosforescentes verdes.
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Abstract—Studying the behavior, and activity patterns of tree squirrels provides essential
components for their biological and ecological information. We examined activity patterns
including daily habits, diet, nesting behavior, and their connections with the habitat of the Mexican
squirrel Sciurus oculatus in an oak-pine forest located in Querétaro, from April to July. Dreys and
trees measurements were obtained using respective equipment, and ethograms were used for
tracking activity and behavior of squirrels. New evidence of activity patterns of S. oculatus was
found such as nesting equally in pines and oaks, branching nesting at the top section of canopy,
sexual behavior, morning behavior mostly by arboreal traverse, food storage and a diet composed
mainly of pine seed. It is intended to prove the theoretical information mentioned about this species
in different studies, as well as addressing the role of S. oculatus in the habitat by adding new
ecological information and establishing the bases for further research.

Keywords—Activity patterns, ecological, Sciurus oculatus, dreys, ethograms
.  INTRODUCTION

The biological information of most known animals came from studies made on their activity
patterns for better understanding the ecological processes that the animal community uses in
response to the environment [2]. Analyzing animal behavior by determining their daily habits
regarding foraging, survival, reproduction, parenting, drives, hibernation, and nesting provide
the necessary information for tracking activity patterns that establish specific descriptions for
an effective wildlife management [12]. A wide variety of species are known to opt for nesting
as their survival model like amphibians, reptiles, birds, and in the case of mammals, tree
squirrels.

Particularly, tree squirrels construct ground nests, tree cavity dens, or leaf nests, also
known as dreys [13]. The variation between nest types depends on the species of the squirrel,
the geographic location, and environmental factors. Tree squirrels and members of the family
Sciuridae are associated with the creation of dreys [6], which is the specific name given to a
spherical nest usually composed by twigs, spines, leaves, grass, and sometimes moss [5].
Nests are structures built with the purpose of effectively providing shelter, especially when
mating and parenting, and protection against life threats from climatic conditions or predation
[18]. Therefore, nest-sites are assessed to the habitat suitability and availability of resources,

Pégina87


mailto:ximena.zamorapr@smail.astate.edu
mailto:nramoslara@astate.edu

24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

which are factors aimed to be analyzed in order to obtain detailed ecological information about
their nesting behavior in mixed forests.

Temperate forests are habitats highly preferred by animals with arboreal habits, such as
grey squirrels, to which the Peters’ squirrel (Sciurus oculatus) is part of. This particular squirrel
is an endemic species to Mexico relatively large, around 530 to 560 mm, with a distinctive eye-
ring, and sightings records indicate that it has a distribution within the Trans-Mexican
neovolcanic belt [11]. S. oculatus is a diurnal and herbivore organism, meaning that its diet
consists of food such as acorns, pine cones, fruits, tree seeds, strobili, and even bark [11]. In
2016, Sciurus oculatus was assessed as “Least concern” by the International Union for
Conservation of Nature (IUCN) Red List of Threatened Species, due to its presumed large
population and wide distribution [1]. On the other hand, in Mexico it is federally listed as
“subject to special protection” [17]. Therefore, ecological information existing about S. oculatus
is scarce, which is required for the conservation and control of threatened populations of tree
squirrels.

Studying activity patterns of arboreal squirrels, using an ethogram, by setting functional
categories for recording animal behavior with observations includes entries like temperature,
physical description, diet, tree preferences, and behavior, that will allow researchers to
qguantify the information recorded [4]. This is an effective approach for interpreting animal
behavior contributing to the ecological domain by determining factors such as nesting
behavior, condition of nest-sites, habitat use, connections to the environment, seasonal
variations, effects in animal fithess, and species interactions. Lack of specific details about
their nesting behavior and activity patterns lead us to find it as a study opportunity for filling
these gaps.

We predicted that nests would be built close to the trunk, below the forest canopy, and
oriented in the opposite direction of the wind, seeking for stability and avoiding any
disturbances such as wind or rain disruptions. Regarding nest trees, it is expected a result
with significant preference for Quercus with larger basal diameter and higher canopy cover,
including multiple interlocked trees that should increase food availability, nest materials,
mobility options, and even protection against predation. Our prediction points that foraging
would be the most common behavior observed, particularly looking for pine seeds, because
of the reduced food availability during the dry season. Also, it is predicted higher occurrences
of squirrel sightings during mornings and afternoons before dusk, when daily temperatures
are lower.

. MATERIALS AND METHODS

Study area- The study was conducted in an oak-pine forest with an average temperature
that ranges from 12 C° to 23 C° and high levels of humidity [3]. This area, called Bosque de
las Hojas, is a privately protected forest located in Cadereyta, Querétaro, México (20° 571’
30.2”N 99°35’43.5”W). This forest is composed of tree species such as Pinus leiophylla, P.
teocote, P. pseudostrobus, Quercus polymorpha, Q. laurina, Q. greggii, Q. affinis, Q.
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lusitanica, Q. crassifolia, Q. mexicana, and other vegetation like apple trees (Malus domestica
Borkh) spread over the area.

Nests- From April to August, we searched for both fresh and dry nests within the study area.
All the trees with a drey were marked with orange paint at the trunk base to avoid counting the
same nest multiple times. The data recorded for each nest included height, measured with a
Haglof electronic clinometer, nest materials, nest condition, support, position, and aspect
obtained with a compass.

Nest tree- Measures for nest trees are constituted by distance of nest-trunk, nest tree
species, tree condition, and distance between nest tree and the nearest tree. Basal diameters
of trees were measured using a tape measure, considering a tree basal diameter = 12 cm,
while canopy cover (at 0 m) was calculated with a GRS densitometer. Location coordinates
were obtained using a GPS unit in UTM format.

Squirrel sightings- When it comes to squirrel sightings, using an ethogram we recorded
entries like temperature and moisture (calculated with a hygrometer), the time and weather,
place of first sighting (branch, tree trunk, ground, etc), tree species where the squirrel was
located, and physical description considering squirrel species, coloration, and sex, as well as
the sighting location coordinates, and diet if squirrel was seen eating. Also, different behavior
levels were assessed such as foraging, eating, arboreal traverse, running, grooming,
scratching, climbing, descending, carrying food or materials, alert, and sexual behavior. These
observations were made in a time lapse no longer than 10 minutes per squirrel and they were
recorded chronologically.

Statistical analysis— We used circular analyses for squirrel activity and nest orientation. Chi-
square tests were used for the position, support and orientation of nests on the tree canopy,
as well as for the genus identification of nest trees and squirrel sightings

lll. RESULTS

Nests- We measured a total of 17 dreys. Most nests (76.48%) were located at the top
section of the tree crown, whereas 23.52% constitutes dreys equally constructed in the middle
and bottom position (X?=6.35, df=2, P=0.041). Regarding nest condition, most nests were dry
(70.59%), and the minority of them were fresh (29.41%). As for nest support, most nests
(64.71%) were placed in branches, whereas 35.29% were placed in forks (X?= 0.72, df=1,
P=0.386). In the case of nest height, the average is 13.36 m (range= 26-4.5 m), while the
average of distance nest-trunk is 3.44 m (range= 0-5.63 m). Nest orientation analysis (P =
0.122) presents irrelevant preferences. When it comes to nest materials, oak leaves was the
most used resource (52.9%), followed by pine needles (35.3%), and mixed materials (11.8%).

Nest trees- Dreys were equally found in oak (47.05%) and pine (52.95%) trees (X? = 0.029,
df=1, P=0.864). However, the data analysis pointed out the preference for Pinus
pseudostrobus (23.52%) and Quercus Laurina (23.52%) as the most used nest trees equally
(Fig. 1). Average basal diameter of nest trees was 51.52 cm (x 15.22 SD; range=81-31.3 cm),
while tree height average is 16.86 m (range= 10-33.1 m), and distance to the nearest tree
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average is 5.79 m. For interlocked trees in respect to the nest tree, the average is 6.53, and
74.68% as canopy cover average respectively.

Fig. 1. Trees species used for nesting.

Activity patterns- The total of squirrels spotted was 23 and they were all identified as S.
oculatus, of which 2 were melanistic while the rest of squirrels seen presented gray coloration.
The record of major squirrel encounters was on May in a time lapse between 7:00 and 12:00
with a total of 7 squirrels spotted when the temperature reached an average of 24.64°C and
40.72% of moisture. The significant variation of sightings on May, in comparison to the other
months, is due to a mating chase witnessed, which included multiple squirrels interacting at
the same time (Fig. 2). It was determined that the mean of squirrels sightings is 11:07
(Rayleigh’'R test= 0.725, P <0.0001) (Fig. 3). The majority of sightings were in branches
(47.83%), leading to establish arboreal traverse (31.5% ) and climbing (16.43%) as the most
common behaviors, followed by descending tree (12.32%) and mating chase behavior
(8.212%), whereas foraging, ground walking, running, scratching, grooming, loafing, carrying
food, alert, standing on ground, resting, and pooping reached low percentages (< 5.47%).
When it comes to the diet, pine cones and strobili were recorded during April as the only source
of food. By May, traces of apples eaten were found along to pine cones, while the food
consumed during June included pine cones, apples, and mushrooms, in addition to Cupressus
sp. seeds by July.

[

Fig. 2. Average of temperature and moisture vs percentage of squirrel sightings by month.
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B # Sighting AVG temperatu

Fig. 3. Analysis for activity time of squirrels during a day.
IV. DISCUSSION

It was expected a nest position close to the trunk by the lower area of the canopy and with
a specific direction, but results showed the opposite and the preferential irrelevance when it
comes to orientation. In contrast to the prediction, S. oculatus prefer nesting in branches at
the top section of the canopy, indicating their inclination for canopy density, tree
interconnections, and sunlight access, which facilitates food search and mobility [14]. This
means that this squirrel prioritizes canopy density and sunlight access rather than protection
against aerial predation.

Contrary to our prediction, squirrels did not show a preference for nesting in either oak or
pine trees. The given explanation relies on as it is easier to find food from a Pinus, it also
represents a waste of energy for searching and transferring nesting materials from oaks, while
Quercus provide the nesting materials required, but it produces food that perish in a short time
making it less convenient [20,8]. As predicted, S. oculatus used relatively large and high trees,
along with the prediction stating a tendency for nesting in high canopy cover areas and with
multiple interlocked trees, which was also supported. This confirms that nesting in larger, taller,
and denser trees provide a significant level of stability to the nest and protection against
environmental disturbances, as well as it facilitates food availability, nest materials, and
mobility [16,9].

In support to our predictions, arboreal traverse was determined as the most constant
behavior. As it was expected, S. oculatus spend most of the time foraging due to the hard
conditions for finding food during dry season, which is a common behavior included in arboreal
traverse according to previous studies [16,10]. Moreover, it was confirmed that S. oculatus fed
primarily of pine seed as a result of scarce food availability, and evidence showed that strobili,
green apples, mushrooms, and even other seeds were added to the diet list during dry season,
supporting the information stated in other studies [11,15]. Although the information about S.
oculatus diet is limited, there is evidence of squirrels storing apples in branches, which was
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an unknown behavior attributed to S. oculatus until now, as it is thought to be a consistent
behavior recorded more for temperate squirrels, according to different sources [15,19].

It was predicted that squirrels would have more activity in the mornings and afternoons,
when the temperature tends to be lower and moisture higher during daylight. However, results
indicate that S. oculatus presents major activity between 7:00 and 12:00 in the morning,
meaning that the prediction was partially supported. Results suggest less activity after midday
and before dusk. Studies determine that morning behavior is directly related to squirrels
sharing habitat with other tree squirrel species [16,7], but there was no record of maintaining
this constant behavior on S. oculatus without the presence of sympatric tree squirrels as S.
oculatus is the only squirrel species found in the forest. Warmer areas of the forest, where
trees are slightly more dispersed and the sun had more access, turned out to have favorable
conditions for finding squirrels. However, male squirrels with scrotal testes and a couple of
females were spotted only in denser and colder areas with water source nearby, and in some
occasions after midday, during mating chases. This information plays a key role as part of the
unknown activity patterns about sexual behavior for the species.

V. CONCLUSION

We examined and quantified S. oculatus behavior, diet, and activity patterns emphasizing
in nesting. Studying activity patterns of this species provided answers to the scarce information
about its ecology such as its diet of pine seeds during dry season, evidence of food storage,
and morning behavior, as well as its nesting equally in pine or oak tree and the observations
on sexual behavior. S. oculatus has particular daily habits and nesting behavior related
proportionally to the climatic conditions. Further research is needed like diet during wet
season, timing and conditions for reproductive season, the presence of sympatric species, the
status discrepancy between SEMARNAT and the Red List, among other factors about tree
squirrels in neotropical forests for improving their conservation and correct management.
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Resumen —Se realiza una clasificacion de diez cimulos de galaxias clasificados como cimulos
subluminosos en rayos X, generando una base de datos que posteriormente servira para la creacion de
una red neuronal que clasifique galaxias de forma automatica, cabe mencionar que para la obtencién
de resultados estadisticos se utiliza el programa R, estos resultados son pieza clave para obtener
relaciones importantes que existen entre la morfologia de la galaxia y caracteristicas del cimulo, un
ejemplo primordial fue la observacion de que la mayoria de los cimulos estudiados contienen en mayor
cantidad galaxias tipo lenticular y en cantidades muy pequefias galaxias tipo espirales, creemos que
esto es debido al tipo de objetos estudiados ya que, segln estudios en la literatura, son objetos jévenes
dinamicamente.

Palabras clave — morfologia,cimulo, galaxia

Abstract — Classification of galaxies of ten different galaxy clusters is performed, generating a
database that will later serve for the creation of a neural network that classifies galaxies automatically,
it is worth mentioning that the application of R is used to obtain statistical results, These results are key
to obtain important relationships that exist between the morphology of the galaxy and cluster
characteristics, a prime example was the observation that most of the clusters studied contain more
lenticular galaxies and very small quantities of spiral galaxies.

Keywords — morfology, cluster galaxy
I.  INTRODUCCION

Los cumulos de galaxias son los objetos masivos mas grandes del Universo ligados
gravitacionalmente. Usualmente son clasificados de acuerdo al nimero de galaxias que
tienen (> 50 miembros), o a su masa (> 10*MQ) o a su emisién en rayos X producida por el
medio intracumular (ICM, por sus siglas en inglés IntraCluster Medium) [1]. Sin embargo,
algunos trabajos han puesto en duda esta ultima clasificacion encontrando cumulos de
galaxias muy masivos que no poseen un ICM detectable con los telescopios que se tienen
actualmente [2].

Una manera de poder atacar este problema es a través de la relacion morfologia-densidad
[3], la cual establece que, dentro de un cimulo de galaxias, la parte central cuenta con mas
galaxias del tipo tardio que galaxias tempranas y entre mas hacia las periferias del camulo

Pa’gina95


mailto:investigador@correo.mx

24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

nos acercamos, esta relacién va cambiando a lo opuesto, es decir, entre mas fuera del centro
estamos encontramos mas galaxias espirales que galaxias elipticas.

Entonces, para poder verificar esto, se necesita un clasificador automético de galaxias,
debido a que las clasificaciones a ojo resultan impracticas y sesgadas.

Con el desarrollo de la inteligencia artificial llegaron las redes neuronales, que son
herramientas poderosas para este objetivo. Las redes neuronales son llamadas asi debido a
que simulan el comportamiento del cerebro humano y sus componentes principales son:
capas de entrada, capas ocultas y capas de salida. Las capas ocultas se componen de
neuronas y de conexiones ponderadas, que varian de acuerdo al objetivo de cada problema.
Toda red neuronal requiere de un entrenamiento previo, es decir, se debe tener una base de
datos confiable para obtener los resultados deseados.

Para este proyecto se va a construir dicha base de datos,por lo que se tendran que
descargar imagenes de galaxias que pertenezcan a cimulos previamente seleccionados para
después poder clasificarlas de la base de datos de SDSS (Sky Digitized Sky Survey, [4]).
Después se hara un estudio estadistico de la muestra. Dicho resultado, sera la base del
clasificador automatico posterior.

1. MARCO TEORICO

La morfologia de las galaxias es un producto de cédmo se formaron las galaxias. A pesar
de los avances en instrumentacion y la explosion de datos, la morfologia clasica de las
galaxias (es decir, la clasificacidon morfoldgica visual al estilo de Hubble y otros) no ha perdido
su relevancia.

Finalmente, estudios profundos con el Telescopio Espacial Hubble han ampliado estudios
morfolégicos mucho mas alla del reino de las galaxias cercanas que dominaron los primeros
catalogos.

Como objetos extensos en lugar de fuentes puntuales, las galaxias muestran una amplia
variedad de formas, algunos debido a estructuras intrinsecas, otros debido a la forma en que
la galaxia esta orientada a la linea de visién. Como clasificacion general tendremos galaxias
espirales (ver Fig.1) ,lenticulares (ver Fig.2 ) y elipticas (ver Fig.3 ).Las orientaciones
aleatorias y la amplia variedad de distancias on los principales factores eso puede complicar
las interpretaciones de la morfologia de las galaxias. Si pudiéramos ver cada galaxia a lo largo
de su eje principal de rotacion, y desde la misma distancia, entonces comparaciones mas
justas serian posibles. Sin embargo, las morfologias que se ven en las galaxias de frente
también pueden ser a menudo reconocido en galaxias mas inclinadas. Es sélo para las mas
altas inclinaciones que la morfologia cambia de una estructura radial frontal a una estructura
vertical.

Estudios de cambios de longitud de onda Doppler en los espectros de objetos de disco
(como regiones HIl y luz estelar integrada) revelan que los discos giran diferencialmente. Si
una galaxia es espiral, el disco es generalmente donde se encuentran los brazos y también
donde se encuentra la mayor parte de la materia interestelar.
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Los anillos son caracteristicas prominentes en algunas galaxias. A menudo definido por la
formacion estelar reciente. Los anillos pueden ser rasgos completamente cerrados o pueden
ser

parciales o abiertos, estos ultimos llamados "pseudo". Los anillos interiores son
caracteristicas de escala intermedia que a menudo envuelve la barra en una galaxia barrada.
Los anillos exteriores son caracteristicas grandes y de bajo brillo superficial.

Las lentes son caracteristicas, generalmente hechas de estrellas viejas, que tienen un
gradiente de brillo poco profundo. interior a un borde afilado. Se ven comunmente en la clase
SO0 en forma de disco de Hubble. Los lentes pueden ser redondos o de forma ligeramente
eliptica. [5].

Fig 1.Galaxia espiral Fig 2.Galaxia lenticular Fig 3.Galaxia eliptica
. MATERIALES Y METODOS

La primera etapa consiste en la lectura y comprension de articulos a cerca de morfologia de
galaxias[5] y cumulos galacticos[6] , asi como el entrenamiento visual para poder identificar
a simple vista el tipo de galaxia a partir de imagenes, este entrenamiento se basa en entrar a
la pagina de GalaxyZoo (https://www.zooniverse.org/projects/zookeeper/galaxy-zoo/), en
donde se encuentra gran cantidad de imagenes que son clasificadas por el mismo usuario
esto ayuda a acostumbrar al ojo a los patrones comunes que se podran observar en las
galaxias.

Obtener el catdlogo de cumulos de galaxias subluminosos en rayos X a partir del servidor
Vizier, para este paso se entra al servidor de Vizier (https://vizier.u-strasbg.friviz-bin/VizieR)
y se obtienen los catalogos de diez cimulos distintos.

Al obtener los catélogos la siguiente etapa es la obtencion de las imagenes de la pagina
SDSS(Sky Digitized Sky Survey) usando un codigo en shell.

Al tener las imagenes ya descargadas se comienza con la clasificacion, es una clasificacién
general entre galaxias lenticulares, elipticas y espirales.
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Una vez teniendo la clasificacién completa se hace un analisis estadistico del porcentaje de
galaxias lenticulares, elipticas y espirales, por camulo.

Se sacan conclusiones generales respecto a los datos estadisticos.
IV. RESULTADOS

A partir de las bases de datos generadas para cada cumulo, se realizaron graficas
comparando la ascensién recta (RA) vs la declinacion (DEC), de esta forma podemos apreciar
la ubicacién de cada tipo de galaxia en los camulos.
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V. DISCUSION

En el proceso de clasificacion de galaxias fue posible notar como los cimulos estudiados
tienen una su mayoria galaxias lenticulares.

Para que un camulo cumpla la relacién morfologia densidad debe contener més galaxias
elipticas en su centro y siendo mas lejana la distancia al centro se encontraran mas galaxias
espirales.

Se analizo la grafica ra vs dec para el camulo A1767(ver Fig 4.) y se puede notar como
esta relacién se hace posible, a pesar de que se tiene un bajo porcentaje de ambas galaxias
se puede notar que en su centro hay mas galaxias elipticas que espirales, otra cosa
importante a mencionar es el hecho de que se clasificaron solo la mitad de las galaxias por
cumulo, esto quiere decir que las galaxias no clasificadas pueden formar parte de la
estadistica tanto para las elipticas o para las espirales y hacer mas notoria la relacion
mencionada.

Para el caso del cimulo A168(Ver Fig 6.) es complicado analizar el comportamiento de sus
galaxias ya que estan bastante dispersas, pero sabiendo que la mitad de las galaxias las
tenemos sin clasificar no podemos negar el hecho que de igual manera cumpla con la
relacion.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estudio de la morfologia de galaxias da un panorama muy grande de cédmo estas
caracteristicas nos llevan a informacion sobre su formacion, su historia y a la vez informacion
sobre otros objetos celestes. En este trabajo se estudiaron diversos cumulos de galaxias
elegidos aleatoriamente y se pudo notar como tienen caracteristicas comunes, asi como se
pudo comprobar que la mayoria de ellos cumplen con la relacion morfologia-densidad que
nos lleva a profundizar en este y otros estudios.

Las bases de datos generadas seran pieza clave para futuros trabajos, por ejemplo la
programacion de una red neuronal que realizard la tarea de clasificacion de maneta
automatica.

VIl. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

Expreso mi agradecimiento a la Universidad Autbnoma de Querétaro y al CONACyT por
las facilidades y el apoyo otorgado para la realizacion de la estancia de verano.

Pégina99



24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

REFERENCIAS

[1] Bahcall, N. A. 1998. Symposium-International Astronomical Union. 179, 317.
[2] Trejo-Alonso, J. J. et al. 2014. MNRAS. 441, 776.
[3] Dressler, A. 1980. ApJ. 236, 351.

[4] Blanton, M. R., Bershady, M. A., Abolfathi, B., Albareti, F. D., Prieto, C. A., Almeida, A., ... & Jullo,
E. (2017). Sloan digital sky survey IV: Mapping the Milky Way, nearby galaxies, and the distant universe.
The Astronomical Journal, 154(1), 28.

[5] Buta, R. J. (2011). Galaxy morphology. arXiv preprint arXiv:1102.0550.

[6] Popesso, P., Biviano, A., Bohringer, H., Romaniello, M., & Voges, W. (2005). RASS-SDSS galaxy
cluster survey-lll. Scaling relations of galaxy clusters. Astronomy & Astrophysics, 433(2), 431-445.

Pagina 100



24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.
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Resumen Debido al alto grado de deterioro de los diferentes ecosistemas, derivado principalmente
de actividades antropicas, y a la pérdida de propiedades emergentes en los ecosistemas (resistencia
y resiliencia) se han establecido diferentes estrategias para favorecer la recuperacion de la
estructura, diversidad y funciones ecosistémicas. Dentro de las estrategias implementadas se
encuentra la reforestacion, el saneamiento y la restauracion ecoldgica, entre otras. La importancia
de este tipo de estrategias ha sido ampliamente reconocida, sin embargo, una vez implementadas
es imperante la evaluacion del éxito y/o modificacion de las acciones con el fin de evaluar el efecto
y/o reorientar las acciones realizadas, lo cual ha sido poco atendido. Estos resultados son parte de
un proyecto mas amplio y nosotros solo evaluamos el efecto de la restauracion ecoldgica en la
diversidad funcional de escarabajos copréfagos y en el suelo (propiedades fisico quimicas de suelo
y concentracién de contaminantes) en el estado de San Luis Potosi. Se consideraron tres
condiciones: restaurado, referencia y conservado. Se fotografiaron y pesaron 240 individuos de
escarabajos estercoleros con el fin de realizar las medidas de los diferentes rasgos funcionales en
cada condicion. Se realiz6 una salida para toma de muestras de suelo para caracterizacion de
propiedades quimicas y concentracion de metales (Cr, Ni, As y V). En cuanto a la concentracion
de metales en los sitios restaurados y de referencia se obtuvo una mayor concentracion de Cr en
comparacion con los sitios conservados, para los deméas metales no se obtuvieron diferencias entre
condiciones ni valores superiores a los reportados por la NOM 047.

Palabras clave Restauracion ecoldgica, indicadores, suelo, escarabajos, diversidad funcional.

Abstract — Due to the high degree of deterioration of the different ecosystems, derived mainly
from anthropic activities, and the loss of emerging properties in the ecosystems (resistance and
resilience), different strategies have been established to favor the recovery of the structure,
diversity and ecosystem functions. Among the strategies implemented are reforestation, sanitation
and ecological restoration, among others. The importance of this type of strategies has been widely
recognized, however, once implemented, the evaluation of the success and/or modification of the
actions is imperative in order to evaluate the effect and/or reorient the actions carried out, which
has been little attended. These results are part of a larger project and we only evaluated the effect
of ecological restoration on the functional diversity of dung beetles and on the soil
(physicochemical soil properties and pollutant concentration) in the state of San Luis Potosi. Three
conditions were considered: restored, reference and preserved. 240 individuals of dung beetles
were photographed and weighed in order to measure the different functional traits in each
condition. An exit was made to take soil samples for characterization of chemical properties and
concentration of metals (Cr, Ni, As and V). Regarding the concentration of metals in the restored
and reference sites, a higher concentration of Cr was obtained compared to the preserved sites, for
the other metals no differences were obtained between conditions or values higher than those
reported by NOM 047.

Keywords — Ecological restoration, indicators, soil, beetles, functional diversity.
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I.  INTRODUCCION

Los ecosistemas tienen propiedades emergentes (resistencia y resiliencia) que permiten la
respuesta ante cualquier disturbio tanto natural como antropico. Sin embargo, una vez
sobrepasado el umbral de resistencia es imperante la implementacion de acciones que
permitan recuperar estas propiedades (1).

En este sentido la restauracion ecoldgica busca favorecer la recuperacion de la estructura
y funcionamiento de los ecosistemas. Pero es importante, que una vez implementadas las
estrategias de restauracion ecolégica se monitoreen diferentes componentes del
ecosistema (flora, fauna, suelo).

Algunos estudios se han enfocado en plantas. Sin embargo, en la recuperacion faunistica
influyen otros factores como la conectividad, el paisaje u otros factores biéticos que pueden
verse favorecidos producto de las acciones de restauracién ecol6gica implementadas (2).
Adicionalmente diferentes factores quimicos del suelo pueden limitar la respuesta de la flora
y la fauna por lo cual deben ser considerados de gran importancia. En este sentido la
concentracion de metales en el suelo puede explicar una restauracion poco eficiente.

Il.  MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el estado de San Luis Potosi en el municipio de Villa Hidalgo. El
sitio tiene una precipitacion promedio anual de 350 mm y una temperatura media anual de
18.6°C. La vegetacion se compone principalmente de matorrales xerdfilo, rosetéfilo y
casicaule con predominio de Larrea tridentata, Prosopis laevigata, Bouteloua gracilis,
Muhlenbergia phleoides, Distichlis spicata entre otros (3).

Para este trabajo, buscamos tres condiciones asociadas a la recuperacion del ecosistema:
restaurado (en el que se implementaron obras de conservacién de suelo y siembra de
Prosopis laevigata y Opuntia senopetala), conservado (donde no ha habido acciones de uso
de suelo por mas de 50 afios) y referencia (adyacentes al sitio restaurado, pero donde no
se implementaron acciones de restauracion). Las acciones de restauracion fueron
implementadas durante 2010.

A. Caracterizacion de las propiedades fisico — quimicas de Suelo

El muestreo se llevé a cabo en el mes de Julio de 2022. Para cada condicién se
establecieron 3 parcelas de 10 x 10 metros, cada parcela tuvo una separacién de 100 m
entre si. En cada parcela se tomaron 5 submuestras de suelo, una en cada esquina y la
quinta en el centro de la parcela, formando asi una muestra compuesta. Las submuestras
se tomaron a una profundidad de 5 cm y cada una contenia aproximadamente 200 g de
suelo las cuales fueron colocadas en una bolsa hermética previamente rotulada con fecha,
numero de muestra y condicién (restaurado, referencia y conservado). Posteriormente se
llevaron al laboratorio de suelo del Instituto de Investigacion en Zonas Desérticas de la
UASLP para la determinacién de caracteristicas fisicoquimicas de suelo como MO, N, P y
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C (las cuales estan en andlisis). Posteriormente de cada una de las muestras se tomaron 5
gr para andlisis de metales pesados (Cr, Ni, As y V) por medio de un espectrofotometro de
fluorescencia de rayos X.

B. Medidas morfo-funcionales de escarabajos estercoleros

Para las medidas morfo-funcionales se consideré la especie de Canthon humectus debido
a que esta especie fue registrada en las tres condiciones y presenta mas de 20 individuos
por condicién. Los individuos utilizados para realizar las mediciones morfo-funcionales
fueron capturados con trampas de caida (con y sin cebo) dentro de la tesis de la estudiante
Melisa Rodriguez Medina quien se encuentra cursando la maestria en Ciencias
Agropecuarias LGAC manejo en recursos bidticos en la Universidad Autbnoma de San Luis
Potosi. De cada individuo se tomaron fotografias para medicion de atributos funcionales
como: longitud parta posterior, longitud de la pata anterior y ancho de la cabeza, térax y
abdomen, ademas se registrd la biomasa de los individuos.

C. Analisis de resultados

Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre condiciones para
concentracion de metales se realizaron pruebas de varianza Kruskal Wallis debido a que los
datos no cumplieron con los supuestos de normalidad y se realiz6 una prueba de Tukey
para ver si existen diferencias entre condiciones.

1. RESULTADOS
En cuanto a los avances de las mediciones de atributos funcionales de las especies de
escarabajos estercoleros se fotografiaron 240 individuos correspondientes a cuatro
subespecies de Canthon humectus (Figura 1). Con estas fotos se espera realizar las
mediciones de atributos funcionales (trabajo que aun se esta desarrollando).
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Figura 1. Vista de Canthon a) vista dorsal y b) vista ventral tomadas para calculos de diversidad
funcional de escarabajos coprofagos en tres condiciones (conservado, referencia y
restaurado) en el estado de San Luis Potosi
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En cuanto a la concentracion de metales pesados entre condiciones se registraron
diferencias estadisticamente significativas para Cr (H= 11.46; p= 0.003) las diferencias
estuvieron dadas por las comparaciones entre sitios conservado y los sitios restaurados y
conservado y los sitios de referencia. Para contenido de As no se registraron diferencias
estadisticamente significativas (H= 5.125, p=0.077), donde los sitios conservados
presentaron mayor concentracion de este metal. La concentracion de Nifueron ligeramente
similares entre condiciones (H=0.9136, p=0.63). Para V no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (H=2.063; p= 1.149), donde la menor concentracion de V se
registro en sitios restaurados (Figura 2).
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Figura 2 Concentracién de arsénico (As) a), niquel (N) b), vanadio (V) c¢) y cromo (Cr) d) en sitios
conservados, de referencia y restaurados.
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Con respecto a las concentraciones de metales pesados registrados en la norma 147 (NOM-
147-SEMARNAT/SSA1-2004) los niveles de arsénico en las muestras analizadas superan los
niveles de referencia paratierras de uso agricola, mientras que otros metales como el niquel,
vanadio y cromo se encuentran por debajo de los niveles maximos de referencia.

IV.  CONCLUSIONES

El muy importante integrar diferentes componentes de la diversidad, asi como diferentes
formas de analizarla, ya que esto puede mejorar el entendimiento sobre la respuesta que
tienen diferentes especies a diferentes condiciones.

Al integrar diferentes componentes (bidticos y abibticos) en la evaluacion del éxito de la
restauracion se puede tener un panorama de como diferentes organismos y especies van
respondiendo a las acciones de restauracion ecolégica en los ecosistemas.

Los escarabajos estercoleros son un grupo bioldgico altamente sensibles a perturbaciones,
por lo que una comprensién completa de las interacciones de estos en los diversos
ecosistemas tiene como resultado un mejor aprovechamiento de su incorporacion en
ecosistemas a restaurar. La concentracibn de metales pesados puede ser una fuerte

@
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limitante en el éxito de restauracion de ecosistemas que se encuentran modificados por
acciones antropicas, por lo cual deberia de explorarse mas este tema.
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Resumen — Las redes organometalicas (MOF) consisten en iones metalicos con ligantes organicos
como aminoacidos unidos entre si covalentemente, los cuales se distribuyen en una red polimérica
conocida como hidrogel. En este trabajo se presenta la caracterizacion fisicoquimica y la actividad
biotecnoldgica de compositos de hidrogel especificamente los que contienen MOFs de calcio y se evallan
las distintas interacciones con tres tipos distintos de aminoacidos (fenilalanina, triptéfano e histidina).

Palabras clave — Redes organometalicas, hidrogel, composito.

Abstract — Organometallic frameworks (MOF) consist of metal ions bonded together, which are
distributed in a polymeric network known as a hydrogel. In this work, the physicochemical
characterization, and the biotechnological activity of hydrogel composites, specifically those containing
the calcium ion, are presented, and the different interactions with three different types of amino acids
(phenylalanine, tryptophan, and histidine) are evaluated.

Keywords — Organometallic frameworks, hydrogel, polymeric network.
. INTRODUCCION

Un hidrogel es una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de polimeros que
absorben cantidades considerables de agua. Estos polimeros tienen caracteristicas bien
conocidas, como ser hidrofilicos, blandos, elasticos e insolubles en agua, ademas de que
se hinchan en presencia de ella, aumentando apreciablemente su volumen mientras
mantienen la forma hasta alcanzar el equilibrio fisico y/o quimico.!

Las redes metal-organicas (MOF) son materiales cristalinos y porosos que pueden atrapar
compuestos dentro de sus cavidades moleculares, lo que les da una amplia gama de
aplicaciones en el almacenamiento y separacion de gases, la captura de carbono y en la
catdlisis de reacciones quimicas, entre otras.®

En este trabajo se utilizara el colageno de origen porcino para la elaboracién de matrices
poliméricas junto con los MOFs de calcio los cuales, nos otorgan grandes beneficios en el
area biomédica como lo es para la liberacion controlada de farmacos, la regeneracion de
tejido, entre otros, al igual que en el area agricola.
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MATERIALES Y METODOS

La elaboracién de compositos en estado hidrogel consta de 2 etapas:

A. Caracterizacion fisicoquimica

1)

2)

3)

4)

Prueba de reticulacion: En un tubo Falcon de 15 mL introducir un hidrogel por
triplicado de cada uno (colageno, goma guar y MOFs de calcio (II) con triptéfano,
histidina y/o fenilalanina). Para obtener el blanco, introducir 1mL de coladgeno con
200 pL de PBS por triplicado.

Afiadir 1 mL de solucion de ninhidrina (indicador) al 1% en masa, pH 5.5 y buffer
de sustrato, afiadir 3 mL de H»O y llevar al vortex. Introducir los tubos a bafio seco
de 90° C durante 2 hrs, después de ese tiempo esperar a enfriar a temperatura
ambiente y llevar nuevamente al vortex.

Tomar 200 puL de cada tubo, agregarlos en una placa de 96 pozos (200 uL por
pozo) y leer a 560 nm en el espectrofotémetro. Calcular el porcentaje de
reticulacion.

Prueba de hinchamiento maximo: Se pesaron los hidrogeles de 1 en 1y colocarlos
en tapas para dejar secando durante 48 hrs, volver a pesar y calcular el porcentaje
de hinchamiento maximo.

Microestructura por microscopia electronica de barrido: Tomar tres hidrogeles de
cada uno e introducir en un tubo Falcén de 50mL y llenar a 30 mL de agua des-
ionizada, cerrar y agitar levemente durante 10 minutos. Pasando este tiempo colar
los hidrogeles y repetir el procedimiento dos veces mas, obteniendo como resultado
tres lavados. Después del tercer lavado, sacar los hidrogeles y dejar secando
durante 48 hrs.

Perfiles de degradacion: Preparar una solucién de HCI con agua para obtener el un
pH de 5.5 similar al pH fisioldgico, y a su vez preparar PBS. 1x (no estéril) para
simular el pH de 7, similar al de las plantas. En un tubo Falcén de 50 mL, agregar
30 mL de cada solucion (4 tubos de HCly 4 tubos de PBS 1x).

Pesar tres hidrogeles juntos recién salidos de la placa y después adicionarlos a
cada tubo, obteniendo 4 con pH &cido y 4 con pH basico. Pesar durante 15 dias y
calcular la variacion de masa por dia.

B. Caracterizacion de actividad biotecnoldgica

1)

2)

Encapsulamiento de células vegetales y medicion de germinacion de semillas de
tomate: Lavar semillas de tomate para injertarlas en dos tipos de hidrogeles, uno
de goma guar y otro con almidén, incubar durante 4 hrs. Sacar de la incubadora y
sacar los hidrogeles con mucho cuidado para colocarlas dentro de botecitos con
solucién nutritiva y evaluar su crecimiento durante 15 dias.

Prueba de liberacién: Elaborar hidrogeles en una placa de 24 pozos, donde la mitad
tenga solucion celular y la otra mitad sea el blanco. Colocar los hidrogeles en tubos
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Falcon y adicionar PBS 1x (no estéril) a los tubos, e incubar durante 10 dias.
Durante los 10 dias, tomar 200 uL, colocarlos en una placa de 96 pozos y leer la
absorbancia a 558 y 447 nm en el espectrofotémetro.

3) Ensayo de actividad metabdlica: Tomar dos placas de 96 pozos, lavar con solucién
antiséptica y secar totalmente. En cada placa poner 100 uL de lixiviado por
triplicado (3 pozos por tubo) y agregar otros tres pozos con 10 mL de PBS 1x estéril
como blanco.

Adicionar 100 uL de cultivo de fibroblastos porcinos, tapar cajas e incubar. Después
de 24 hrs sacar una caja y adicionar 10 pL de solucién de medicion de actividad
metabdlica (MTT) a todos los pozos e incubar 2 hrs a 37° C. Si las células estan
activas se formaran cristales morados. Pasando las 2 hrs quitar 50 pL del
sobrenadante sin llevarse los cristales y adicionar 100 uL de 2-propanol para
disolver los cristales y agitar dos minutos la placa. Leer a 560 nm vy calcular la
actividad metabdlica, para la placa de 48 hrs repetir el procedimiento.

4) Ensayo de proliferacion celular: En tubos eppendorf de 2 mL lavados con solucion
antiséptica, colocar 1 mL de los lixiviados de goma guar. Para el blanco agregar 1
mL de PBS 1x estéril y agregarlo a otro tubo eppendorf.

Agregar 1 mL de solucién de fibroblastos a todos los tubos, llevar al vortex e incubar
a 37°C por 48 horas. Después de las 48 horas, centrifugar en la micro-centrifuga
por 15 minutos, decantar y agregar 1 mL de PBS 1x estéril al boton celular, y repetir
el procedimiento. Decantar y congelar el boton celular. Después de congelar el
botdn celular, agregar 300 pL de fluoresceina a 300ppm, llevar al vortex e incubar
durante 3 horas a 37°C, agregar 1 mL de PBS 1x estéril y centrifugar durante 15
minutos, decantar y colocar el botén celular en un portaobjetos, dejar secando
durante 40 minutos en la incubadora. Observar en microscopio de epifluorescencia
para identificar las poblaciones celulares.

Los materiales utilizados en el laboratorio fueron los siguientes: Incubadora de temperatura
constate ECOSHEL, mini agitadora con incubacion VWR, bafio en seco para 30 tubos Thermo
Fisher Scientific, espectrofotbmetro Multiskan Sky Thermo Fisher Scientific, autoclave
SK101C, campana de extraccién, centrifugadora E8 LW Scientific y vortex.

Il RESULTADOS Y DISCUSIONES

Caracterizacion fisicoquimica
A. Prueba de reticulacion:

Con la finalidad de conocer la capacidad de reticulacion de los compésitos de hidrogel
junto con los MOF de calcio distribuidos en este polimero, se realiz6 esta prueba para
evaluar las reacciones quimicas por las que los polimeros se unen para formar una
especie de red. En la figura 1 se puede observar que la matriz polimérica que contiene
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MOF basado en fenilalanina cuenta con un porcentaje de reticulacion del 52.4
%,siendo el porcentaje mas bajo, mientras que el hidrogel que contiene el MOF
basado en histidina tiene un porcentaje de reticulacion del 90.8 %, esto es debido a
las propiedades de cada aminoécido, la histidina por ejemplo es un aminoécido
hidrofilico, es decir que tiene tendencia a asociarse con el agua, mientras que el
triptéfano y la fenilalanina son aminoacidos hidrofobicos, es decir que tienen
tendencia a repeler el agua, sabiendo esto podemos decir que la histidina fue el
aminoacido mas soluble mientras que la fenilalanina fue el aminoacido menos soluble.

Porcentaje de reticulacion

110
100
90 100 ™
30 ) £90.8

70 78.9 ™
71.9

50

40

30

52.4

Blanco Colageno Triptofano Fenilalanina Histidina

Fig. 1 Porcentaje de reticulacién de los distintos aminoacidos

B. Prueba de Hinchamiento maximo

La propiedad mas importante que tienen los hidrogeles es el indice de hinchamiento,
el cual es una medida de la cantidad de fluido que puede adsorber el hidrogel en su
interior.2 Como ya se menciond anteriormente la hisitidina es un aminoacido polar
cargado postivamente, lo que permite que la matriz polimerica tenga la propiedad de
ser soluble en solventes polares como lo es el agua y asi poder tener la capacidad de
adsorber el agua e incrementar o disminuir el tamafio de la matriz polimerica, mientras
que el triptofano y la fenilalanina son aminoacidos apolares, debido a su poca
interaccion con el agua. Se realiz6 esta prueba con el proposito de poder conocer que
aminodcido beneficia méas la capacidad de hinchamiento de las matrices polimericas,
observando la figura 2, podemos ver que una vez mas la histidina es el aminoacido
gue cuenta con el porcentaje mas elevado, mientras que el triptofano cuenta con un
porcentaje de hinchamineto maximo mas disminuido que los demas, esto es debido a
que los polimeros tienen grupos hidrofilicos que pueden adsorber agua, como se
explicé anteriormente

-

AR

P

Pagina 109



24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

Porcentaje de hinchamiento

maximo
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3,000.00
2,500.00 3.006.U —
2,000.00 2,536.11
2,212.50

1,500.00 1,863.82
1,000.00

Colageno Triptofano Fenilalanina Histidina

Fig. 2 Porcentaje de hinchamiento maximo de los distintos aminoacidos

C. Microestructura por microscopia electrénica de barrido

El microscopio electrénico de barrido (SEM, Scanning Electron Microscope) es un
instrumento muy versatil, permite la observacion y caracterizacion superficial de
materiales organicos e inorganicos, dando informacién morfologica y de composicion
guimica rapida, eficiente y simultdneamente del material analizado. Su versatilidad
esta dada en su alta resolucion y apariencia tridimensional de las imagenes, producto
de su gran profundidad de foco.3

En la figura 3 se presentan las distintas macrografias de hidrogeles secos, donde
podemos observar la morfologia de hidrogeles de coldgeno y goma guar con sus
respectivos aminoacidos, en la primera imagen se contemplan matrices granulares y
algunas fibras, estas se forman debido al coldgeno. La segunda imagen el triptéfano
presenta regiones mas granulares y porosas, al igual que la presencia de algunas
fibras, mientras que, en la tercera y cuarta imagen, la histidina y la fenilalanina
presentan aun mas porosidad y granulacion, lo que permite a los hidrogeles tener mas
difusién de nutrientes y aumentar la adhesién celular
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Fig. 3 a) Imagen de colageno- GG, b) Imagen de red con Ca -Triptéfano, c) Imagen de red con Ca —
Histidina y d) Imagen de red con Ca — Fenilalanina.

D. Perfiles de degradacion

Degradacion es cualquier cambio indeseable en las propiedades, que ocurre después
de que el material ha sido puesto en servicio. En el caso de los polimeros la
degradacion puede afectarlos fisica, quimica y (0) mecanicamente. Se puede hablar
de los efectos separados del calor, la radiacion, las sustancias quimicas y la energia
mecanica. °

En este caso se utilizaron dos sustancias quimicas para medir la degradacion de las
matrices poliméricas, en la figura 4 se observan dos graficas que representan los dos
medios usados para esta prueba, en el medio acido se utilizé un pH de 5.5, mientras
que en el medio basico se utilizé un pH de 7.

Teniendo en cuenta los resultados podemos notar que en el medio acido el
aminoacido que mas se degrado fue la histidina, mientras que en el medio basico el
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aminoacido que mas se degrado fue el triptéfano, esto es debido a los distintos pH de
los aminoacidos, que producen que se hidrolicen y asi degradarse

VARIACION DE MASA EN VARIACION DE MASA EN MEDIO
MEDIO ACIDO BASICO

Variacion de masa en medio acido Histidina Variacion de masa en medio basico Histidina

L, L . . Variacion de masa en medio basico Fenilalanina
Variacion de masa en medio acido Fenilalanina

., S, . Variacion de masa en medio béasico Triptofano
== Variacién de masa en medio &cido Triptofano P

L L , Variacion de masa en medio basico Colageno
—— Variacion de masa en medio &cido Colageno

500
500 400
400
200 —_— 200
100 \ 100 \
0 0
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia 0 Dial Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia Dia Dia Dia
0 1 4 5 6 7 12 13 14 15 12 13 14 15
a) b)

Fig. 4 a) Variacion de masa en medio acido y b) Variacion de masa en medio basico

Caracterizacion de actividad biotecnoldgica

A. Encapsulamiento de células vegetales y medicion de germinacion de semillas de
tomate

En esta prueba se utilizaron dos tipos de hidrogeles (goma guar y almidén), con el
propésito de identificar en que medio las semillas de tomate germinaban con mas

rapidez, en la figura 5 se observan las semillas desde el dia 5 de Julio del 2022 donde
fueron encapsuladas dentro de un hidrogel con goma guar y otro con almidén, siendo
colocadas con solucién nutritiva para evaluar su crecimiento durante 15 dias.

Para el dia 15 de Julio del 2022, pasando 10 dias, las semillas comenzaron a germinar
Unicamente en los hidrogeles de almidén, esto es debido a que esta fuente de material
alimenticio es consumida durante el metabolismo de las plantas, como alimento
cuando las plantas estan bajo estrés, o bien como fuente de energia en la germinacién
de las semillas y en las primeras etapas de las plantulas. *

Como se puede observar en la figura 6 los hidrogeles de almidén con triptéfano,
fenilalanina e histidina ayudaron a la germinacién de estas semillas en tnicamente 10
dias.
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a) b)

Fig. 5 a) Encapsulamiento de semilla de tomate con goma guar y b) Encapsulamiento de
semilla de tomate con almidén

a) b) ©)

Fig. 6 a) Semilla germinada con almidon vy triptéfano, b) Semilla germinada con almidén y
fenilalanina y c) Semilla germinada con almidon e histidina.

B. Prueba de liberaciéon

El propésito de esta prueba fue medir en que formulacion se beneficia mas la liberacion de
células, esta prueba se midi6 durante 10 dias a distintas absorbancias para asi poder
identificar que aminoacido promueve en mayor cantidad la liberacion de células, como

VERAND DE
i
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podemos observar en la figura 7 los resultados fueron muy variados, ya que los dos
primeros dias, la histidina presento mayor absorbancia que los demas aminoacidos en
ambas graficas, pero conforme pasaron los dias la fenilalanina presento una absorbancia
mayor a la de los demas aminoacidos, esto quiere decir que entre mayor absorbancia se
presenta, se liberan mas células.

PROMEDIOS DE ABSORBANCIA

558 NM A 447 NM
Coldgeno == Triptofano Colageno Triptofano
Fenilalanina Histidina Fenilalanina Histidina
0.060
0.040

>\\\ A 0.020 N\\

Dia1l

~ o000

Dia 2 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 10 Dial Dia 2 Dia6 Dia7 Dia8 Dial0

a) b)

Fig. 7 a) Promedios de absorbancia a 558 nm y b) Promedios de absorbancia a 447 nm

C. Ensayos de actividad metabdlica.

La actividad metabdlica esta definida como “la suma de todos los cambios quimicos
que tienen lugar en la célula a fin de proporcionar energia y componentes basicos a
los procesos esenciales de esta, incluso la sintesis de moléculas nuevas y la
descomposicion y eliminacion de otras moléculas.” ®

En la figura 8 se observan las absorbancias de la placa de 24 horas y la de 48 horas
donde podemos decir que la fenilalanina presento absorbancias mas elevadas por lo
que no hay citotoxicidad, por consiguiente, hay mayor actividad y mejora el
metabolismo.
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ACTIVIDAD METABOLICA

= Actividad metabolica en placa de 48 hrs

Actividad metabolica en placa de 24 hrs

250.0 89.4 765 101.5 100

200.0
150.0
100.0
50.0
0.0

Coldgeno Triptofano Fenilalanina Histidina Blanco

Fig. 8 Actividad metabdlica de fibroblastos

D. Proliferacion celular

La proliferacion celular se define como el aumento del nimero de células como
resultado del crecimiento y la multiplicacién celular.”

En esta prueba se trabajaron con fibroblastos, celulas que contribuyen a la formacion
de tejido conectivo, es decir que soporta y conecta otros tejidos, estas celulas se
colocaron en varios medios, tanto con aminoacidos, como con colageno porcinoy PBS
(buffer) para asi poder observar en que medio las celulas proliferaban en mayor
cantidad.

Observando la figura 9 podemos ver que hubo crecimiento celular en todos los
medios, pero en mayor cantidad con histidina y triptofano, esto es debido a que la
hisitidina ayuda al crecimiento y la reparacion de cualquier tipo de tejido y por otro lado
el triptofano es un aminoacido escencial para el crecimiento en los bebés y produccion
de proteinas, musculos, enzimas y neurotransmisores del cuerpo.
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Fig. 9 a) Colageno, b) Fenilalanina, ¢) PBS, d) Histidina y e) Triptéfano

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las matrices poliméricas junto con los marcos organometalicos distribuidos en esta
presentan una gran cantidad de propiedades importantes las cuales pueden ser aplicadas
a distintas areas y proporcionar grandes cambios en bastantes zonas.

En este trabajo se evaluaron las distintas caracterizaciones tanto fisicoquimicas como
biotecnoldgicas de los hidrogeles compuestos con MOF, los cuales nos permitieron ver las
diversas estructuras de cada amino&cido y como cada una de ellas aporta algo distinto.
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Expreso mi agradecimiento al Doctor Jesus Alejandro Claudio Rizo y a la Universidad
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CLASIFICACION DE GALAXIAS
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Resumen — EI objetivo de este proyecto fue trabajar en la clasificacién de galaxias de acuerdo a su
morfologia para con ello llevar a cabo un analisis de la relacién morfologia-densidad. Para ello se usé las
bases de datos VizieR de la Universidad de Strasbourg para obtener la informacion referente a la muestra
de cumulos subluminosos en rayos X (nimero de miembros, masa, radio, entre otras), clasificados como
AXU seglin Popesso et al 2007, y para las imagenes y los datos espectroscopicos, se usé el Sloan Digital
Sky Survey DR13. Posteriormente, de la muestra inicial, se tomaron solamente los 10 cimulos/grupos
con mas miembros, esto para asegurar una muestra estadisticamente significativa. La mitad de las
galaxias miembro de estos cimulos fueron clasificadas a 0jo. Esto permitié el analizar en gréaficas hechas
en R no solo las posiciones, sino también el como estaban distribuidas espacialmente de acuerdo a su
morfologia. El resultado fue que la clasificacidon final concuerda de buena manera con la relacion
morfologia-densidad, la cual nos dice que la proporcién de galaxias espirales ira en aumento conforme
nos alejamos del centro, mientras que con las elipticas y lenticulares sucede todo lo contrario.

Palabras clave — Relacion morfologia-densidad, Rayos X, miembros, cimulos AXU.

Abstract — The goal of this project was to work on the classification of galaxies according to their
morphology and with that carry out an analysis of the morphology-density relation. To achieve the
aforesaid purpose, it was used the VizieR database of the Strasbourg University in order to obtain the
information corresponded to the sample of X ray subluminous clusters (number of members, mass,
radius, etc.), classified as AXU clusters by Popesso et al 2007, and for the images and the spectroscopic
data, it was used the Sloan Digital Sky Survey DR13. Subsequently, from the initial sample, it was taken
only the clusters with the biggest amount of members, so as to make sure a statistically significant sample.
Thanks to that, it was possible in R language to graphically survey not only the positions of the galaxies,
but also how they were spatially distributed with respect to their morphology. The result was that the
final classification fits well enough with the morphology-density relation, which affirms that the further
one is from the center, the greater proportion one has of spiral galaxies, while with the lenticular and
elliptical galaxies it happens completely the opposite.

Keywords — Morphology-density relation, X-rays, members, AXU clusters.

. INTRODUCCION
Existen diversas formas de definir a un conjunto de galaxias como cumulo. Una es por la

masa (> 10"Mg), otra por el nimero de galaxias miembro (> 50 miembros) y la mas
controvertida es por la intensidad en la emision de rayos X, los cuales son emitidos por el
llamado medio intracumular (ICM, por sus siglas en inglés IntraCluster Medium) [1], mismo
gue es un gas extremadamente caliente (del orden de los 100 megakelvin) que se encuentra
en el espacio entre galaxias, dentro de un cumulo.

A dia de hoy existe informacion extensa acerca de los cimulos de galaxias con alta emision
de rayos-X. Sin embargo, no sucede lo mismo con los cumulos AXU, precisamente debido a
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gue una gran parte de la comunidad astrofisica no los considera cumulos, a pesar de llegar a
ser muy masivos [2].

Para resolver este problema, nosotros usaremos la relacién morfologia-densidad [3], que
es una caracteristica distintiva de todos los cimulos conocidos. El objetivo es demostrar que
nuestros conjuntos AXU satisfacen dicha relacion, es decir, que en ellos la proporcion de
galaxias espirales aumenta conforme nos alejamos del centro y viceversa con las galaxias
elipticas y lenticulares. Con esto, se daria evidencia sustanciosa de que los cimulos no
necesariamente deben tener alta emisién de rayos X.

Para conseguirlo, primero crearemos una base de datos de una muestra de galaxias
clasificadas a 0jo, lo cual a su vez nos dara suficiente material para en un futuro entrenar a
una red neuronal, misma que automarizara el proceso de clasificacion. Esto posibilitara el
analisis del resto de galaxias en nuestra poblacién (los camulos AXU estudiados por Popesso
en 2007 [4]), accediendo asi a resultados mas completos y por ende, mas confiables.

Il. MARCO TEORICO

Los cumulos de galaxias son los objetos masivos mas grandes del Universo ligados
gravitacional y que cumplen con el teorema del virial. Dentro de ellos tenemos a los diferentes
tipos de galaxia, que se dividen primeramente en espiral, lenticular y eliptica. [1]

Fig. 1. Imagen de una galaxia espiral [5].  Fig. 2. Imagen de una galaxia eliptica [6].
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Fig. 3. Imagen de una galaxia lenticular [7].

Las espirales tienen como principal caracteristica los brazos alrededor de un nucleo, las
lenticulares tienen un bulbo o foco en el centro mucho mas brillante que su alrededor, mientras
que las elipticas son mas homogéneas que las anteriores y tienen una forma entre eliptica y
circular.

Un punto importante a considerar es que las morfologias reales de las galaxias pueden
ser ligeramente deformadas cuando la imagen llega a la Tierra, a causa de la orientacion de
la galaxia a la linea de visién (puede que los brazos de una espiral no sean visibles por estar
la galaxia “acostada”) y de la distancia a la cual se encuentra (puede que el bulbo sea tan
pequefio en comparacion con el resto de la galaxia lenticular, que cuando llega a nosotros, el
bulbo es casi indetectable).

Por otro lado, las redes neuronales son modelos computacionales que simulan el
comportamiento del cerebro humano, el cual aprende con la experiencia [8]. Su estructura
requiere de 3 tipos de capas — de entrada, oculta, y de salida. La primera recibe la informacion,
ya sea de archivos de input o de sensores electronicos. La capa de salida envia informacién
directamente al mundo exterior, a un procesador secundario, 0 a otros dispositivos como un
sistema de control mecéanico. Entre estas dos capas puede haber muchas capas ocultas, las
cuales se componen de neuronas con conexiones ponderadas, que varian de acuerdo al
proposito de cada problema [9].

Il MATERIALES Y METODOS

El primer objetivo a cumplir fue el entender los conceptos técnicos de nuestro tema, para
lo cual leimos el articulo sobre morfologia de galaxias [10] y otro acerca de cumulos galacticos
[11].

La informacion acerca de los cimulos AXU del articulo del 2007 de Popesso fue obtenida
de la base de datos de VizieR, especificamente los datos del nimero de galaxias miembro,
asi como sus coordenadas RA (right ascension) and DEC (declination). Con esto, pasamos
a hacer uso del Sloan Digital Sky Survey (SDSS), el cual es un estudio astronémico con
enorme reputacién internacional. Dentro del SDSS llegamos a la seccidn Spectroscopic
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Search, en la cual introdujimos los datos obtenidos de Vizier, lo que nos regresé las
coordenadas de las posibles galaxias miembros del cimulo en cuestion.

Después, se descargaron las imagenes de estos posibles miembros de la data release 13
del SDSS a través de un cddigo realizado de propia creacion en la terminal de Shell Linux.

Posteriormente, hicimos un filtro para reconocer a los verdaderos miembros por medio de
un analisis de causticas. Para lo anterior, se construyé un cddigo de Python que pudiera hacer
el proceso de forma automatica y continua.

Ahora tocaba el turno de clasificar las galaxias a ojo, para lo cual trabajamos de forma
aleatoria solo con el 50% de los miembros de cada cumulo. La informacion recaba en este
Gltimo proceso nos sirvid para construir una base de datos, con las cuales se realiz6 un
estudio estadistico para determinar el porcentaje de cada tipo de morfologia.

Esto nos posibilit6 hacer graficas en R que pudieran mostrar las posiciones y la
clasificacion de ese 50% de galaxias.

Con el objetivo de percibir si se cumplia la relacién morfologia-densidad en nuestros
cumulos, diferenciamos mediante colores a los 3 tipos de morfologias en las graficas,
pudiendo asi analizar la distribucién y la proporcion de las galaxias.

V. RESULTADOS

Las gréficas en R compararon las coordenadas de ascension recta (RA) vs la declinacion
(DEC), es decir, nos daban una imagen de las ubicaciones en el cielo de las galaxias
estudiadas, asi como de la clasificacion de cada una.
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Fig. 4. Gréfica del cimulo A1767 Fig. 5. Analisis estadistico de A1767
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DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

El primer punto a discutir es que en todos los cimulos analizados tuvimos un mayor
porcentaje de galaxias lenticulares que elipticas o espirales. En un principio se creia que
podria deberse a una incorrecta clasificacion a ojo de la muestra de 50%. Sin embargo,
sucedié que dos de los tres cumulos cumplen en buena medida con la relacién
morfologia-densidad, por lo que nuestra clasificacion es muy probable que sea correcta,
al menos en un gran porcentaje. Especificamente, tenemos lo siguiente:

a. En el cumulo A1767, ademas de cumplirse la relacion ya mencionada, fue el
cumulo con el menor porcentaje de galaxias espirales y elipticas (ver Fig. 4).
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b. El camulo A168 es el que se podria debatir con méas fuerza si realmente cumple
con la relacién o no, por lo que se tendria que esperar a que la clasificacién sea
del 100% para llegar a una conclusion (ver Fig. 6).

c. Finalmente, para el cimulo A2593 tenemos que es el que cuenta con mayor
cantidad de galaxias espirales y en el que mas faciimente se nota la relacion
morfologia-densidad (ver Fig. 8).

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El hecho de que nuestros resultados ofrezcan argumentos fuertes a favor de que los
cumulos de galaxias no necesariamente deben tener una fuerte emision de rayos X abre
un abanico de opciones para futuros estudios sobre los grupos AXU, que a dia de hoy no
son tan estudiados, y sobre todo, acerca de cuales son las razones de sus diferencias
con los cimulos mas conocidos. Esto podria llevar a descubrimientos acerca del origen
del medio intracumular, el causante de los rayos X que se emiten desde las galaxias.

Particularmente, nuestro siguiente trabajo ird directamente enfocado a la automatizacion
de las clasificaciones mediantes una inteligencia artificial, entrenada por la base de datos
obtenida en el presente proyecto.
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Resumen — Se elaboraron hidrogeles semi-interpenetrados de colageno y goma guar, a algunos de los
cuales se le afiadieron MOF en base a molibdeno y los aminoéacidos histidina, triptéfano y fenilalanina.
Se evaluaron sus propiedades fisicoquimicas y estructurales, asi como su actividad biolégica mediante el
uso de fibroblastos y la germinacion de jitomate. Se habla de los diversos usos de los MOF y los
hidrogeles. Se miden reticulacién e hinchamiento maximo. Se observan los fendmenos de degradacién y
de liberacion de fibroblastos. Se observé la estructura de los geles al microscopio electrénico. Se
obtuvieron lixiviados y se cultivaron fibroblastos en estos, observando su actividad metab6lica a 24 y 48
horas, también se observo proliferacion celular en el microscopio de fluorescencia.

Palabras clave — Hidrogel, MOF, colageno, semi-IPN.

(Ayudan a a identificar los temas o aspectos principales del trabajo y son importantes para su indexacion
en bases bibliograficas. Deben ser de tres a cinco palabras clave, y pueden incluirse frases cortas que
describan tdpicos significativos del documento.)

Abstract — Semi-interpenetrated hydrogels of collagen and guar gum were synthetized, to some of which
MOFs based on molybdenum and the amino acids histidine, tryptophan and phenylalanine were added.
Its physicochemical and structural properties were evaluated, as well as its biological activity using
fibroblasts and tomato germination. The various uses of MOFs and hydrogels are discussed. Crosslinking
and maximum swelling are measured. The phenomena of degradation and release of fibroblasts are
observed. The structure of the gels was observed under an electron microscope. Leachates were obtained
and fibroblasts were cultured in them, observing their metabolic activity at 24 and 48 hours, cell
proliferation was also observed in the fluorescence microscope.

Keywords — Hydrogel, MOF, collagen, semi-IPN.

l. INTRODUCCION

El colageno provee integridad a las estructuras tisulares y las células generalmente
reconocen este, la proteina més abundante en la matriz extracelular de los animales [1] [2].
La estructura fibrilar del coldgeno se caracteriza por modificaciones postraduccionales que
permiten la formacién de entrecruzamientos intermoleculares e interfibrilares. Asi, el colageno
entrecruzado ha sido utilizado para preparar matrices para reparacion e ingenieria tisulares
al incrementar su estabilidad y controlar su degradacion [3]. Por sus caracteristicas,
incluyendo permeabilidad, sus propiedades viscoelasticas, porosidad, biocompatibilidad y
biodegradabilidad, los hidrogeles suelen ser aplicados para reparar y regenerar tejidos
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dafiados, asi como para la liberacion controlada de medicamentos [1] [4]. De manera paralela
a su uso farmacoldgico, se ha propuesto el uso de hidrogeles como método de riego con
ahorro de agua, para la transfeccion de genes, la remediacion de suelos, la optimizacion de
la fotosintesis y la liberacion gradual de agroquimicos y micronutrientes, incluso
aprovechando cambios de pH ocasionados por estrés [5] [6] [7] [8].

Cabe aclarar que un hidrogel se define como una red polimérica altamente entrecruzada
con la capacidad de absorber grandes cantidades de agua y microestructura caracteristica
que permite la difusion vy liberaciébn de componentes exdgenos dentro y fuera de la matriz.
Particularmente, las redes semi-interpenetradas (semi-IPN) consisten en una mezcla de
polimeros en la cual uno de ellos esta entrecruzado en presencia de un polimero lineal, siendo
materiales que pueden ser preparados facilmente a partir del colageno reticulado en
presencia de polimeros hidrofilicos [9]. Se ha utilizado goma guar [10] y derivados de esta
[11] para crear hidrogeles con colageno.

Los MOF (Metal Organic Frameworks), consistentes en iones (0 grupos) metalicos y
ligandos organicos son una nueva clase de materiales cristalinos porosos con un area
superficial extremadamente grande, porosidad bien definida y ajustable, diversas estructuras
cristalinas, controlabilidad composicional, funcionalizacion versétil y la capacidad de
acomodar catalizadores a nanoescala. Sus usos incluyen la separacion de gases,
almacenamiento de energia electroquimica, adsorcién de gases, catalisis, tratamiento de
aguas, produccion de combustibles solares, liberacién controlada de medicamentos, como
biosensores y su actividad antibiética, entre otros [10] [12]. La biocompatibilidad de los MOF
depende de su composicion quimica. Aqui se garantiza al usar el metal traza Mo, y
aminoacidos, moléculas endogenas del organismo [13].

En este trabajo, se elaboraron geles en base a colageno, goma guar y diversos MOF, a la
vez que se analizaron sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales, y se realizaron
pruebas relevantes para su aplicacion, haciendo énfasis en las areas médica y agricola. Se
plantea que la adicion de MOF incrementara el entrecruzamiento y la porosidad de los geles,
esto ultimo incrementando su actividad bioldgica.

ll. MATERIALES Y METODOS

Para elaborar los geles de matriz colageno con goma guar (colGG) semi-IPN y MOF
disperso, se afadieron 10 mg del MOF correspondiente (molibdeno con triptéfano (MoTrip),
fenilalanina (MoFen) e histidina (MoHis)) a 3 mL de agua y se vorterizd, afadiendo
inmediatamente 8 mL de coldgeno previamente purificado, vorterizando nuevamente. Se
afiade 1 mL de esta mezcla por pocillo a una placa de 24 pozos. Se afadieron 30 uL de HDI,
150 pL de solucién de goma guar, se mezcld, se agregaron 200 uL de PBS 10x, se cubri6
con Parafilm y se incubd por al menos 4 horas, pero menos de 24.

Para medir la reticulacion, se utiliz6 el método de la ninhidrina, descrito en [14] y la
ecuacion (1).

R =[A/Aq] *x 100% (1)
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Donde:

R = Reticulacion (%)

A = Absorbancia de la muestra a 567 nm
Ao = Absorbancia del blanco a 567 nm

Se pes6 un grupo de hidrogeles elaborados con cada MOF, méas un grupo control de
ColGG, recién elaborados y después de un secado de 48 horas, con la finalidad de encontrar
el porcentaje de hinchamiento maximo. Esto se hizo mediante la ecuacién (2):

my —m

H=| | 1009 @

m

Donde:

H = Hinchamiento méximo (%)
Mo = Masa inicial (gr)

M = Masa seca (gr)

Geles con 48 horas de secado fueron llevados al microscopio electrénico, para su analisis
y se utilizaron las pruebas de viabilidad y proliferacion celulares descritas en [10]. A su vez,
se evalué el proceso de degradacién de los hidrogeles en dos medios, uno neutro (pH=7) de
PBS 1x y otro con pH=5.5, simulando la piel. Para esto, se sumergieron 3 geles de cada tipo
en 30 mL de medio, pesando los geles durante 15 dias, observandose la variacion de masa.

Por otro lado, se prepararon 3 geles de cada tipo, mas 3 con matriz de coladgeno-almidén
(sustituyendo la goma guar con almidén), insertando en cada gel 2 semillas de jitomate e
incubando solamente 3 horas, antes de colocar en solucion nutritiva y dejar para germinar.
De manera similar, se afiadi6 100 uL de cultivo de fibroblastos a 3 geles de cada tipo,
comparando con 3 blancos. Tras incubar 3 horas, se colocaron 3 geles en 30 ml de PBS 1x
y se incubaron por 10 dias, leyendo 3 repeticiones de 200 uL a 558 y 447 nm cada dia.

lIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Se determiné el porcentaje de reticulaciéon de los geles mediante su Ass7, mostrandose los
resultados de esta prueba en la tabla 1. Se observé una mayor reticulacién en todos los geles
en gque se us6 MOF, particularmente en el ColGG-MoTrip, que tuvo una reticulacion total. Por
otro lado, los resultados de hinchamiento se expresan en la tabla 2. Se observa que los
hidrogeles son capaces de almacenar hasta 3660 veces su peso en agua, lo que es util si se
piensa usarlos para irrigacion. Asimismo, se estudio la estructura de los geles secos mediante
microscopia electronica, observandose una mayor porosidad en todos los geles elaborados
con MOF. Las imagenes obtenidas se aprecian en la figura 1.

En cuanto a la degradacion de los geles, los ColGG y ColGG-MoTrip a un pH=7 se habian
degradado completamente tras 13 dias, mientras que al dia 14 se habia degradado también
el ColGG-MoHis a pH=7 y al dia 15 el ColGG-MoFen a pH=7. Salvo el ColGG-MoHis a pH=5,
que conservo 40.78% de su peso original, todos los geles conservaron menos del 5% de su

N
<
.
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peso original al final de la medicion. La variacion de peso a lo largo de los dias se muestra en
la figura 2. Los resultados coinciden con lo reportado previamente en [10], donde se menciona
gue los geles se degradan completamente tras 14 dias. El que los geles se degraden implica
gue estos no seran contaminantes.

La viabilidad celular se determind a 24 y 48 horas mediante la prueba de MTT,
obteniéndose los resultados de la tabla 3. Conforme al criterio establecido en [10], un 60% de
viabilidad celular es el minimo para considerar el material como no-citotoxico. Todos los geles
superaron este umbral, conservando la viabilidad de los fibroblastos. Con respecto a la
liberacion, se observaron las absorbancias a 558 y 447 nm de la muestra durante varios dias,
mostrandose los resultados en la figura 3.

En la figura 4 se muestra un gel con semillas. Se espera que el hidrogel contribuya al
desarrollo de estas, pues ya se ha comprobado el potencial de MOF ricos en N y P como
fertilizantes [15]. A su vez, los aminoé&cidos tienen diversos beneficios para la planta, ademas
de permitir la sintesis de proteinas. Especificamente, los usados intervienen en el
metabolismo alcaloide y protegen a la planta contra plagas y estrés, teniendo el triptéfano la
funcién adicional de ser precursor de auxinas y fitoalexinas, y la fenilalanina interviniendo en
la produccion de acido salicilico y la prevencion de enfermedades y estrés [16].

Finalmente, se obtuvieron lixiviados de los diversos geles y se cultivaron fibroblastos en
estos, asi como en un control de PBS. La proliferacion celular se observo en el microscopio
de epifluorescencia, identificandose poblaciones celulares. En todos los geles se observé una
proliferacibn mayor al control, y en algunos se llega a observar la formacion de fibras,
particularmente en el colGG y en el colGG-MoTrip, que es donde se desarrollaron mejor los
fibroblastos. Cabe mencionar que este resulté de los mas porosos en la microscopia
electrénica, lo que nos ayuda a establecer una relacion entre porosidad y actividad bioldgica.
Las fluoromicroscopias se observan en la figura 5.

Tabla 1. Reticulacién

Assz promedio Reticulacion (%)
Blanco 0.189 N/A
ColGG 0.161 85.19
ColGG-MoTrip 0.201 100.00
ColGG-MoHis 0.167 88.36
ColGG-MoFen 0.173 91.71
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Tabla 2. Hinchamiento maximo

Peso original (gr) Peso seco (gr) Hinchamiento
maximo (%)
ColGG 1.746 0.063 2671.43
ColGG-MoTrip 2.258 0.060 3663.33
ColGG-MoHis 1.104 0.056 1871.43
ColGG-MoFen 2.258 0.060 3663.33

Tabla 3. Actividad metabdlica de fibroblastos.

24 horas 48 horas

ColGG 69.53% 100%
ColGG-MoTrip 96.77% 83.39%
ColGG-MoHis 71.95% 81.43%
ColGG-MoFen 81.33% 87.30%

Figura 1. Micrografias de geles. a) ColGG, b) ColGG-MoTrip, ¢) ColGG-MoHis y d) ColGG-MoFen.
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Figura 3. Liberacion, absorbancia a 447 y 558 nm.

.
-

Figura 4. Semillas de jitomate embebidas en gel para germinacion.

Figura 5. Proliferacién celular de fibroblastos en a) PBS vy lixiviados de b) ColGG, c) colGG-MoFen,
d) colGG-MoHis y e) colGG-MoTrip

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los hidrogeles obtenidos tienen caracteristicas satisfactorias. El gel colGG-MoTrip es el
mas prometedor, pues tiene reticulacion total, el mayor hinchamiento maximo (junto al colGG-
MoFel) y la mayor actividad metabdlica, manteniendo la mayor viabilidad celular y una
proliferacién excelente.

V. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

Expreso mi agradecimiento a la UAA por el apoyo econdmico otorgado y a la UAdeC por
acogerme en sus instalaciones para esta estancia.
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Carretera Torredn-Matamoros KM 7,5, Cd Carretera Irapuato-Silao km 12.5 Col. El Copal

Universitaria, Torreén Coah. C.P. 36821 Irapuato, Gto.
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Resumen — La astaxantina es un potente antioxidante natural, de la familia de los carotenoides, que
protege frente a la oxidacion, un proceso involucrado con el envejecimiento y en el desarrollo de diversas
enfermedades. La astaxantina es producida Haematococcus pluvialis. Las poliaminas son moléculas
alifaticas nitrogenadas de bajo peso molecular con grupos amino; la importancia de estas moléculas reside
en que se relacionan con numerosos procesos celulares, por lo que se hipotetizé que la utilizacion de las
poliaminas estimularia el crecimiento de H. pluvialis biosintesis de astaxantina. El presente trabajo se
centré en el crecimiento y la produccién de astaxantina asi como la importancia de la incorporacién de
diversas poliaminas por sus caracteristicas bioquimicas en procesos celulares de crecimiento, desarrollo
y en la respuesta a condiciones de estrés.

Palabras clave — antioxidante, pigmento, carotenoide, putrescina, espermidina.

Abstract —Astaxanthin is a powerful natural antioxidant, from the carotenoid family, which protects
against oxidation, a process involved in aging and in the development of various diseases. Astaxanthin
is produced by Haematococcus pluvialis. Polyamines are low molecular weight nitrogenous aliphatic
molecules with amino groups; The importance of these molecules lies in the fact that they are related to
numerous cellular processes, for which it was hypothesized that the use of polyamines would stimulate
the growth of H. pluvialis biosynthesis of astaxanthin. The present work focused on the growth and
production of astaxanthin as well as the importance of the incorporation of various polyamines due to
their biochemical characteristics in cellular processes of growth, development and in the response to
stress conditions.
Keywords — antioxidant, pigment, carotenoid, putrescina, spermidine

I. INTRODUCCION

Haematococcus pluvialis es bien conocida por su alto contenido en Astaxantina que
presentan sus quistes de resistencia. La Astaxantina es segregada como una manera de
proteger el fotosistema cuando la célula percibe que las condiciones no son favorables y
desencadena la respuesta de enquistamiento. La Astaxantina protege del dafio oxidativo que
pudiera ocasionarle al fotosistema una radiacién de alta energia como la radiacion UV.
Algunos ejemplos de condiciones desfavorables son la radiacion de alta energia, aumento de
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la salinidad, aumento del dafio oxidativo al fotosistema, baja disponibilidad de nutrientes o
desecacion (1).

Hasta ahora no se ha reportado el efecto de las poliaminas sobre el crecimiento y sintesis de
astaxantina en H. pluvialis. Se ha encontrado que las poliaminas modulan la conformacion
cuadruplex en la regiéon promotora y afectan la expresion de genes como c-myc, c-fos, p21y
p53 (12, 13). En este trabajo se aplicaron putrescina y espermidina exdégena a cultivos en
fase verde de H. pluvialis, se midi6é crecimiento, sintesis de clorofila y producciéon de
astaxantina. Adicionalmente se disefaron oligonucle6tidos en dos genes involucrados en la
sintesis de astaxantina para posteriores andlisis de qRT-PCR y asi analizar si las poliaminas
afectan su expresion.

Il. MATERIALES Y METODOS
Obtencion de la cepa de estudio y condiciones de cultivo

La microalga Haematococcus pluvialis (CIB68); fue obtenida de la coleccion de microalgas
de CIBNOR. La cepa en su forma microzoide y palmeloide, fue crecida Medio Basal Bold
(BMM) (2) y poliaminas (Putrescinaa 0.1 Mmy 0.5 Mm, Spermidina a 0.1 Mm), con la finalidad
de conseguir su reproduccion y la posterior produccion de astaxantina. El proceso para
obtener las mejores condiciones de cultivo de H. pluvialis inicio con la evaluacién de la
intensidad de luz para el crecimiento con tres repeticiones por cada tratamiento de cultivo a
2000 luxes que equivalen a 32.07umol-m-2 -s-1. Los cultivos se realizaron en tubos de
Ensaye con capacidad de 30 mL, con 1.6 mL de medio BBM y con un inéculo de 0.4mL de
1.5X10* cel mL~!. Estos se mantuvieron en una cadmara que fue montada con cartén vy tiras
de luz SMD LED Flexible Strips, con un periodo de luz de 24hrs.

Preparacion de Ensayo 1 de Putrescina a 0.1 mM, Putrescina a 0.5 mM y Spermidina a 0.1
mM: Se preparo apartir de un stock de Putrescina de 250 mM, se esterilizo el stock por medio
de un filtro de jeringa Acrodisc Premium 25 mm Syringe Filter. En 3 tubos de ensaye de 30
mL, se le agrego 1.6 mL de BBM y 0.4 mL de inoculo de 1.5X10* cel mL™! siendo estos
nuestros controles. Posteriormente en 3 tubos de ensaye de 30 mL se agregaron 1,6 mL de
BBM con putrescina a 0.1 mM y 0.4 mL de inoculo a 1.5X10* cel mL™! siendo estas nuestras
replicas con tratamiento.

Cuantificacién de crecimiento celular y cuantificacion de clorofila.

El crecimiento celular de los ensayos y controles se midié cada tercer dia con el uso de una
camara de Neubauer. Se llevo a cabo la cuantificacion de Clorofila de acuerdo con lo
establecido por Arredondo y Voltolina (3), se tomé una alicuota de 500 uL de controles y
ensayos y se pasaron a tubos Falcon de 15 mL para después aforarlos a 5 mL. Se centrifugo
la muestra a 5000 rpm por 10 min. Se decant6 y se cubrié con papel aluminio para evitar
fotoxidacion. Se afladié 3 mL de acetona al 90% y se agité en vortex por 30 segundos para
permitir la extraccion de pigmentos. Se sénico en bafio de hielo dos ciclos durante 5 min y
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se dejo reposar la muestra 24 hrs a 4° C. Se so6nico en las mismas condiciones y se centrifugo
a 5000 rpm por 10 min. De la muestra tomamos el sobrenadante que contenia el extracto de
pigmentos para leer en un espectrofotometro calibrado con acetona al 90% con celdilla de
cuarzo a unas longitudes de 664 y 647.

Induccidn y extraccion de la astaxantina.

Induccién de la sintesis de astaxantina. Para con los bioensayos para la induccién a la
caratenogenesis en H. pluvialis; se utilizé la induccién con altas intensidades de luz y
limitacion de nutrientes segun lo establecido por Nava (4) en 6 tubos de ensaye de 30 mL con
una intensidad de 10000 luxes equivalente a 160.37 pmol-m-2 -s-1, utilizando SMD LED
Flexible Strips. La luz led fue colocada alrededor de una camara de carton montada
permitiendo de esta manera que la luz pudiera llegar a cada uno de los tubos de ensaye. El
ensayo se extendié por 4 dias.

Cualificacion de la astaxantina. El método utilizado segun lo establecido por Nava (5), en
donde se tomé 3 mL de los cultivos y se conté en camara de Neubauer para tener el nimero
de células presentes en cada cultivo. Se centrifugd a 9000 rpm por 15 min a 10 °C, para
formar una pastilla celular, se decanté el sobrenadante y se agreg6é 1 mL de agua destilada
estéril para su sonicacion a 2 revoluciones por 90 segundos. Se centrifug6 las muestras
nuevamente en las mismas condiciones, se decantd y se agregd 1 Ml de agua destilada
estéril.

Se llevé a cabo el rompimiento celular por medio de congelacién con nitrégeno liquido,
posteriormente descongelaron en bafio de agua, este procedimiento se repitid 3 veces. Se
agrego 1 mL de metanol grado HPLC en cada muestra y se dej6 reposar por 24 hrs a 4°C.
Se descongeld las muestras y se tomd una muestra de cada una para su determinacion
cualitativa a 475 nm en UV-Vis.

Disefio de oligonucleétidos para ensayo de gRT-PCR.
Para el disefio de oligonucleétidos para gRT-PCR se utilizé la pagina de NCBI utilizando uno

de los genes involucrados en la sintesis de astaxantina de interés de H. pluvialis siendo este:
AF305430 y como control 18s.
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- RESULTADOS

Morfologia de H. pluvialis y efecto de la putrescina y la espermidina sobre el crecimiento de H.
pluvialis.

Imagen 1- Ciclo de vida de H. pluvialis en tratamiento de putrescina 0,1 mM cuando se trasplantan
cultivos viejos en medio fresco, las células se dividen para formar células flageladas dentro de la pared
celular madre. germinacion, las células flageladas se asientan y se convierten en células nuevas.

Se encontraron diferencias no significativas entre el control y el tratamiento con 0.1mM de
putrescina, celular, aunque se puede notar que el tratamiento va por debajo del crecimiento
del control y en los dias 18 y 21 ya hay una gran caida por parte del tratamiento, lo que nos
indica que el cultivo entré en fase de muerte (Grafica 1y 2).

Tratamiento 0.1 mM putrescina Tratamiento 0.5 putrescina
100000 200000
£ 50000 *M E 100000 E i
8 0 @ 0
0 5 10 15 20 25 -100000 0 5 10 15
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
@— Tiempo (dias) Ctrl —@—Tiempo (dias) 0.1 Mm Put —@— Tiempo (dias) Ctrl —@—Tiempo (dias) 0.5 Mm Put

Tratamiento 0.1 espermidina

200000
-
§ 0 ._g#é
(V)
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-200000
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—@— Tiempo (dias) Ctrl —@—Tiempo (dias) 0.1 Mm Spd

Grafica 1, 2 y 3- Crecimiento de la microalga H. pluvialis en medio BBM con 0.1 mM y 0.5 mM de putrescina
(cel'mL-1), y 0.1 mM de espermidina con intensidad de luz de 32.07 pymolss-tsm-2- Las barras verticales indican el
error estandar.

Durante el ensayo del tratamiento de 0.5 mM de putrescina, el crecimiento celular estuvo muy
por debajo del tratamiento anterior, lo que dice que la microalga tardé en adaptarse al medio
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y al dia 6 comenzo6 su fase exponencial de manera que duro asi hasta el dia 9 y quedo en

fase estacionaria. Bajo estas condiciones no se apreciaron diferencias significativas (Figura
2)

En el grafico 3 se observa que no hay diferencias significativas del control comparativamente con el
tratamiento con espermidina 0.1 mM.

i. Efecto de la putrescinay la espermidina sobre la produccion de clorofila.

0.1 mM putrescina 0.5 mM putrescina
0.2 1
%n 0.1 I %o 0.5
N I . o 1
0 O —
Ca Cb Ca Cb
W Ctrl 0.1 mM Put | Ctrl 0.5 mM Put

0.1 mM espermidina

ug/ml
o - N
H

Ca Cb
Titulo del eje

B Ctrl 0.1 mM Spd

Gréafica 4- Datos del tratamiento 0.1 mM putrescina mediante férmulas para la obtencién de Ca y Cb,
obtenidos al medir Absorbancia 664 y 647 en espectrofotometro.

Grafica 5- Datos del tratamiento 0.5 mM putrescina mediante férmulas para la obtencién de Ca y Cb,
obtenidos al medir Absorbancia 664 y 647 en espectrofotometro.

Grafica 6- Datos del tratamiento 0.1 mM espermidina mediante férmulas para la obtencion de Ca y Cb,
obtenidos al medir Absorbancia 664 y 647 en espectrofotometro.

Efecto de la putrescinay la espermidina sobre la produccién de astaxantina.

Los pigmentos pueden absorber la luz especificamente en la region ultravioleta (UV) y el espectro
visible, el resto se transmite o refleja. Por la estructura quimica de la astaxantina y la presencia de
enlaces conjugados se puede identificar y cuantificar con las técnicas espectrofotométrica. Este
carotenoide absorbe entre 250 y 550 nm, presentando un pico maximo en 476 nm (6).

.
A
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Grafica 7.- Datos de tratamientos leidos en UV/Visible

Tratamiento 0.5 mM putrescina

Tratamiento 0.1 mM
Tratamiento 0.1 mM
S

En la grafica 7 Se pueden observan 3 picos (derecha — izquierda) clorofila, astaxantina y
carotenoides desconocidos. En el tratamiento 0.5 mM Putrescina se presenta el mayor pico
de astaxantina en comparacién de los otros tratamientos y el tratamiento que presento el
menor pico de astaxantina fue el 0.1 mM Spermidina.

Disefio y seleccion de oligonucleotidos para qRT-PCR y tamafio de bandas esperada.

Para el disefio de los oligos para el gen Haematococcus pluvialis phytoene synthase mRNA,
partial cds y como control el gen que codifica la region ribosomal 18s se copié en formato
FASTA la cadena del gen.

En NCBI primer designing tool se pegd el formato FASTA del gen de interés y solamente se
modificd los parametros de desnaturalizacion de los oligonucleétidos.

La pagina arrojo los resultados de los posibles oligonucleétidos y se eligié los mejores pares
de oligonucleétidos dependiendo de los parametros de: tiempo de desnaturalizacion del

Primer pair 1
Sequence (5->3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self ity Self 3 tarity
Forward primer GAGCTAATACGTGCGTATATCCCGA Plus 25 7 Eal 6215 4800 8.00 3.00

llustracién 5 Control

llustracién 6 Gen de interés

oligonucledtido, porcentaje G y C y self complementary.

Las secuencias de los primers seleccionadas para el gen control 18s son:

FORWARD: GAGCTAATACGCGTATATCCCGA

REVERSE: AAGCCCGGCTGGCCTTTTAT

Las secuencias de los primeres seleccionados para amplificar el gen Haematococcus pluvialis
phytoene synthase mRNA, partial cds son:

FORWARD: GGATTTGCATAAGATCGAT
REVERSE: AAGCCCGGCTGGCCTTTTAT
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VI. ANALISIS DE RESULTADOS

Durante el ciclo de vida de H.pluvialis se presentaron diferentes morfologias (Imagen 1), se
observaron las fases de morfologia que son microsoide (0 dias), macrosoide (9 dias),
palmeloide (18 dias) y aplanoespora (21 dias). De acuerdo a las graficas 1, 2 y 3, la
putrescina 0.1 y 0.5 mM, asi como la espermidina 0.1 mM no estimularon el crecimiento de la
fase verde, resultados contrarios a lo encontrado por Gonzalez Ibarra, (2021) quien observé
gue la poliamina putrescina estimul6 el crecimiento en la microalga, lo cual podria explicarse
por el volumen de trabajo que manejaron y las condiciones ambientales que fueron distintas
a las de este estudio A nivel fisiol6gico, la adicion de poliaminas exdgenas estimula el
crecimiento de varias microalgas. Participan en la estabilidad de los cloroplastos, facilitan el
transporte de CO,, ayudan a la eficiencia de la fotosintesis durante condiciones de estrés por
sequia, salino e hipoxia. Se ha asociado el consumo de putrescina con la sintesis de clorofila
(7). Para la clorofila, en los datos obtenidos en las gréaficas 4-6 se puede apreciar la diferencia
entre cada tratamiento, dando por visto que el tratamiento 0.1 mM espermidina obtuvo una
mayor concentracion de Clorofila A, y el tratamiento 0.5 mM putrescina tiene mayor
concentracion de Clorofila B. En los datos obtenidos en la prueba del efecto de los
tratamientos en la produccion de astaxantina mostraron que el tratamiento 0.5 mM putrescina
tuvo la mayor presencia de astaxantina, comparado con su control, mientras que 0.1 mM
espermidina presenta el el menor pico de presencia comparativamente con el tratamiento
control. Esto indica que la putrescina podria estar estimulando la sintesis de astaxantina,
mientras que la espermidina reprime la produccion.

VIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La adicibn de poliaminas no estimulo el crecimiento bajo nuestras condiciones
experimentales, la putrescina exdgena a una concentracion de 0.5 mM estimulo la produccion
de astaxantina de H.pluvialis. Se requieren hacer mas ensayos para determinar la funcion de
las poliaminas en H. pluvialis.

VIIl. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)
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ENCAPSULAMIENTO Y DETERMINACION DE LA
BIODISPONIBILIDAD DE LOS PRINCIPALES FITOQUIMICOS DEL
SUBPRODUCTO DE BETABEL
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Resumen — En este trabajo se evalud el rendimiento de encapsulacion de compuestos bioactivos
presentes en el subproducto liofilizado de betabel (Beta vulgaris) haciendo uso de la técnica de
gelificacion ionica para su conservacion y aplicacion en beneficio a la salud humana; esto con la finalidad
de ofrecer una alternativa de uso al residuo generado a partir de la elaboracion del jugo de betabel
(bagazo).

Palabras clave — Betabel, Compuestos Bioactivos, Gelificacion I6nica.
Abstract — In this work, the encapsulation performance of bioactive compounds present in the freeze-
dried by-product of beet (beta vulgaris) was evaluated using the ionic gelation technique for its

conservation and application for the benefit of human health; this with the purpose of offering an
alternative use for the waste generated from the production of beet juice (bagasse).

Keywords — Beet, Bioactive Compounds, lonic Gelation.

|. INTRODUCCION

El betabel (beta vulgaris) también conocido como remolacha, es un tubérculo utilizado en
la industria alimentaria como aditivo o colorante en diversos productos, siendo este también
un alimento consumido tradicionalmente en la dieta cotidiana, ya que este es rico en
compuestos bioactivos (Flores et al., 2020) los cuales aportan multiples beneficios a la salud
humana; considerandolo una mina de oro en antioxidantes.

Su consumo se presenta principalmente en ensaladas y jugos y este puede ser crudo o
cocido. Al ser consumido en jugos, el subproducto resultante es descartado y con ello la
mayoria de estos compuestos, también denominados fitoquimicos; dentro de los cuales
podemos encontrar betalainas, polifenoles, nitratos y flavonoides, ademéas de minerales de
suma importancia como el fésforo, hierro, calcio y vitamina C (Ayala, 2019).

Las betalainas son pigmentos nitrogenados hidrosolubles responsables de brindar la
coloracion caracteristica al betabel, y las cuales podemos clasificar en dos grupos:
betacianinas, que brindan coloraciones rojo-violeta y las betaxantinas, que por su parte
proporcionan tonalidades amarillo-naranja (Gandia et al., 2010); tienen actividad antioxidante
y son sustancias relacionadas con la prevencion del desarrollo de distintos tipos de cancer,
ademas de enfermedades cerebrovasculares y cardiovasculares (Martinez et al., 2008;
Azeredo, 2009); sin embargo, son inestables a la luz, el pH, el aire y la temperatura (Flores,
2020). Por lo que para evitar su degradacién el encapsulado es una alternativa tecnolégica
que puede preservar las concentraciones y funciones de los compuestos bioactivos del
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subproducto de betabel, ademas de permitir la liberacion especifica de una manera progresiva
y controlada ante ciertas condiciones.

La técnica denominada “gelificacion idGnica mediante goteo” consiste en la inmersién de gotas
de un polisacérido y un ion de carga opuesta como lo es el Ca?, obteniendo asi que el
compuesto de interés quede recubierto por una membrana semisélida de alginato calcico el
cual es insoluble pero permeable (Rodriguez et al., 2003). El objetivo de este estudio fue
encapsular el subproducto liofilizado de betabel y determinar la biodisponibilidad de sus
principales fitoquimicos.

ll. MATERIALES Y METODOS
El encapsulado del subproducto de betabel liofilizado se llevé a cabo en tres etapas:

1-. Preparacion de soluciones

a. Agente sellante. Se prepar6 una solucién de lactato de calcio al 2% ajustando el pH a
7 con HCI (Fig.1).

b. Agente encapsulante. Se preparé alginato de sodio al 1%, la cual se mezcla con el
1% del subproducto momentos antes de comenzar a encapsular (Fig. 2).

Fig. 2-. Solucidn de alginato de sodio 1%

Fig. 1-. Solucién de lactato de calcio 2%
d ° mezclado con el subproducto de betabel.

2-. Encapsulado. La solucién de alginato de sodio es calentada a una temperatura de 60°C
con agitacion controlada para mantenerla fluida. Se usé de una jeringa estéril BD plastipak
con una ajuga 21G x 32mm y una capacidad de 3mL para dejar caer y suspender gota por
gota la mezcla de alginato de sodio y subproducto de betabel en la solucion de lactato de
calcio a temperatura ambiente; por un lapso de 1min. Se dejan en suspension por 30
segundos manteniendo la agitacion constante (Fig. 3). Pasado el tiempo se retiraron las
perlas de la solucion y fueron filtradas en un embudo Biichner al vacio, para posteriormente
ser secadas.

Para estimar el rendimiento de subproducto encapsulado se tomé lectura de la solucion
remanente de lactato de calcio en un espectrofotometro UV-VIS Thermo Spectronic Genesys
20 a una longitud de onda de 490nm para betaxantinas y 538nm para betacianinas (Fig.4).
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3-. Secadolliofilizado de las perlas

Fig. 3-. Perlas inmersas en la Fig. 4-. Celdas desechables con la solucion de lactato de
solucién de lactato de calcio 2% calcio 2% después de encapsular

a. Deshidratado por aire forzado: Las perlas fueron esparcidas uniformemente sobre hojas
de silicona antiadherente en las charolas del deshidratador por aire forzado y secadas a una
temperatura de 32°C por 1 hora (Fig.5).

b. Liofilizado: Las perlas fueron divididas y esparcidas en tamices para ser secadas por
liofilizacion a 1 atm de presién y -5.5 °C (Fig.6).

- nm

//'y///;é///

Figura 5. Perlas secadas en aire forzado Figura 6. Perlas secadas en liofilizadora

4.Extraccion y cuantificacion de betalainas totales. Una muestra de 1 g de perlas
deshidratadas y una muestra de 0.01 g de perlas liofilizadas se colocaron en tubos y se les
agregaron 5 mL de agua destilada a cada uno, ajustando el pH=7 con HCI; se agitaron usando
un vortex durante 2 min, dejandose reposar 5 min y se volvieron a agitar en vortex durante 3
min.
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Los tubos conteniendo las perlas en agua se centrifugaron 15min a 4000 rpm y se tomaron
2.5 mL del sobrenadante midiendo su absorbancia en un espectrofotémetro UV-VIS a 490nm
y 538nm. Este proceso se repitié haciendo la extraccion en agua a pH=3. Para el célculo de
contenido de betalainas totales, se realiza segun lo descrito por Castellanos-Santiago y Yahia
(2008) haciendo uso de las lecturas obtenidas en el UV-VIS.

. RESULTADOS

Para llegar a un método estandarizado de encapsulado del subproducto de betabel, se
hicieron pruebas del proceso de gelificacion ibnica mediante goteo con distintas variantes
(Cuadro 1), esto con la finalidad de obtener un mejor rendimiento de encapsulacion y
preservar de mejor manera los compuestos de interés siendo la variante 5 el método
seleccionado. En todos los diferentes tratamientos se usé 1% de subproducto de betabel
liofilizado en relacién al peso de la solucién de alginato de calcio.

Dentro de los métodos de secado usados para preservar el subproducto encapsulado en
las perlas de alginato y conservar los compuestos bioactivos y la vida de anaquel, la
lioflilizacion como se esperaba conservé mejor a las betalainas, y las perlas obtenidas y
secadas por este método tuvieron un mayor peso (Cuadro 2).

Con la finalidad de conocer como es que se llevaria a cabo la liberacion controlada de
betalainas estas son diluidas en agua destilada a un pH de 3 para simular el pH del estémago
(tabla 3) y un pH de 7 simulando las condiciones de la boca y el intestino (tabla 4) y se lleva
a cabo el céalculo con método previamente mencionado notandose una cantidad mayor de
betalainas totales en las perlas liofilizadas

IV. CONCLUSIONES

La mezcla de alginato, lactato y subproducto de betabel con mejor accién encapsulante fue
el tratamiento 5, que al ser secado por liofilizado permitié conservar una mayor concentracion
de betalainas independientemente del pH en el que se trabaje la liberacion de estos
compuestos bioactivos. Sin embargo, las cantidades liberadas son bajas y aun no hay
estudios que indiquen si estas podran traer un beneficio notorio a la salud humana
desconociendo de igual manera si habrd algin cambio al aumentar la cantidad de
subproducto agregado.

-
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Cuadro 1. Diversos tratamientos usados para lograr la maxima encapsulacion de
subproducto de betabel.

Lote Alginato Subproducto Aceite Sellador Tiempo en Abs lactato  Abs lactato
de betabel la solucion residual a residual a
490nm 538nm
1 Solucién al 2% SPB 1% Mezclado con CaCl, 2% pH no N/A N/A N/A
el subproducto controlado
de betabel
2 Solucién al 1% SPB 1% No CaCI2 2% pH=7 36min 0.043 A 0.864 A
proceso
30min
reposo
3 Solucion al 1% SPB 1% No CaCl, 2% pH=7 10min 0.085 A 0.106 A
SPB 1% 20min 0.106 A 0.130 A
4 Solucion al 1% SPB 1% No Lactato de calcio 2% 10min 0.087 A 0.111 A
SPB 1% pH=7 20min 0.088 A 0.111 A
SPB 1% 30min 0.098 A 0.124 A
5 Solucion al 1% SPB 1% No Lactato de calcio 2% 1min proceso 0.054 A 0.067 A
pH=7 30 s reposo
6 Solucién al 1% SPB 1% Si Solucion lactato de 1min proceso N/A N/A
calcio 2% pH=7y 30s reposo
aceite vegetal (1:1)
7 Solucién al 1% SPB 1% Si Solucién lactato de 1min proceso 0.080 A 0.091 A
calcio 2% pH=7y 30s reposo

aceite vegetal (10:1)

Cuadro 2. Peso final de las perlas deshidratadas encapsulando al subproducto de betabel

Método Peso Peso Humedad Sélidos
inicial final (g) contenida totales

9) (%) (%)
Deshidratado 91 1.8669 97.95% 2.35%
Liofilizado 91 2.8653 96.85% 3.15%

Cuadro 3. Efecto del método de secado y pH en la concentracion final de betalainas en las perlas con

Método de pH Betacianinas Betaxantinas Betalainas
secado (mg/qg) (mg/qg) totales (mg/g)

Aire forzado 3 0.0092 0.0052 0.0144
Liofilizado 3 0.2016 0.1122 0.3139

Aire forzado 7 0.0077 0.0063 0.0141
Liofilizado 7 0.2016 0.1122 0.3139

subproducto de betabel encapsulado.

[ll. RECONOCIMIENTOS

Expreso mi agradecimiento a la Universidad Auténoma de Querétaro y al CONACYT por
las facilidades y el apoyo otorgado para la realizacion de la estancia de verano.
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Resumen — El comportamiento sexual desencadena respuestas neuroendocrinas que conllevan a
cambios plasticos en el cerebro en diferentes especies. Cuando la rata hembra controla el ritmo de
interacciones sexuales, los cambios plésticos y conductuales en el apareamiento se presentan en mayor
medida que cuando la copula no se regula. En este estudio se busca evaluar los efectos producidos por la
copula regulada y el ejercicio en la neurogénesis. Las ratas fueron sometidas a resonancia magnética para
evaluar los cambios neuroplasticos y se evalud su actividad fisica en rueda de ejercicio. EIl grupo de
ejercicio-pacing presenté mayor actividad fisica el dia de cépula en comparacién del grupo de ejercicio.
Los resultados indican que la copula aumenta la cantidad de ejercicio en la rata.

Palabras clave — Pacing, conducta sexual, neurogénesis, resonancia magnética.

Abstract — Sexual behavior triggers neuroendocrine responses that lead to plastic changes in the brain
in different species. When the female rat controls the rhythm of sexual interactions, plastic and
behavioral changes in mating occur to a greater extent than when copulation is not regulated. In this
study, we aimed to evaluate the effects produced by regulated copulation and exercise on neurogenesis.
Rats were submitted to magnetic resonance imaging to evaluate neuroplastic changes and their physical
activity was evaluated in an exercise wheel. The exercise-pacing group presented greater physical
activity on the day of copulation compared to the exercise group. The results indicate that copulation
increases the amount of exercise in the rat.

Keywords — Pacing, sexual behavior, neurogenesis, magnetic resonance.
l. INTRODUCCION

La conducta sexual ha sido estudiada en varias especies, uno de los propoésitos es
favorecer a incrementar eficiencia reproductiva de los animales identificando procesos que
ayuden a aumentar el nUmero de crias. Por otro lado, los estudios de la conducta sexual han
ayudado para identificar cambios hormonales y sustancias fisioldégicas encargadas de regular
las fases reproductivas y asi tener un mejor control de estas variables. La investigacién en
esta area de la neurobiologia abre paso a conocer mejor los mecanismos involucrados en la
reproduccion tanto de animales como humana, lo cual permite a su vez la resoluciéon de
problematicas actuales como infertilidad y la generacion de nhuevos métodos anticonceptivos.

Una forma de conocer mas a fondo los cambios conductuales en distintas especies es
analizar los cambios en la conformacién de las estructuras cerebrales y en su funcionalidad.
En este estudio se evaluaran los cambios plasticos producidos en la rata mediante resonancia
magnética y a través de técnicas inmunoquimicas se cuantificara la cantidad de nuevas
neuronas en el bulbo olfativo accesorio, amigdala medial posterodorsal (MeApd), porcion
posteromedial del ntcleo del lecho de la estria terminal (BNSTpm), porcién ventrolateral del
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nucleo ventromedial del hipotalamo (VMHvVI) y en el area predptica medial (MPOA). Ademas,
se busca analizar la cantidad de actividad fisica de las ratas a lo largo del estudio para
observar sus efectos en la neuroplasticidad. La evaluacién mediante inmunoquimica se
encuentra actualmente en proceso y no forma parte del presente escrito.

II. MARCO TEORICO

Las ratas tienen diversos comportamientos especificos durante el apareamiento. Dichos
comportamientos se pueden dividir en proceptivos y receptivos. Los comportamientos
proceptivos son mostrados por las hembras en celo, para atraer y facilitar la monta del macho,
entre ellos se incluyen saltos, carreras cortas y agitaciéon de orejas. La receptividad se
presenta cuando hay reflejo de lordosis en respuesta a una monta por parte de un macho, se
asocia con los aspectos consumatorios de una interaccion sexual [1]. La olfaccién es crucial
para la expresién del comportamiento sexual en los roedores.

En hembras de distintas especies de mamiferos, los estimulos recibidos durante el
apareamiento han demostrado iniciar una serie de respuestas neuroendocrinas y
conductuales importantes para la reproduccion. Cuando se les permite a las ratas regular el
ritmo de las interacciones sexuales (pacing), como suele presentarse en condiciones
naturales y seminaturales, los cambios plasticos cerebrales se ven incrementados y las
conductas aversivas en el apareamiento se ven reducidas [2]. El pacing representa un
mecanismo conductual donde las hembras maximizan la estimulacién genitosensorial
necesaria para inducir cambios neuroendocrinos y se ha visto que induce un estado de
recompensa positiva, aumenta la liberaciéon de la hormona luteinizante, la oxitocina y la
prolactina [3]. Se ha demostrado que el pacing induce neurogénesis en la zona subventricular,
via rostral migratoria y el sistema del bulbo olfativo [4]. También se ha visto que promueve la
llegada de mas neuronas recién nacidas en la capa de células internas (granulos) del bulbo
olfatorio accesorio y en el bulbo olfatorio principal de las ratas hembra adultas [5]. El ejercicio
también produce neurogénesis, varios estudios han investigado la cinética de los efectos del
ejercicio sobre la proliferaciéon celular y la neurogénesis. Las investigaciones han demostrado
que 10 dias de carrera sobre ruedas aumentan la génesis celular en roedores alojados
individualmente [6].

La resonancia magnética (RM) se utiliza ampliamente en la investigacion basica y clinica
para mapear la organizacion estructural y funcional del cerebro. Los agentes de contraste son
utilizados para mejorar el contraste de los tejidos blandos, y asi posibilitar la visualizacion de
las pistas neuronales y la mejora de la capacidad de la RM para proporcionar informacion
funcional a diferentes escalas temporales. La RM potenciada por manganeso con inyeccion
sistémica de MnCI2 se ha aplicado recientemente para la obtencion de imagenes cerebrales
funcionales en roedores sin sujecion [7]. Puede utilizarse para el estudio de la conectividad
anatémica. El Mn2+ inyectado localmente es captado por las células, puede ser transportado
a los terminales sinapticos, liberado al espacio extracelular y posteriormente captado de
nuevo por otras neuronas, lo que permite trazar vias neuronales [8]. Cuando se administra de
forma sistémica, el Mn2+ llega al cerebro y entra en las células a través de los canales de
Ca2+ activados por voltaje [9], para luego ser transferido trans-sinapticamente. La
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acumulacién del manganeso en el interior de las células, asi como en el espacio extracelular
circundante, es proporcional a la actividad neuronal.

Il MATERIALES Y METODOS

A. Rata

Los sujetos de este estudio son ratas hembra de la cepa Wistar perteneciente a la especie
Rattus norvegicus (Fig. 1). Con un peso de 200 a 250g. Fueron obtenidas de la colonia local
del Instituto de Neurobiologia de la UNAM y fueron designadas de forma aleatoria a uno de
los 5 grupos: a) Ejercicio (n=4), b) Ejercicio y Pacing (h=4), c) Pacing (n=4), d) Campo Abierto
(n=4), e) Control (n=3). Las cuales fueron ovarectomizadas y almacenadas cada grupo en
una caja, en un cuarto de ciclo invertido 12/12 h luz-oscuridad.. Se indujo receptividad y
proceptividad sexual administrando benzoato de estradiol (25 ug/rata) y progesterona (1
mg/rata), respectivamente 48 h y 4 h antes de la hora destinada para la copulacion. Como
estimulo se usaron machos sexualmente expertos, los cuales recibieron 3 sesiones de copula
para adquirir experiencia sexual con hembras estimulo que no forman parte del estudio. Los
machos que eyacularon una vez en cada sesion se consideran expertos y hébiles para el
experimento.

B. Rueda de ejercicio

Para las sesiones de ejercicio de los grupos de ejercicio y ejercicio-pacing las ratas fueron
colocadas de forma individual en cajas equipadas con rueda de actividad para rata marca
Panlab de 36 cm de diametro. EI multicontador Panlab LE3806 registra la cantidad de vueltas
en ambas direcciones de la rueda cada 6 min durante 1 h. Los datos se exportaron a un
archivo .xIsx y se convirtieron de vueltas a metros con la Ec1l.

metros = 11(0.36)(Num. De vueltas) (1)

Las ratas del grupo ejercicio tuvieron acceso a la rueda durante 1h por dia, 5 dias a la
semana. De igual forma, las ratas del grupo ejercicio-pacing fueron colocadas en la caja de
ejercicio durante 1h por 5 dias a la semana. El dia 4 de cada semana se cambié la caja normal
de ejercicio por la caja de copula equipada con rueda de ejercicio para medir la actividad
fisica de la rata y conducta sexual.
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Fig. 1. Ejemplar de rata Winstar hembra adulta.

Fig. 2. Fotografia de sesién de cépula-ejercicio. Se observa el macho en el lado izquierdo de la
imagen y la hembra en el lado derecho de la caja donde se encuentra la rueda de ejercicio.

C. Pacing

La caja de coOpula regulada consiste en una caja transparente de acrilico (40 cm x 60 cm
x 40 cm) dividida en dos partes iguales por una pared de acrilico con un agujero pequefo
donde, debido al tamafio, solo la hembra puede atravesar de un lado a otro; lo cual le permite
regular la interaccion sexual con el macho. En las sesiones de copula, se coloco
primeramente al macho en un compartimiento de la caja de cépula regulada durante 5 min'y
después se colocd la hembra en el otro compartimiento de la caja. En las sesiones de
ejercicio-pacing la hembra se coloc6 en el compartimiento equipado con rueda de ejercicio
(Fig. 2); de esta forma la hembra tiene la posibilidad de intercalar la cépula y el ejercicio a lo
largo de la sesion. Una vez colocada la hembra en la caja se comenzé a tomar el tiempo.
Cada sesion de copula tuvo 1 hora de duracion. Para evaluar la conducta sexual se cuantificd
la cantidad de eventos copulatorios (montas, intromisiones y eyaculaciones), latencias entre
dichos eventos y el tiempo que tard6 la hembra en regresar al compartimiento del macho
después de que este haya eyaculado.

D. Resonancia magnética

Las ratas fueron inyectadas via subcutanea con MnCI2 diluido en solucién salina (16
mg/kg/10 ml) 24 h antes de la toma de resonancia magnética. Para inmovilizar a los animales
durante la toma de resonancia magnética, las ratas se anestesiaron con isoflurano (4.0%
induccién, 1.8% mantenimiento). La obtencién de imagenes se realiz6 en un resonador
magnético Bruker's PharmaScan® de 7 teslas, con orificio de 16 cm de diametro. La
frecuencia respiratoria del animal fue monitoreada a lo largo de la sesion de escaneo.
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Fig. 3. Ejemplo de imagen obtenida por resonancia magnética en la cual se utilizan mascaras
para el analisis de las estructuras de interés.

E. Perfusién

Después de realizar la resonancia magnética, los grupos fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital y fueron sometidos a una perfusion transcardiaca. Los cerebros
fueron extraidos y preservados en una solucion de sacarosa al 30% para ser utilizados en las
pruebas inmunoquimicas. Lo cual actualmente se encuentra en proceso y por ende, no se
describe en este escrito.

F. Pruebas estadisticas

Las pruebas estadisticas fueron realizadas en MATLAB R2020b. Teniendo una n<30 y
habiendo aplicado la prueba de Shapiro-Wilk se determind que los datos de ambos grupos
no tienen una distribucién normal, por lo cual se utilizaron pruebas no paramétricas. Se aplicé
la prueba U de Mann Whitney comparar los grupos de ejercicio y ejercicio-pacing, y la prueba
de Friedman para obtener las diferencias en cada grupo. Posteriormente una prueba Post-
hoc de Tukey. En todos los casos una diferencia significativa fue considerada cuando p<0.05.

IV. RESULTADOS

En la Fig. 4 se observa que la cantidad de metros recorridos disminuye a lo largo de la
sesién en ambos grupos. Los datos indican que en el dia 4 el grupo de ejercicio-pacing
present6 mayor cantidad de metros recorridos a lo largo de la sesién con respecto al grupo
de ejercicio.

El analisis estadistico para los datos de cada dia de la semana mostr6 que la cantidad de
metros recorridos en el dia de copula-ejercicio (dia 4) es mayor con respecto a las ratas de
solo ejercicio. Ademas, en el grupo de ejercicio-pacing la cantidad de actividad fisica en el dia
4 es mayor a la de los demés dias de la semana. Nota: El dia 5 no fue considerado en la
prueba de Friedman.

En los datos comparativos de las 10 semanas (Fig. 6) se observa un aumento en la
cantidad de ejercicio en ambos grupos. El grupo de ejercicio-pacing presentd una mayor
cantidad de actividad con una media diaria de x=121 m, mientras que el grupo de ejercicio
present6 una media de x=111 m.

o
R
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Fig. 4. Comparacion de la actividad fisica a lo largo de la sesion. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
n.s=No significativo. (A) Dia 1, a=Diferencia con minuto 30, 36, 48 y 54. b= Diferencia con minuto 54
y 60. c= Diferencia con minuto 30, 36, 42, 54 y 60. d=Diferencia con minuto 30, 42 y 60. e=Diferencia
con minuto 60. (B) Dia 4, a=Diferencia con minuto 18, 24, 36, 42, 48 y 54. 3= Diferencia con minuto
48 y 54. y= Diferencia con minuto 18, 24, 30, 36, 48 y 54. d=Diferencia con minuto 36. = Diferencia
con minuto 24 y 36.
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Fig. 5. Gréafica de comparacién Ejercicio y Ejercicio-Pacing a lo largo de la semana, ** p<0.01.
a=Diferencia con dia 4. B= Diferencia con dia 3.
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Fig. 6. Comparacion de la actividad fisica a lo largo de las 10 semanas *p<0.05. a=Diferencia con
semana 4 y 9. B= Diferencia con semana 9. y= Diferencia con semana 6, 7 y 8.

V. ANALISIS DE RESULTADOS

Con los datos obtenidos se puede observar que hay mayor cantidad de metros recorridos
en el dia 1y 2 con respecto a los demas dias de la semana. Esto debido probablemente a
que la rata presenta mayor cansancio a lo largo de la semana y en el dia 1, después de
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descansar dos dias, esta vuelve a recuperar su ritmo de ejercicio. Hay mayor actividad fisica
total semanal en el grupo de ejercicio pacing. En ambos grupos se puede observar que, al
inicio de la sesion, la actividad es alta al inicio y decrementa conforme pasa el tiempo. En el
grupo de ejercicio-pacing, la cantidad de ejercicio a lo largo de la semana se mantiene mas
constante a lo largo de la semana. La cantidad de ejercicio es mayor en el grupo Ejercicio-
Pacing en el dia 4, mientras que en los otros dias la diferencia en la cantidad de metros
recorridos es menor.

VI. CONCLUSIONES

A partir de los resultados del estudio se puede afirmar que la cépula aumenta
significativamente la cantidad de ejercicio en la rata. Es de esperarse que al final del estudio
se observe mayor cantidad de cambios plasticos en las ratas que ademas de copular hicieron
ejercicio. Aun hacen falta estudios para conocer mas a fondo el por qué la copula incrementa
la cantidad de actividad fisica de la rata. Los andlisis mediante imagen de resonancia
magnética y por inmunoquimica determinaran si hay diferencias significativas en cuanto a los
cambios plasticos en los grupos del estudio.
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Resumen — En este trabajo se realiza una introduccion a los compuestos semi-Heusler SCAuPb, ScPtBi,
LaPtBi, LuPtShy LaPtSh como materiales novedosos para su estudio como termoeléctricos, exponiendo
propiedades generales de cada compuesto obtenidas dentro de estudios previos en los Gltimos afios. Con
ayuda del software de Quantum Espresso se minimiza el parametro de red de los 5 materiales ajustando
a la ecuacién de Birch-Murnaghan donde en su mayoria se encontraron en acuerdo con los valores
experimentales.

Palabras clave — Semi-Heusler, termoeléctricos, Quantum Espresso, Birch-Murnaghan.

Abstract — In this work we introduce the half-Heusler materials ScCAuPb, ScPtBi, LaPtBi, LuPtSh and
LaPtSh as novel materials to be studied as thermoelectrics, presenting overall properties of every
compound obtained from previous research during recent years. With the aid of the Quantum Espresso
Software the lattice parameter of the 5 materials was minimized fitting with the Birch-Murnaghan
equation where nearly all of them are in agreement with their respective experimental values.

Keywords — Half-Heusler, thermoelectrics, Quantum Espresso, Birch-Murnaghan.

I. INTRODUCCION

Los compuestos Heusler fueron descubiertos a principios del siglo pasado, en 1903, por Fritz
Heusler cuando observéo que el material Cu2MnAl mostraba un comportamiento
ferromagnético a pesar de que ninguno de sus componentes es magneético de forma
independiente[1].Sonmateriales de la forma X2YZ donde X, Y son metales de transicion y Z
es un elemento del grupo p. Estos presentan propiedades de un semiconductor al contar con
18 o 24 electrones de valencia, dando lugar a un ancho de banda energética de 0 a 4 eV [1,

]. Los compuestos semi-Heusler son una variacion de los compuestos Heusler donde ahora
su forma es X Y Z usando el mismo tipo de elementos, pero ademas en lugar de ser de la
clasificacion L21 ahora cambian a ser Clp. Presentan propiedades de un semiconductor al

contar con 18 o 24 electrones de valencia dando lugar a anchos de banda de 0 a 4 eV. En
general el elemento X se encuentra en la posicion (%2, ¥, %2 ), el elemento Y en la posicion
(Ya,% ,%)ylos atomos de Z en (0, 0, 0) [2, 3, 4].

Desde su descubrimiento a principios del siglo pasado, los compuestos Heusler han sido
estudiados de manera extensa por todas las propiedades estructurales, electronicas,
mecanicas, magnéticas, termodindmicas, opticas o propiedades dinamicas llamativas que
demuestran, las cuéles se pueden llegar a presentar de manera multiple dando lugar a
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compuestos multifuncionales como por ejemplo un material ferromagnético con propiedades
de superconductor, o presentar inversion de bandas para ser un aislante topoldgico junto con
buenas caracteristicas como termoeléctrico, con esto es evidente pensar que se pueden
derivar materiales con multiples funcionalidades que pueden ser aplicados de manera
inmediata en areas relacionadas a la energia o dentro de las tecnologias mas nuevas como
la espintrénica, lo cual nos lleva a querer realizar una caracterizacibn completa de los
materiales para saber si un compuesto semi-Heusler es aplicable dentro de varias de estas
areas al mismo tiempo . [1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10]. Los compuestos Heusler han sido estudiados
para ser empleados en diferentes areas como son la espintronica, con los materiales
cuaternarios ZrTiRhGe, ZrTiRhSn, ZrTiRhAI gracias a su comportamiento de semimetales
ferromagnéticos; los semi-Heusler ternarios como el NaCrAs cuentan con esta misma
aplicacion dentro de la espintrénica o los compuestos Heusler Li2CaC, Li2SrC que presentan
propiedades aplicables en el &rea de la éptica; ademas los materiales Heusler Ru2TiGe,
Ru2TiSn y Ru2TiSi que presentan anchos de banda alrededor de 0.2 eV y conductividades
te rmicas de valor cercano a 0.1 W/mK para su aplicacion como termoeléctricos [4, 11, 12,

, 14].

Los compuestos semi-Heusler han sido estudiados para aplicaciones como termoeléctricos
debido a que estos favorecen estructuras de atomos pesados, anchos de banda estrechos
(menores a 1 eV), una buena relacion entre el costo de manufactura, abundancia de
elementos constitutivos no téxicos, propiedades mecanicas, estabilidad y eficiencia térmica,
asi como la posibilidad de tener un buen funcionamiento en el régimen de temperatura hasta
los 1200 K, siendo asi los semi-Heusler XNiSn, XCoSb, ZFeSb y ZrCoBi donde X = Ti, Zr, Hf
y Z =Nb, Tay los més utilizados. Los materiales semi-Heusler cuentan con una conductividad
térmica de red mas alta comparada con otras aleaciones, la cual es compensada por una
conductividad electrénica alta. La forma en la que se estudian ambas propiedades es a través
de la estructura electrénica de bandas y la dispersion de fonones del material, por lo que
cualquier proceso de caracterizacién debe considerar estos aspectos [15-20].

En particular, los materiales ScAuPb, ScPtBi, LuPtSb, LaPtSh, LaPtBi han sido estudiados
principalmente a través de simulacién computacional apoyada en DFT y en las ecuaciones
de transporte de Boltzmann en ambientes como VASP, Wien2K o Quantum Espresso, pero
en ciertos casos se ha hecho tanto computacional como experimentalmente con la sintesis
de peliculas delgadas del material para obtener sus propiedades electrénicas, vibracionales
y termoeléctricas. En su estudio computacional han sido trabajados tanto con aproximacion
de densidad local (LDA por sus siglas en inglés), asi como con la aproximacién de gradiente
generalizado (GGA por sus sigles en inglés) para el calculo de interaccion de intercambio y
correlacion pero nunca de forma simultanea mas que en el caso del LuPtSb [8, 21, 22, 23,

, 29, 37, 39, 41, 45].
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Il. MARCO TEORICO

La figura de mérito ZT es una cantidad adimensional que indica la eficiencia de un material
termoeléctrico cantidad que entre mas grande, mejor sera el rendimiento. La figura de mérito
se define como:

S%g 1)
T

Donde S es el coeficiente Seebeck, o es la conductividad eléctrica, k es la conductividad
térmica que incluye la contribucion de la red y la electrénica y, T es la temperatura absoluta.
Han surgido varios métodos para buscar mejorar este valor como convergencia de bandas,
confinamiento cuéntico o con nanoingenieria, asi como la simulacion computacional apoyada
en la teoria funcional de la densidad [19, 20, 24, 25, 26].

La ecuacion de Birch-Murnaghan es una ecuacion de estado que ayuda a aproximar
el valor del parametro de red a partir del volumen de la celda unitaria, asi como el
modulo volumétrico. La ecuacion se define como:

Donde E, es la energia de equilibrio, B es el médulo volumétrico, ;, es el volumen por celda
unidad de equilibrio y B’ es la primera derivada de B con respecto a la presion [9, 27].

lIl. MATERIALES Y METODOS

Para realizar todos los célculos de las propiedades electronicas, vibracionales vy
termoeléctricas de los compuestos a estudiar se usara el programa de software libre Quantum
Espresso (QE) empleando Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) apoyados en la
aproximacion de densidad local LDA y la aproximacion del gradiente generalizado GGA [5,6].

Para calcular el parametro de red de cada material, primero se tiene que hacer una
optimizacion geométrica para calcular la energia de corte de las ondas, asi como obtener los
puntos k que nos daran el tamafio del mallado de la zona de Brillouin. Una vez que se tengan
estos parametros se utilizara la ecuacion de estado de Birch-Murnaghan para ajustar el valor
del parametro de red de acuerdo a la energia base del sistema [6, 9, 27].

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. ScAuPb
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Este material tiene una estructura cristalina FCC dentro del grupo F43m y se puede entender
cémo 3 subredes FCC entrelazadas [28, 29]. Cuenta con un parametro de red de 6.61 A [28]
y un volumen de 491.92 A3 [29].

De las constantes de elasticidad del material, se concluye con el criterio de Born-Huang que
tiene estabilidad mecanica. Cuenta con un médulo de Young mayor al médulo volumétrico
indicando una dureza del compuesto, ademas de que es ductil y anisotropico, asi como que

cuenta con estabilidad dindmica. Tiene una densidad aproximada de 10,300 % [28, 29].

Fig. 1. Estructura cristalina de ScAuPb [22].

Tiene un ancho de banda prohibida indirecto por lo que se considera un semiconductor de
ancho de banda estrecho con un valor entre 0.06 y 0.23 eV [28] , ademas de contar con una
energia de cohesion de 15.69 eV [29]. Cuenta con propiedades Opticas isotropicas debido a
su estructura cubica; absorbe fotones por debajo de 1 eV y llega a su absorcion maxima
alrededor de los 8 eV, la region del UV.

A través de estudios termoeléctricos se observa un valor de coeficiente de Seebeck que
aumenta con la temperatura dentro de un rango de 0 a 1200 K tomando valores desde 25

u%hasta 150 u%, teniendo una conductividad eléctrica 9/; que también aumenta con la

temperatura siendo su valor inicial 2.25 - 1019 /.. chasta 3.5 - 101° &/, ¢, llevando a tener una
figura de mérito ZT de 0 a 8 dentro del mismo rango de temperatura [29].

Después de varios estudios computacionales, se ha encontrado que este compuesto se
encuentra muy cerca de la frontera entre ser aislante trivial o topolégico dependiendo de los
potenciales de aproximacién que se utilizan dentro de la metodologia de las simulaciones,
intercambiando el valor de Er, — Er, entre un valor positivo y negativo [30-32]. Se puede
modificar el material cambiando su parametro de red a través de presién para que se
comporte como un aislante topolégico o con ciertos métodos de crecimiento de peliculas
delgadas [31, 33].
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B. ScPtBi

Este compuesto tiene una estructura cristalina FCC dentro del grupo F43m y se puede
entender como 3 subredes FCC entrelazadas [ ]. Ademas, tiene un parametro de red de

6.56 A [6] y un volumen de 282.30 A3 [35].

Fig. 2. Estructura cristalina de ScPtBi [34].

De acuerdo con sus constantes elasticas y el criterio de Born-Huang se concluye que este
material cuenta con estabilidad mecéanica ademas de tener una energia de formacion negativa
resultando en una viabilidad de sintesis quimica; teniendo un médulo de Young mayor al
moédulo volumétrico indica que es un compuesto duro, ademas de ser resistente a
deformaciones plasticas [35] es ductil y anisotrépico; por ultimo, cuenta con una buena
estabilidad dinamica [37].

Se considera como un aislante topolégico gracias a que tiene un valor negativo en la relacién
Er, — Er, entre -0.7 y -0.9 generando una inversion de bandas [31], ademas de que se

clasifica como un semiconductor con ancho de banda cero al analizar su estructura de bandas

[ 1

Este material presenta propiedades atractivas dentro del area de la magnetoresistencia con
su sintesis de cristales individuales consiguiendo un parametro de red un poco diferente al
teorético (6.50 A), donde tiene una magnetoresistencia y resistividad p,, dependiente de la
temperatura al estar dentro de un campo magnético transversal a la corriente de 1 Ta 10 T,
aumentando conforme la temperatura disminuye y el campo crece de acuerdo a ser un
material con un ancho de banda cero llevando a su posible aplicacion como sensor magnético,
ademas de presentar alta mobilidad electr6nica aln a temperatura ambiente [34]. Dentro de
un campo magnético paralelo a la corriente que se aplica al material, se observa un fenémeno
caracteristico de un semimetal topoldgico llamado anomalia quiral magnética lo cual podria
ser relevante para su aplicacion en el supercomputo [36].

En estudios termoeléctricos se observa un coeficiente de Seebeck que aumenta con la
o, V.., .. , .
temperatura llegando a un valor maximo de 163.81 p—; tiene una conductividad eléctrica que

s
o
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disminuye lentamente conforme aumenta la temperatura llegando a un valor de 3.4 Q/m a
1200 K; en contraste, la conductividad térmica electronica incrementa considerablemente
conforme la temperatura aumenta y la conductividad térmica de la red se comporta de manera
similar a la eléctrica. Estas caracteristicas llevan a que se tenga una figura de mérito entre 0
a 0.41 dentro del rango de 0 a 1200 K [37, 38].

C. LaPtBi

LaPtBi es un material con una estructura cristalina FCC dentro del grupo F43m y se puede
entender como 3 subredes FCC entrelazadas [ ]

Fig. 3. Estructura cristalina de LaPtBi [40].

Donde en la figura anterior los &tomos de La son de color verde, los &tomos de Pt son los
color gris, y los &tomos de Bi son color morado [39, 40]. Tiene un parametro de red de 6.82 A
y un volumen de celda convencional de 317.21 A3 [40].

Apoyado en las constantes elasticas del material y usando el criterio de Born-Huang se sabe
gue cuenta con estabilidad mecénica, al mismo tiempo de ser ductil y duro, asi como tiene
estabilidad dinamica [40].

Cuenta con un valor negativo de la relacion Er, — Er, entre -0.65 y -0.86 resultado de una
inversion de bandas, ademas de tener un ancho de banda prohibida cero entonces se
considera un aislante semimetal [33] volviéndose aislante topolégico cuando se le aplica un
esfuerzo uniaxial de estiramiento [30, 41].

LaPtBi ha sido estudiado como material termoeléctrico donde presenta un valor maximo del
coeficiente de Seebeck de 185 M% y una figura de mérito ZT de 0.52 a temperatura ambiente

[41]. Su resistencia eléctrica R aumenta conforme disminuye la temperatura, lo cual es
esperado de un semimetal tomando valores desde 16 m(Q hasta 25 mQ yendo de temperatura
ambiente a 0.9 K, punto donde el material se empieza a comportar como un superconductor
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al contar con una resistencia de 0 [42]. La resistividad eléctrica o se comporta igual a R yendo
de 1.2 mQ cm a temperatura ambiente, a 2 mQ cm en 0 K; también cuenta con coeficiente de
Hall positivo en todo este rango dando a entender que los agujeros son los principales
acarreadores de carga [43].

D. LuPtSb

Este compuesto tiene una estructura cristalina FCC dentro del grupo F43m que se entiende
como 3 redes FCC intercaladas [44]. Tiene un parametro de red de 6.46 A y un volumen de
celda de 269.59 A3 [ 1.

Fig. 4. Estructura cristalina de LuPtSh [44].

A través de un estudio de la dispersion de fonones se sabe que tiene estabilidad dinamica,
aln cuando el material se somete a presion [44].

Cuenta con un valor cercano al cero de la cantidad Er, — Er, pero con varios estudios se ha

concluido que es un aislante semimetal [ ] con un ancho de banda cero a menos que
haya presencia de una presién sobre el material [45].

Dentro de sus propiedades magnéticas, cuenta con un cambio de fase de semiconductor a
metal en su resistividad eléctrica p,., en ausencia de campo externo, partiendo de un valor de
2.2 uQm a temperatura ambiente, teniendo un maximo de 4.9 uQm a 150 K, para después
bajar a 3.9 uQm acercandose a 0 K. La resistividad Hall $p,, se comporta de manera lineal
con respecto a un campo magnético externo perpendicular de -5 T a 5 T dando a entender
gue los portadores de carga son los huecos [44]. Su magnetoresistencia en presencia de un
campo de -8 T a 8 T aumenta conforme se reduce la temperatura llegando a un maximo en
150 K, donde vuelve a cambiar de comportamiento a temperaturas menores [44].

.
©
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En analisis termoeléctricos aplicando una compresion al material, se observa que su
desempefio mejora considerablemente. Con una compresion del 6\% su coeficiente de

Seebeck llega hasta 350 M% estando a 900 K, asi como una conductividad eléctrica o de 5

103 % llegando a un valor maximo de 1.5 en la figura de mérito ZT [45].

E. LaPtSb

Dicho compuesto se acomoda en una estructura cristalina FCC perteneciente al grupo F43m
que se interpreta como 3 redes FCC entrelazadas | ].

Fig. 5. Estructura cristalina de LaPtSh [47].

En la figura el elemento La son los atomos blancos, los atomos de Pt son los color negro, y
los de Sb son los que se encuentran en las esquinas [47]. Tiene un parametro de red de 6.88
A 'y un volumen de 325.66 A3 | 1.

Este material tiene un ancho de banda directo con valor de 0.23 eV, ademas de no contar con
inversion de bandas [23]. A temperatura ambiente cuenta con un coeficiente de Seebeck de

hasta 450 M% para una configuracién del tipo p, donde ademés puede llegar a presentar
figuras de mérito ZT de 1.3 hasta 2.2 dependiendo de la concentracién de portadores de
carga [23]. Adicionalmente, tiene una resistividad pequefia estando a 2 K de 27.81 uQicm y

una resistividad de 107.62 uQcm a temperatura ambiente lo cual estd de acuerdo con un
comportamiento metélico [48].
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F. Minimizacién del pardmetro de red.

Para realizar la optimizacion geométrica se utilizé una energia de corte de 300 eV, asi como
unmallado 12 x 12 x 12 para la primera zona de Brillouin. Junto con el uso de la aproximacion
GGA, los pseudopotenciales utilizados eran del tipo Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE) [ 1].

En la figura 6 podemos observar la minimizacion obtenida dados los valores anteriores. Como
se puede observar, los compuestos ScAuPb, ScPtBi y LaPtSb logran converger a un valor
dentro del rango de célculo de +0.1 A dado el pardmetro experimental, pero para los
materiales LaPtBi y LUuPtSb observamos que se obtienen valores cercanos al limite de estas
condiciones. En la siguiente tabla se incluye el error obtenido para cada parametro de red
calculado.

Tabla 1. Comparacion del parametro de red calculado con experimental.

ScAuPb ScPtBi LaPtBi LuPtSb LaPtSh
Experimental (A) 6.61 6.56 6.83 6.46 6.88
Computacional (A) 6.63 6.53 7.03 6.55 6.87
Error (%) 0.3 0.46 2.92 1.39 0.15

En la tabla 1 se incluye el error absoluto obtenido para cada parametro de red calculado.

De esto se puede concluir que la aproximacion GGA, el pseudopotencial PBE o la
combinacién de ambos en la minimizacion del parametro de red de los materiales LaPtBi y
LuPtSb no es la adecuada y se tienen que buscar otras alternativas. En cuanto a los otros
compuestos, vemos que hay concordancia con los valores experimentales reportados en la
literatura.

ScAuPb ScPtBi
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LaPtBi LuPtSb
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De los resultados obtenidos podemos ver que la herramienta de Quantum Espresso es una
muy capaz para realizar los calculos necesarios para predecir las propiedades de un material
si se dan los parametros iniciales adecuados, ademas de que se ve la relevancia de estos 5
compuestos semi-Heusler no solo en cuanto a su aplicacion en termoeléctricos, sino que
también pueden presentar caracteristicas atractivas dentro de otras areas de la ciencia de
materiales. A partir de este punto es que se pueden realizar los célculos de las estructuras
electrénicas y vibracionales de dichos compuestos para realizar su caracterizacion, asi como
valorar su figura de mérito dentro del rango de temperatura ambiente hasta los 1200 K. Todo
esto se realiza dentro del ambiente de Quantum Espresso y con ayuda de los mismos
métodos de aproximacion utilizados con la minimizacion del parametro de red.
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Resumen:

Los biopolimeros se han convertido en una herramienta indispensable para el desarrollo de la ingenieria
de tejidos y el campo de la medicina regenerativa ya que su amplio espectro ha permitido implementar
nuevas técnicas para la generacion de apdsitos enfocados al tratamiento de diferentes tipos de heridas.
Esta revision se centra en la biodiversidad de biopeliculas que pueden ser empleadas en base a sus
caracteristicas tales como: biocompatibilidad, equilibrio de la humedad o la capacidad de absorcion,
permitiendo llevar a cabo un proceso de cicatrizacion correcto y, por lo tanto; una regeneracion celular
exitosa. Para este caso, se ha resumido la literatura de varios ap6sitos como hidrogeles y celulosa con
respecto a su eficiencia en el tratamiento de heridas.

Palabras Clave:

biopolimeros, regeneracion celular, ingenieria de tejidos, heridas, eficiencia, hidrogel, celulosa
Abstract:

Biopolymers have become an indispensable tool for the development of tissue engineering and the field
of regenerative medicine, since their broad spectrum has allowed the implementation of new techniques
for the generation of dressings focused on the treatment of different types of wounds.

This review focuses on the biodiversity of biofilms that can be used based on their characteristics such
as: biocompatibility, moisture balance or absorption capacity, allowing a correct healing process to be
carried out and, therefore; successful cell regeneration. For this case, the literature of various dressings
such as hydrogels and cellulose has been summarized with respect to their efficiency in treating wounds.
Key Words:

biopolymers, cell regeneration, tissue engineering, wounds, efficiency, hydrogel, cellulose

|. INTRODUCCION
Segun un estudio realizado por la industria de la salud mexicana, el nimero de pacientes con

heridas crénicas aumenta anualmente, y las heridas mas frecuentes son las traumaticas (26.6
%), seguidas de las Ulceras de pie diabético, que afecta al 23.4 % de la poblacién. Por tal
motivo, la complejidad y la dificultad de cicatrizacién de determinadas lesiones se produce un
declive en el nivel de vida de los pacientes afectados por dichas heridas debido a esto una
nueva posibilidad para la regeneracion celular ha sido ampliamente investigada en los ultimos
afos es la realizacion de biomateriales utilizados como apésitos como los son los hidrogeles
y celulosa, aprovechando sus propiedades de biocompatibilidad y efectos proliferativos en
tratamientos de cicatrizacion de heridas, permitiendo acelerar los procesos celulares durante
las etapas de cicatrizacion. En este sentido, estos materiales tienen la capacidad de mejorar
y modificar las propiedades estructurales en la cicatrizacion de heridas, lo que puede
considerarse la clave principal en el tratamiento de heridas cronicas para mejorar
significativamente la calidad de vida de los pacientes que la padecen.
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Il.-PIEL
La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano el cual realiza una gran variedad de

funciones que incluyen la proteccion frente a agresiones externas, la termorregulacion, la
absorcion de radiaciones ultravioleta y la produccién de vitamina D. (D. Guarrin, et al., 2013)
Asimismo, las funciones inmunolégicas de la piel son de gran importancia, ya que la protegen
contra los efectos nocivos del medio ambiente externo e interno. (Matejuk, A., 2017).

Las tres capas por las que esta compuesta la piel: la epidermis, la dermis y la capa de grasa,
también conocida como hipodermis o tejido conectivo subcutdneo, cada una de estas capas
tiene funciones especificas: “La epidermis es la encargada de proteger el cuerpo del
ambiente, la dermis de la regulacion térmicay de recibir los estimulos externos y la hipodermis
que se encarga de aislar los 6rganos internos ante cualquier agresion” (E. Martinez et
al.,2020)

[l.-HERIDAS

Una herida se define como una interrupcion en la continuidad del revestimiento epitelial de
la piel o la mucosa como resultado de un dafio fisico, quimico, mecanico y/ o térmico (Ling-
Chuan etal., 2018). Este tipo de disrupcion de estructuras anatomicas y funcionales normales
se pueden clasificar dentro de multiples categorias, sin embargo; a continuacion, se
mencionan algunas de las mas comunes segun su tiempo de curacion.
Una herida aguda puede ser el resultado de dafios mecdanicos por colisiones repentinas,
contundentes y/o agudas con objetos duros (Zahedi P et al., 2010), presenta un tiempo de
evoluciéon menor de 30 dias y sigue un proceso de reparacion ordenado, obteniendo de esta
manera una curacién completa en donde se restaura la integridad anatomica y funcional del
tejido inicialmente lesionado dentro de un tiempo adecuado. En cambio, las heridas
denominadas “crénicas” son aquellas lesiones provocadas como resultado de enfermedades
concretas como la diabetes, tumores y severas contaminaciones fisiolégicas (Zahedi P. et al
2021) de forma que no siguen un proceso de reparacion normal, y se estancan en alguna
fase de la cicatrizacion sin llegar a restaurar la integridad anatémica ni funcional del tejido
lesionado, sobrepasando asi un periodo de seis semanas del cierre de la herida (Wallace
HA.2022) Dichas disrupciones a niveles distintos de corte en la epidermis conllevan a un
proceso de reemplazo del tejido faltante por tejido cicatrizante, conocido cominmente como
la “cicatrizacion”, el cual es una reaccion natural a la lesidn tisular. (Valencia Bast0.2010)
“"La cicatrizacion de lesiones es un proceso importante pero complicado en humanos y
animales ya que es un proceso multifacético impulsado por fases sucesivas pero
superpuestas que incluyen la fase de hemostasia/inflamatoria, la fase de proliferaciéon y la
fase de remodelacién. ~~ (Wang P.H. et al., 2018) Las fases de inflamacion (3 a 6 dias),
proliferacién (4 a 14 dias) y remodelacion (8 dias hasta 1 afio), corresponden a los eventos
secuenciales que ocurren a través de la interaccion de procesos dinAmicos complejos
mediados por proteinas solubles, células sanguineas y células encargadas de la proliferacion
celular para el restablecimiento del tejido lesionado después del inicio de la lesion tisular para
restaurar el tejido dafiado. (Castellanos Ramirez et al.,2014)
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lIl. RELACION DE LA INGENIERIA DE TEJIDOS Y MATERIALES

La necesidad de la regeneracion tisular a través de los afios ha estado buscando nuevas
alternativas en la medicina que cumplan con los requisitos adecuados abriendo camino a la
ingenieria de tejidos. La ingenieria tisular o de tejidos aplica las areas de la ingenieria y de
las ciencias de la salud aplicando de manera sustancial sus principios para el progreso de
estructuras biolégicas, con el resultado de producir tejidos que permitan regenerar, conservar
o perfeccionar el desempefio del tejido u 6rgano dafado (Orive, G., et al 2003).

Algunos de los principios primordiales de la ingenieria tisular es la unificacion de células vivas
con un soporte ya sea hatural o sintético para la elaboracién de una matriz 3D que sea eficaz,
ordenado y mecanicamente semejante o mejor que el tejido que se busca remplazar. (Pérez
P., etal 2017).

Esta area ha fomentado y visibilizado a los estudios de investigacion en las ciencias de la
salud, de los cuales actualmente se han demostrado ser factibles con resultados aprobados,
enfocados en la rehabilitacion y reparacién de heridas, ademas de estar mas centrados en
los tejidos esenciales como: 6seo, piel, cartilago, etc. (Sabino M., et al 2017). Para la
generacién de los tejidos antes mencionados se requiere de un material que ejerza de
suplante de la”” matriz extracelular” del tejido de origen, por esta razon se utilizan diversos
biomateriales de los cuales los mas utlizados son los sintéticos y biologicos. Los
biomateriales sintéticos son producidos en laboratorios por medio de procesos industriales de
los que destacan: los polimeros, los metales, los de origen ceramico y los nanocompasito. En
cuanto a los biomateriales biol6gicos son aquellos que se obtienen mediante productos
encontrados en la naturaleza ya sean de origen mineral, vegetal o animal como lo son el
colageno, la fibrina, la agarosa, el quitosano, el alginato, entre otros

(Serrato O., et al 2015).

IV. EFICIENCIA DE LOS MATERIALES EN EL TRATAMIENTO DE HERIDAS

Los apédsitos se consideran una nueva forma de entender la cicatrizacion de heridas y el
proceso de curacion. Frecuentemente, las heridas cronicas son uno de los principales motivos
de consulta en la practica médica, y, por tanto, su cuidado ha demostrado ser un desarrollo
complejo con la intervencién de muchos factores.

Actualmente, la mayor parte de la informacién disponible sobre los apdsitos evalia su
comportamiento, concentrando todos los esfuerzos para seleccionar de forma adecuada,
eficaz y eficiente los materiales a utilizar. En general, buscar aquellas capacidades que
favorezcan la limpieza, el desbridamiento y la formacion de tejido de granulacién, creando un
ambiente permanentemente hiumedo que estimule la migracién epitelial, favoreciendo asi la
cicatrizacion de heridas. (L. Ibarra. 2019).

Para comprender el comportamiento en la practica clinica de diferentes tipos de materiales
en el tratamiento de heridas, se evaluaron diferentes biopolimeros que pudieran cumplir con
propiedades apropiadas para demostrar que podrian ser opciones terapéuticas viables para
el tratamiento de lesiones. Esto puede reducir mucho el tiempo de curacién, aumentar la
eficiencia del proceso y asi mejorar la calidad de vida de las personas con estos antecedentes
médicos. Asimismo, se debe considerar la eficiencia del tratamiento, ya que estos son
altamente rentables para los pacientes que necesitan tratamiento y deben cumplir con
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aspectos como hiocompatibilidad, agresividad fisica, quimica o bacteriana, mantener himedo
el lecho de la tlcera, y lo mas importante; son faciles de aplicar y quitar.

Es fundamental mencionar que ningun apdsito es adecuado para todos los tipos de heridas,
por lo que uno de los aspectos mas desafiantes del proceso de tratamiento es elegir el
material de cicatrizaciébn adecuado. Las opciones de tratamiento son amplias y a menudo
diferentes para cada paciente, y su seleccién se basa en ajustes a las necesidades del
paciente, segun el tipo de herida, apariencia, cantidad de exudado, nivel de dolor del paciente
y/o signos de infeccién.

A continuacién, se resumen los principales materiales de andamiaje que cumplen con las
caracteristicas adecuadas.

1) Celulosa

La celulosa es un polisacarido que contiene el biopolimero elemental encontrado en la
naturaleza. Es una de las moléculas principales que componen la pared celular de una planta.
La celulosa estd compuesta por glucosa en forma lineal, también conocida como
anhidroglucosa se encuentra unida asi misma (Naomi, R., et al 2020) por B-1,4 enlaces
glucosidicos con residuos de celobiosa como una unidad repetitiva con diferentes grados de
polimerizacién (Bai, F., et al 2019).

El uso de la celulosa se ha visto limitado al sector industrial a pesar de sus diferentes
particulas celulésicas las cuales originan materiales de diversas microestructuras y
propiedades que pueden resultar beneficiosas en la biomedicina debido a su compatibilidad
con el tejido humano ademdas de sus propiedades semi cristalinas que permiten la
observacion en busca de anomalias en las heridas. (Seddiqi, H. et al 2021). De acuerdo con
los resultados de segun Thomas D. et al (2020) en la evaluacion in vitro con el uso de
macrdéfagos crudos en los ensayos in vitro aplicando una pelicula de alginato modificado con
aloe vera y nano cristales de celulosa. Las peliculas se prepararon con el metodo fundicién
con solvente para esto se prepar6 una solucion de Na ALG al 1% en agua desionizada, se
afiadié un 15% de miel también se agregd agente plastificante, después 5% de solucién
CaCl2. Los resultados obtenidos demuestran una superior biocompatibilidad y las excelentes
propiedades antimicrobianas necesarias para la cicatrizacion de heridas gracias a las
caracteristicas proporcionadas por los materiales del alginato de miel, aloe vera y los nano
cristales de celulosa.

2) Hidrogel

El hidrogel es un compuesto 3D de polimeros hidrofilicos, los cuales se forman por la
retencién de agua (Pan, Z. et al.,, 2021) pueden ser obtenidos mediante biomateriales
naturales como lo son el alginato, quitosano, &cido hialuronico, entre otros; o a través de
materiales sintéticos como lo es el alcohol polivinilico, poliacrilamida, etc. (Su J. et al ,2021

Los hidrogeles han sido utilizados no solo como una barrera fisica contra infecciones para
impedir que las bacterias y el oxigeno penetren en la herida, ademas son un apoésito para
lesiones los cuales estdn compuestos de 90% de agua (Zeng, D. et al.,2021). Debido a la
gran cantidad de agua que contienen resulta beneficiosos para la hidratacion de las heridas,
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dando una sensacion refrescante y calmante en la zona afectada, lo cual ayuda a una
considerable reduccién del dolor para los pacientes. Una adecuada cicatrizacion de las
lesiones e indolora puede incrementar la calidad de vida alrededor de todo el mundo, para
obtener este objetivo constantemente se busca innovar en el campo de la biomedicina esto
mediante la creacion de apdsitos combinados, se propone que los apdésitos para heridas de
hidrogel puedan ocupar un papel fundamental en el perfeccionamiento del cuidado de las
heridas (Opt V. et al., 2020).

De acuerdo con los resultados segun Rafati Z., et al., 2019 en los estudios clinicos
experimentales los cuales consistieron en acelerar el proceso de curacion de las heridas y el
mantenimiento de la humedad en esta misma. Se demostré la calidad de recuperacion celular
en el tejido de ratones tratado con apésito para heridas de hidrogel con clara de huevo
cargada con miel/poli(alcohol vinilico)/bionanocompuesto de arcilla. Las heridas de los
ratones del grupo SN y Sl fueron infectados con Staphylococcus aureus y tratados con una
pelicula esterilizada de hidrogel bionanoompuesto S5, mientras que en el grupo CN (grupo
de control) fueron tratadas con avanzados apdsitos comerciales para el ultimo grupo GN y Gl
las lesiones de los roedores fueron cubiertos por la cantidad adecuada del hidrogel
bionanoompuesto G5. EI hidrogel bionanocpmpuesto cargado de miel demostré sus
excelentes habilidades en mantener una region humeda en la superficie de las heridas y su
capacidad en el proceso para acelerar el proceso de regeneracion celular.

En la Fig.4 se observa el progreso de curacion de la herida y la comparacion de
cicatrizacion en las heridas en los animales seleccionados.

Oth day 2nd day Sth day 10th day

GN Group SI Group SN Group CN Group

G1Group

Fig. 4 Aspectos macroscoépicos de las heridas de los animales seleccionados de los grupos CN, SN,
Sl, GN y Gl durante el proceso de cicatrizaciéon de heridas (Rafati, Z., et al 2019).
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Asi mismo Kim M. et al., 2020 realizo cuatro apositos de hidrogeles antimicrobianos a base
de PVA vy difloretohidroxicaramalol derivados del alga parda Ishige okamurae en diferente
porcentaje de peso los cuales fueron 0,025 %, 0,05 %, 0,1 % y 0,2 % en peso de DPHC los
cuales fueron utilizados en seis ratones con una incision de 5mm de didmetro y fueron
observados durante 14 dias. El hidrogel 0,1% en peso de DPHC obtuvo buenos resultados
debido a su rapida reepitelizacion en comparacién con los otros grupos, ademas de contener
efectos antioxidantes y promover la regeneracion del foliculo capilar.

Los resultados obtenidos en ambos estudios clinicos experimentales demostraron la
excelente calidad de los apodsitos de hidrogel donde el alcohol polivinilico actu6 como
biopolimero base en el tratamiento de la aceleracion cicatrizal de las heridas, estos resultados
concluyen que los apédsitos de hidrogel combinados tienen un gran potencial para el
tratamiento de heridas agudas infectadas y no infectadas, ademas se sugieren como apdsitos
combinados funcionales en précticas.

V.CONCLUSIONES

Se analizaron dos biopeliculas la celulosa y el hidrogel, esto debido a que se buscaban
aquellos que cumplieran con las condiciones de humedad para favorecer el crecimiento del
tejido epitelial, en el caso de la celulosa Thomas D, et al en 2020 emplearon un método en el
que aplicaron un nano cristales de celulosa combinados con alginato y aloe vera, esto es
bastante distinto a lo que se venia manejando por ejemplo desde la década de los 90s el
empleo de la celulosa con fines de regeneracién de tejidos ha sido a partir de celulosa
bacteriana y el método mas empleado ha sido por medio de la sintesis de este material,
existen distintas evidencia de ellos en los trabajos de Krasteva et al, 2017, R Portela, Et al
2019 asi como Ross, et al, 1991, entre otros. Los hidrogeles han sido empleados Gltimamente
debido a la gran cantidad de agua que contienen y que permiten una mayor movilidad y
representan una barrera que impide el paso de bacterias a la zona afectada, Rafati Z, et al
2019 empled apositos en ratones para verificar la eficiencia de estos apositos que fue
altamente efectiva, el material principal de estos apdésitos empleados fue la miel, existe una
gran diversidad de estudios de hidrogeles y que varian en el método y el material, existen de
plata i6nica Vazquez H, Miraval M, Caballero P, 2018 realizaron investigaciones acerca de
hidrogel de plata ibnica, encontrando pequefas diferencias entre el uso de distintos apdsitos
y el de hidrogel de plata ibnica en enfermos de diabetes, no encontraron distinciones en el
uso de otros apésitos y el de plata ibnica para heridas venosas o Ulceras de presion.

Los apoésitos de hidrogel representan una gran ventaja frente a tratamientos anteriores como

lo eran las pastas de dextranomero Colin D, Kurring PA, Yvon C., hicieron un analisis
diferenciado de este material con apésitos de hidrogel amorfo en pacientes con ulceras por
presion indicando que la reduccion de la zona de la herida de los apositos fue de 35%
mientras que de la pasta solo del 7%.

Finalmente podemos concluir que los estudios expuestos en esta investigacidén demuestran
la eficiencia de las biopeliculas, en especial los apdsitos de hidrogel, que como vemos han
sido objeto de diversos estudios empleados principalmente en pacientes a diferencia de los
agui expuestos que han sido en animales, pero que han mostrado un avance significativo en
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el tratamiento de las heridas cutaneas de dificil tratamiento como son el pie diabético o las
ulceras por presion.
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Resumen — Pithecellobium dulce es un arbol nativo de México que proporciona un fruto para el
consumo humano considerado una excelente fuente de proteinas y fibra. Ademas, se utiliza de forma
etnomedicinal en problemas gastrointestinales gracias a sus compuestos bioactivos, principalmente los
fendlicos. Se ha observado que estos compuestos tienen efecto antioxidante, antiinflamatorio,
hepatoprotector, entre otros. Estos compuestos pueden oxidarse por elevadas temperaturas, luz y la
actividad acuosa. Este trabajo presenta la variacion de los compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante de la semilla de Phithecellobium dulce utilizada como materia prima para la fabricacién de
una galleta, utilizando la materia prima y agua, secando a 40°C en un horno eléctrico con circulacion
forzada de aire.

Palabras clave — Compuestos fendlicos, capacidad antioxidante total, espectrofotometria.

Abstract — Pithecellobium dulce is a mexican native tree that provides a fruit for human consumption
considered as an excellent source of protein and fiber. It is also used ethnomedicinally in gastrointestinal
problems due to its bioactive compounds, mainly phenolic compounds. It has been observed that these
compounds have an antioxidant, anti-inflammatory, hepatoprotective effect, among others. These
compounds can be oxidized by elevated temperatures, light, and water activity. This work presents the
variation of the phenolic compounds and the antioxidant capacity of powdered Phythecellobium dulce
seeds used as raw material for the manufacture of a cookie, using the raw material and water, drying at
40°C in an electric oven with forced air circulation.

Keywords — Phenolic compounds, total antioxidant capacity, spectrophotometry.
l.  INTRODUCCION

El arbol Pithecellobium dulce es nativo de México, es conocido en algunas localidades
como guamuchil, humuchil o pizan. Es considerado una buena fuente de proteina, grasas e
hidratos de carbono. Ademas, presenta propiedades antiinflamatorias y antioxidantes,
probablemente debidas en parte a los compuestos fenélicos que se han reportado en diversos
estudios como por ejemplo, acido caféico, acido clorogénico, acido ferudlico, acido galico,
acido p-cumarico, acido protocatecuico, apigenina, catequina, daidzeina, kaemferol, luteolina,
guercetina, miricetina, naringina y rutina (Vargas-Madriz et al. 2020).
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ll. MARCO TEORICO

A. Pithecellobium dulce

El nombre Pithecellobium es el género al que pertenece este arbol, proviene del griego
Pithekos que significa “arete del mono” por la forma enroscada que tienen algunos frutos, y
el nombre de la especie dulce proviene del latin que hace referencia al sabor caracteristico
del arilo (fruto) (Parrota 1991). P. dulce pertenecen a la familia de las leguminosas y subfamilia
de Mimosoideae, son especies del género Pithecellobium que consta de 100 a 200 especies
(Srinivas et al. 2018). Su ubicacién natural comprende areas tropicales de México como
Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Querétaro, Jalisco, Veracruz, Yucatan, Baja California,
Sonora y Chiapas, también en partes del sur del continente americano como Venezuela,
Colombia, y Honduras (Parrotta, 1991).

Desde tiempos antiguos la dieta de los seres humanos se basaba en alimentos naturales;
sin embargo, actualmente la dieta se caracteriza de manera general por un exceso de
consumo de energia a partir de grasas saturadas (Evia and Roberto 2018). La literatura
menciona la utilizacién del arilo como remedios tradicionales, principalmente para problemas
gastrointestinales (Monroy and Colin 2004). En base a esto se han realizado investigaciones
cientificas para determinar los compuestos fitoquimicos de la planta y sus efectos
farmacologicos para beneficio de la salud humana (Rao et al. 2018).

B. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos contienen un o mas anillos aromaticos (fenil) unidos a uno o
varios hidroxilos (OH), estos provienen del metabolismo secundario de las plantas, donde su
funcién principal es de fitoalexinas, pigmentacion y caracteristicas sensoriales en las plantas
(Maestro-Duran et al., 1993; Pefarrieta et al., 2014). Ademas de ser compuestos importantes
para las plantas, también se caracterizan por su capacidad como antioxidantes naturales y
son incorporados a la dieta humana (Porras-Loaiza and L6pez-Malo 2009). Todos los
compuestos fendlicos son diferentes en su estructura por lo que se catalogan dependiendo la
solubilidad, y la cantidad de anillos fendlicos que contienen (Valencia-Avilés et al. 2016). Se
clasifican de acuerdo a su estructura quimica en flavonoides o no flavonoides; y dentro del
grupo de flavonoides se encuentran las antocianidinas, antocianos, flavanoles, flavonoles,
taninos o proantocianidinas; mientras que en el grupo de no flavonoides se encuentran los
acidos fendlicos, acidos benzoicos, acidos cinamicos, estilbenos, resveratrol (Valls et al.,
2000).

Para poder estudiar el efecto de esta planta es usual realizar experimentos in vitro e in
vivo. El material vegetal posterior a la recoleccion se suele secar y moler para conservarlo
mejor y analizar sus componentes. En el estudio de modelos animales se requieren de
preparaciones como infusiones o galletas. En este caso se utiliza como materia prima la
semilla de Pithecellobium dulce en polvo a la cual se le afiade agua para formar una masa
compacta que posteriormente se seca en un horno a 40°C. El objetivo del verano de
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investigacion fue observar la variacion de los valores de compuestos fendlicos totales y la
capacidad antioxidante de la semilla de Phithecellobium dulce utilizada como materia prima
para la fabricacion de una galleta, utilizando la materia prima y agua, formando una masa y
secando a 40°C en un horno eléctrico con circulacion forzada de aire.

. METODOLOGIA

La muestra vegetal se recolecto en la localidad de Jalpan de Serra, Querétaro, México, en
la temporada primavera-verano 2022. Los arboles fueron identificados por el especialista del
herbario “Dr. Jerzy Rzedowski” de la FCN. Posteriormente a la cosecha, la muestra vegetal
se sometié a secar en un horno con ventilacién forzada 40°C hasta obtener peso constante.
La muestra seca se molié utilizando una criba de 0.5 mm. Posteriormente se tomaron 2 g de
muestra tamizada y se rehidraté con 2 mL de agua para formar una galleta hecha solo con la
muestra vegetal. Se sometidé nuevamente a secado a 40°C. Para los andlisis se realizaron
extracciones a partir de la materia prima en polvo y de la galleta. Se realizaron los extractos
de alcohol y agua al 100%. Para la extraccion se utilizaron 0.2 g 0 2 g de muestra en 5 mL de
solvente (tabla 1). En la muestra A se utiliz6 agua y en muestra B metanol puro, con agitacion
continta utilizando un vortex durante 10 min. Posteriormente la muestra se centrifugé a 3000
rpm durante 10 min y se tomé el sobrenadante el cual se filtré utilizando un papel filtro de 0.45
micras. El material resultante se liofilizd y las muestras se almacenaron a -80°C. Este
procedimiento se realiz6 para la obtencién de un total de cuatro muestras presentadas en la
tabla 1.

Tabla 1. Muestras

Muestra Soluto Solvente
Muestra A 0.2 g de galleta 5 mL de agua
Muestra B 0.2 g de galleta 5 mL de metanol puro
Muestra C 0.2 g de muestra vegetal seca 5 mL de agua
Muestra D 2 g de muestra vegetal seca 5 mL de agua

A. Determinacién de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) en todos los extractos se determiné
utilizando el método de Folin-Ciocalteau (Singleton et al. 1999). La ecuacion para la curva de
calibracion obtenida fue y = 0.0037x + 0.026, r?> = 0.9926. Los valores de CFT se reportaron
como mg equivalentes de acido galico por 100 g de extracto liofilizado (mg GAE / 100 g EL).

B. Flavonoides totales
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El contenido de flavonoides totales (TFC) se determindé mediante un método colorimétrico
(Zhishen et al. 1999). La ecuacion para la curva de calibracion fue y = 0.0025x + 0.0275, r? =
0.9965. Los resultados se expresaron en mg de (+) - equivalentes de catequina por 100 g de
extracto liofilizado (mg EC / 100 g EL).

C. Taninos condensados

Los taninos condensados se determinaron por el método de vainillina (Deshpande and
Cheryan 1985). La curva de calibracion obtenida fue y = 0.1497x + 0.0039, r? = 0.9944. Los
resultados se expresaron en mg de (+) - equivalentes de catequina por 100 g de extracto
liofilizado (mg EC / 100 g EL).

D. 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo

Se realizé el ensayo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) segun lo informado por
(Dewanto et al. 2002). En este método la curva de calibracion fue igual a y = -0.0012x +
0.9217, r> = 0.9875. La capacidad antioxidante se expresa en umol de equivalentes de trolox
/ g de extracto liofilizado (umol de TE / g de EL).

E. Poder antioxidante reductor férrico

Se realiz6 un ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP) basado en un método
anterior (Benzie and Strain 1996). La ecuacion obtenida para la curva de calibracion fue y =
0.0037x - 0.0329, r?> = 0.9945. La capacidad antioxidante se informa como pmol de TE / g de
EL.

F. Capacidad antioxidante equivalente trolox

El ensayo de capacidad antioxidante equivalente trolox (TEAC), también llamada ABTS,
se llevo a cabo de acuerdo con el método establecido por (Van Den Berg et al. 1999). En este
método se obtuvo la siguiente ecuacion de curva de calibracion y = -0.001x + 0.674, r? =
0.9211. La capacidad antioxidante se expresa como uymol TE / g EL.

IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Para la realizacion de este estudio fue necesario el uso del software GraphPad Prism® En
la tabla 2 se puede observar los promedios de compuestos fendlicos totales, flavonoides,
taninos condensados y la capacidad antioxidante determinada por DPPD, FRAP y TEAC.
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Tabla 2. Comparacién de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de las muestras de arilo

de P. dulce.
Extracto CFT Flavonoides totales cogggrig?;ios
(mg GAE /100 g EL) (mg EC/100g EL) (mg EC /100 g EL)
Muestra A 9134 + 377.32 66.67 + 32.98?2 8.637 £ 0.85312
Muestra B 6054 + 678.5° 333.3 +149.5° 5.994 + 0.1889°
Muestra C 3518 + 415.3° - 2.550 + 0.5363°¢
Muestra D - 5787 + 1588° -
Capacidad Antioxidante
DPPH FRAP TEAC
Extracto
(umol TE /g EL) (umol TE /g EL) (umol TE / g EL)
Muestra A 28701 £ 995.52 16356 + 15132 25156 + 20522
Muestra B 29560 + 644.5° 26985 + 1025 2689 * 65.66°
Muestra C 9123 +1041° 8738 £ 1489° 26658 + 96.15°¢
Muestra D - - -

Los resultados se describen como el promedio + una desviacién estandar (DE). Letras diferentes
por columna describen diferencias significativas mediante prueba de t Student, n =3 x 3y p < 0.05.

El analisis indica que los valores de la capacidad antioxidante total difieren en los
resultados de los diferentes métodos realizados en cada muestra de P. dulce, asi como entre
estas. Podemos observar una tendencia de menor cantidad de compuestos en un extracto
acuoso, por ejemplo, en los CFT en cada método utilizado con excepcion del ensayo de TEAC
de manera que, el extracto metandlico se presenta como el Optimo para encontrar
cuantitativamente mayor cantidad de compuestos correspondientes a cada método. Asi, la
determinacion de los diferentes solventes logra diversificar la cantidad de estos como lo
mencionan otros autores (Vargas-Madriz et al. 2020), adem@s las revisiones del tema indican
que no existe un método cuantitativo universal y simple para determinar exactamente la
capacidad antioxidante (Prior. Wu and Schaich 2005).

La medicién de la CAT se hace relevante porque integra el potencial antioxidante como
expresion principal de la actividad de uno o varios biocompuestos presentes al mismo tiempo
(Apak et al. 2016).

Pagina 18 1



24° Verano de la Ciencia de la Region Centro.

V. CONCLUSIONES

Las caracteristicas biolégicas de cada planta y fruto generan diversas cantidades de
moléculas esenciales, como las proteicas, lipidicas e hidratos de carbono que influyen en la
extraccién o en la determinacion cuantitativa de los compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante. Es asi que, el método de extraccién y el proceso del soluto, como lo es el tipo
de secado ya sea variando la temperatura o la humedad e incluso el tiempo de exposicion,
es fundamental para lograr un buen resultado.

VI. RECONOCIMIENTOS

Este trabajo se realiz6 bajo la direccion del Dr. Jorge Luis Chavez Servin y el
asesoramiento del Mtro. Angel Félix Vargas Madriz a quienes agradezco el apoyo brindado,
asi como a la Universidad Autbnoma de Querétaro por las facilidades y apoyo otorgado
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HISTORIA EVOLUTIVA DE LAS ALDOLASAS TIPO I, SUBFAMILIA
ALDOLASA NAL.
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Resumen — La reconstruccion de secuencias ancestrales es un método que implica la obtencion de
ancestros hipotéticos, por lo que, podria servir como guia para identificar los cambios que se han
generado. En esta investigacion, se presenta la reconstruccion de la historia evolutiva de la subfamilia de
las enzimas N-acetilneuraminato liasa, NAL aldolasa, un grupo de aldolasas de clase | dependientes de
piruvato. Este grupo proporciona una excelente perspectiva de cdmo la evolucién puede moldear una
reaccién quimica y un pliegue proteico para trabajar en diferentes vias metabélicas.

Palabras clave — Historia evolutiva, aldolasas, enzimas, ancestros, bioinformatica.

Abstract — The reconstruction of ancestral sequences is a method that involves obtaining hypothetical
ancestors, so it could serve as a guide to identify the changes that have been generated. In this research,
the reconstruction of the evolutionary history of the subfamily of enzymes N-acetylneuraminate lyase,
NAL aldolase, a group of class | pyruvate-dependent aldolases, is presented. This group provides
excellent insight into how evolution can shape a chemical reaction and protein fold to work in different
metabolic pathways.

Keywords — Evolutionary history, aldolases, enzymes, ancestors, bioinformatic.

I. INTRODUCCION

La seleccién natural es, probablemente la principal fuerza evolutiva que impulsa el cambio
en los seres vivos (Futuyma,2005). Charles Darwin en su libro “El Origen de las Especies”
propuso esta teoria en 1859, la cual nos habla, entre otras cosas, que la variabilidad es una
caracteristica heredable que poseen las especies, dando como resultado que un individuo
tenga diferente expresion de su genotipo y donde la seleccion natural también toma lugar.

Anteriormente para estudiar la categorizacion de las proteinas y las reacciones
bioquimicas se basaban en criterios cataliticos y estructurales, pero esto limita la aparicion
de nuevas actividades enzimaticas a partir de las antiguas; y, por lo tanto, en los ultimos afios
se ha observado que una investigacion evolutiva, en lugar de una donde Unicamente toman
en cuenta criterios estructurales y cataliticos, son mas altas las probabilidades de obtener
con éxito una modificacion de la actividad enzimatica de una proteina.

En este trabajo nuestro punto de partida son las enzimas NAL aldolasas, son enzimas (p/a)
de 8 barriles que logran la creacion y ruptura de enlaces C-C formando una base de Schiff
como intermediario con un residuo de lisina en el centro activo.
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La bioinformatica permite investigar, desarrollar y aplicar herramientas informaticas y
computacionales para poder acceder y mejorar el manejo de datos biolégicos. (Cuesta, 2011).
Esto, combinado con los avances en la teoria evolutiva y la explosion de la tecnologia
computacional, se ha podido lograr investigaciones que tengan un mayor entendimiento de
los origenes, la evolucion y la distribucion de la vida, asi como de sus biomoléculas. (Pauling
and Zuckerkandl, 1963)

Il. MARCO TEORICO
A. Historia evolutiva

A través del campo de estudio de la evolucién de proteinas se pueden conocer los factores
genéticos implicados en la evolucion de estructuras enzimas homoélogas (Smith,1970)

Al llevar a cabo comparaciones estructurales entre proteinas que realizan la misma funcién
en diversos organismos se observa que presentan homologia estructural a pesar de que su
secuencia difiere determinada cantidad de aminoacidos

B. Reconstruccién de secuencias ancestrales

Uno de los objetivos principales del estudio de la evolucion molecular es obtener
informacion sobre la estructura y funcién de las proteinas que han existido a lo largo del
tiempo utilizando como herramienta la reconstruccién de secuencias ancestrales (Chang,
Ugalde, & Matz,2005)

La reconstruccion de secuencia permite poner a prueba tanto la hipétesis de la
especializacion a partir de un rol general, asi como la pérdida de una actividad especifica.
(Chang & Donoghue, 200)

lIl. METODOLOGIA

Para realizar este trabajo se hizo una serie de actividades de indole bioinformético de
manera cronoldgica, ya que una dependia del resultado de la posterior. Consistié en 3 etapas,
en las cuales, se corroboro que la nomenclatura de las enzimas estuviera correcta 'y en caso
de que hubiera alguna alteracion cambiarla en la base de datos, después de continuo con
una actualizacion de los nimeros EC (Enzyme Commission Numbers) de las enzimas y por
ultimo se realiz6 una busqueda de secuencias de cada una de las enzimas.

a) Corroboracion de nomenclatura

A partir del programa principal Expasy que es el portal de recursos bioinformaticos de la
SIB Swiss Institute of Bioinformatics, nos redirigié al program ENZYME que es un almacén
de informacion de la nomenclatura de enzimas. Se basa principalmente en las
recomendaciones del Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (IUBMB) y describe cada tipo de enzima caracterizada para la que se ha
proporcionado un numero E.C. Donde se corroboro que la nomenclatura estuviera correcta.

b) Actualizacién del E.C. de enzimas
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En el mismo programa descrito anteriormente, ENZYME, se actualizaron los ndmeros E.C.,
para tener integra la base de datos en su totalidad, asi posteriormente empezar con la
busqueda de las secuencias.

¢) Busqueda de secuencias

Se realizaron busquedas bioinforméaticas para cada enzima utilizando la herramienta de
busqueda de alineacién local basica (BLAST) en la base de datos de proteinas no
redundantes del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI). Cada ejecucion de
BLAST se delimité a mil secuencias para cada dominio de vida (Archaea, Bacteria y Eukarya).
En algunos casos, se usaron dos secuencias de consulta para un solo dominio de vida porque
una sola busqueda no arrojé algunas secuencias reportadas en la literatura.

Los miembros identificados de esta subfamilia se resumen en la figura 1.
IV. RESULTADOS

Se obtuvieron las secuencias lider de cada una de las enzimas, se trataron de
seleccionaron las primeras 100 o dependiendo el caso de cada enzima, ya que, algunas
arrojaron menos de 100 resultados, se seleccionaron los resultados, en ambos casos, bajo
dos criterios: El primer criterio de seleccion consistio en utilizar secuencias por debajo de un
umbral definido por el primer incremento de un orden de magnitud, o mas, en valor E en la
lista de secuencias recuperadas (el mayor valor E permitido fue 1x10-11); el segundo criterio
de seleccién fue que las secuencias deberian mostrar una cobertura de consulta del 60% o
mas. Ver las secuencias lider en la figura 2.

MAL Subfamily

MNotas Enzyme Accepted Name E.C
MNAL N-acetylneuraminate lyase 4,1.3.3
DHODPS THDPS 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase. 4.3.3.7
CPOEA 4-(2-carboxyphenyl)-2-oxobut-3-enoate aldolase. 4.1.2.34
HBPHA Trans-o-hydroxybenzylidenepyruvate hydratase-aldolase. 4,1.2.45
KDPGA 2-dehydro-3-deoxy-phosphogluconate aldolase. 4.1.2.14
KDPGalA 2-dehydro-3-deoxy-6-phosphogalactonate aldolase 41221
KHGA HOGA A-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase. 4,1.3.16
No se considera KDGDH 5-dehydro-4-deoxyglucarate dehydratase 4.2.1.41

Fig. 1. Enzimas miembros de la subfamilia NAL.

-
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P
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Enzima Dominio Secuencia

CPOEA B Nocardioides sp.
A Methanosaeta thermophila.
THDPS B Escherichia coli
E Arabidopsis thaliana y Phytophthora infestans
HBPHA B Pseudomonas putida
A Sulfolobus solfataricus
KDPGA B Clostridium acetobutylicum
E Phaeodactylum tricornutum
B Escherichia coli
KDPGalA E Ceratitis capitata
A Halorubrum lacusprofundi
B Escherichia coli
HOGA
E Bos taurus
B Escherichia coli
NAL
E Sus scrofa y Trichomonas vaginalis

Fig. 2. Secuencias lider. Claves: A: Archaea; B: Bacteria; E: Eukarya.

V. CONCLUSIONES

El estudio de estos factores ha permitido redisefiar algunas enzimas para que catalicen
nuevas actividades, la reconstruccion de secuencias ancestrales de enzimas puede llegar a
funcionar como una guia que ayudaria con més exactitud a modificar la actividad enzimatica
de un miembro de esta subfamilia en la actividad de otro miembro; en base a lo expuesto
anteriormente podemos decir que cuanto menor sea la distancia evolutiva entre dos
secuencias, menos complicado seria modificar la actividad de una secuencia por la actividad
de la otra.

Esto nos permitira poder tener mas control sobre la modificacion que se busca para
mejorar la actividad catalitica de diferentes enzimas o propiedades de proteinas, y tendria
mucho alcance en la ingenieria de proteinas, lo cual en afios pasados no se habia explotado
en su totalidad esta area. Teniendo las secuencias lideres de las enzimas seleccionadas, en
un futuro, se podria construir un arbol filogenético donde se veria con mas claridad lo
desarrollado en este trabajo, obteniendo asi un campo mas grande donde el estudio evolutivo
de las enzimas y la reconstruccion de secuencias ancestrales podria ser de gran utilidad y de
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aqui a unos afios, el rango de aplicacion podria llegar a ser mas amplio y ser una herramienta
muy eficaz.
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Resumen —En este trabajo se presenta la respuesta inhibitoria en el crecimiento microbiano de los
extractos de metanol y hexano de hojas de muérdago Psittacanthus calyculatus, fueron probados para su
actividad antimicrobiana contra 3 cepas de bacterias mediante el método de difusiéon en disco. Los
extractos metanélicos fueron los que presentaron una mejor respuesta inhibitoria teniendo un maximo de
22 mm de didmetro en la zona de inhibicidn para Staphylococcus aureus, para la concentracion de 400
pg/disco, las zonas de inhibicidn variaron desde 6 a 22 mm de diametro, para ambos extractos la respuesta
de Klebsiella pneumoniae fue minima teniendo una zona de inhibicién de 6 mm de didmetro para la
concentracion de 400 pg/disco.

Palabras clave — Psittacanthus calyculatus, Inhibicién, Extracto de muérdago.

Abstract — In this work, the inhibitory response on microbial growth of methanol and hexane extracts
of mistletoe leaves Psittacanthus calyculatus, were tested for their antimicrobial activity against 3 strains
of bacteria by disk diffusion method. The methanolic extracts were the ones that presented the best
inhibitory response, having a maximum of 22 mm of diameter in the zone of inhibition for
Staphylococcus aureus, for a concentration of 400 pg/disc, the zones of inhibition were from 6 to 22 mm
of diameter, for both extracts, the response of Klebsiella pneumoniae was minimal, having a zone of
inhibition of 6 mm of diameter for a concentration of 400 pg/disc.

Keywords — Psittacanthus calyculatus, Inhibition, Mistletoe extract.

|. INTRODUCCION

Los productos naturales vegetales se han utilizado con fines terapéuticos desde hace miles
de afios, y en la actualidad no se ha perdido por completo esta técnica, incluso la busqueda
por nuevas alternativas ha crecido, debido al incremento de nuevas enfermedades y la
resistencia de las bacterias a los antibiéticos.

El uso de compuestos antimicrobianos naturales se ha utilizado de manera significativa
como control del crecimiento microbiano en la condicion de enfermedades, asi como en la
conservacion de alimentos. [1]

Psittacanthus calyculatus es ampliamente utilizado en la medicina tradicional mexicana
para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, la cual hoy en dia es la principal causa
de muerte en México. [2]

Debido a las propiedades de este producto se busca encontrar su efecto inhibitorio en
diversas bacterias que en la actualidad presentan una gran capacidad de mutar y presentar
mayor resistencia a los antibiéticos que se manejan en la actualidad.
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Il. MARCO TEORICO

El uso de aceites esenciales de plantas tanto en la industria alimentaria como en la
farmacéutica se ha desarrollado de manera interesante, un examen sisteméatico de extractos
de plantas para estas propiedades se ha vuelto cada vez mas importante.

Los muérdagos son plantas semiparasitas que adquieren sus nutrientes al quelarlos del
huésped. Estas plantas se utilizan en la medicina tradicional para preparar varios productos
como tés, tinturas, aspectos nutricionales y algunos ungiientos debido a sus efectos
terapéuticos observados [3].

Psittacanthus calyculatus es una planta semiparasitaria que crece en una gran variedad
de plantas cosechables, silvestres o cultivadas, pertenecientes a las familias Rutaceae,
Leguminosae lefiosas (Fabaceae), Conniferae, Fagaceae, Myrtaceae (Eucaliptus) y
Pinaceae, muchas de las cuales son arboles frutales o plantas productoras de madera. En
México, es literalmente mas comunmente conocido como "el cancer de las plantas" y
"verdadero muérdago"”. Es vista por los agricultores como una planta muy dafiina porque se
asocia con grandes pérdidas de cultivos y, a veces, con la muerte de las plantas huésped.
Sin embargo, se utiliza en la medicina popular como antiséptico y como tratamiento para la
hipertension, asi como para la alopecia. [2]

lIl. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se utilizd la metodologia realizada por Jacobo Salcedo et al. [1] con
algunas modificaciones.

A. Preparacién de los extractos de hoja de muérdago (Psittacanthus calyculatus)

Se utilizo la metodologia de Keskin y Ceyhan-Guvensen [4], con algunas modificaciones. Se
utilizaron dos sistemas de extraccion los cuales fueron metanol y cloroformo para lo cual, se
peso 1 g de harina de hoja de muérdago Psittacanthus calyculatus, la extraccién fue continua
durante 24 horas a temperatura ambiente con una agitacion oscilante de 120 rpm. Los
extractos se filtraron mediante un sistema de vacio con papel Whatman no. 4, se recolecto el
filtrado para su evaporacion en un rotavapor al vacio a 50°C. Las muestras secas se trataron
de la siguiente forma, el extracto de metanol se resuspendié en 2 ml con el mismo solvente y
el extracto de hexano en 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO al 5% wi/v).

B. Actividad antimicrobiana

Se trabajo con tres cepas patdgenas identificadas como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus Yy Klebsiella pneumoniae. Las cepas fueron sembradas previamente en caldo BHI e
incubados por tres horas a 37° C, hasta alcanzar una densidad microbiana de 1 x 108 UFC/mL
(0.5 Unidades en la escala de MacFalrand) antes de realizar la prueba antimicrobiana.
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Se utiliz6 en método difusion de disco [1]. Se utilizaron discos de papel filtro Whatman
estériles (6 mm de didmetro). Los discos fueron impregnados con los extractos de hoja de
muérdago, en concentraciones desde 20 hasta 400 pg/disco. Se uso un control negativo
impregnado con solvente, como control positivo, el antibiético kanamicina a una
concentracion de 50 ug/ disco, la actividad antimicrobiana se definié por el tamafio en mm del
halo de inhibicién tras 24 horas de incubacion a 37° C.

C. Andlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado y fueron expresados como el valor medio * la
desviacion estdndar. Los datos se analizaron mediante la prueba de ANOVA de una via para
determinar los efectos de los tratamientos y las diferencias entre los valores medios se
compararon mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p < 0.05, utilizando
Minitab 18. Para realizar el efecto dosis respuesta se utilizd el Originlab para el analisis de
estos datos, mediante la ecuacion de Hill (ec. 1).

x?’l
KM+x™

y=S+(E-S5)

(ec. 1)

S= Constante de inicio
E= Constante de termino
x= Concentracion

n= Orden de la ecuacién
k= Constante de Hill

IV. RESULTADOS

En la figura 1 se muestra la Dosis-Respuesta de la bacteria E. coli para con el extracto
metandlico acoplado al modelo de Hill, con un valor de R? ajustada de 0.97
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Figura 1 Efecto Dosis-Respuesta de E. coli con el extracto metabdlico de P. calyculatus

La figura 2 de igual manera muestra la Dosis-Respuesta de la bacteria S. aureus ante el
extracto metanolico, mediante el modelo de Hill con un valor de R? ajustada de 0.96.
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Figura 2. Efecto Dosis-Respuesta de S. aureus con el extracto metanolico de P. calyculatus

La figura 3 muestra una comparacion de la media de la medida de los halos de
inhibiciéon por bacteria, de los solventes con nuestro control positivo, Para todas las bacterias

o
R
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se observa que no existen diferencias significativas entre el extracto de metanol y la
Kanamicina. En el hexano y la Kanamicina si que existe una diferencia significativa (p<0.05)

Halo de inhibicién (mm)

E.coli S. aureus K. pneumoniae

m Kanamicina = Metanol Hexano

Figura 3 Comparacién de halo de inhibicién de los extractos contra la kanamicina
*Letras distintas para cada bacteria indica diferencias significativas (P <0.05)
V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

De los extractos de metanol, cloroformo y hexano de hoja de muérdago probadas
contra 3 bacterias patdgenas para evaluar su actividad antimicrobiana, los extractos
metandlicos fueron aquellos que mostraron una mejor respuesta inhibitoria,
especialmente para Staphylococcus aureus en el cual se mostré la mayor area de
inhibicion de 22 mm de diametro (Figura 3), las zonas de inhibicion se encuentran en el
rango de 6-22 mm de diametro. De acuerdo con los resultados presentados por Dilev
Keskin y Nur Ceyhan-Guvensen [4] los extractos metandlicos también fueron los de
mejores resultados, para la bacteria S. faecalis teniendo la zona de inhibiciéon 22 mm de
diametro, para S.aureus la zona de inhibicién tuvo un tamafio de 15 mm, siendo menor
a nuestros resultados pero congruente debido a que la concentracidn maxima de extracto
usada por ellos fue de 50 pg/disco que es 8 veces menor a la concentracion maxima que
se trabaj6. Para el extracto de hexano resuspendido en DMSO si que se obtuvo una
respuesta inhibitoria para las tres cepas, a comparacion E. coliy K. pneumoniae usadas
por Dilev Keskin y Nur Ceyhan-Guvensen [4] no obtuvieron respuesta inhibitoria

Para nuestras tres cepas la mas resistente, segun la ausencia de halos de inhibicion
para concentraciones debajo a 400 pg/disco para ambos extractos. Al ser una bacteria
Gram negativa no posee pared celular, pero si un capsula de polisacaridos muy
resistente, esta cominmente asociada a la presencia de enzimas beta-lactamasas del
espectro extendido (BLEE) del grupo A codificada en los cromosomas, estas enzimas
facilitan la degradacion de antibiticos beta-lactamicos, estas enzimas normalmente
deben su efectividad a mutaciones, dos de ellas descritas la linea filogenética TEM vy
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SHV. Tipicamente asociada a esta bacteria también se encuentran las Carbapenemasas
del grupo A codificado en plasmidos, y han sido descritas en la misma denominas KPC[5].

De acuerdo con la caracterizacion quimica realizada por Moustapha [2] el muérdago
Psittacanthus calyculatus, es rico en compuesto fendlicos beneficiosos como el acido
galico y flavonoides como kaempferol, compuestos considerados polares, haciéndolos
solubles y afines a solventes polares tales como el metanol, este es el mas polar de los
dos solventes utilizados, esto explica que la mejor respuesta inhibitoria que se dio fuera
la del extracto de metanol, ya que este pudo arrastrar de mejor manera que el hexano
todos esos compuesto fendlicos de la hoja del muérdago Psittacanthus calyculatus

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se encontré que los extractos metandlicos presentaron la mayor actividad antimicrobiana.
Se comprobd que los extractos polares (metanol) obtenidos de las hojas del muérdago
presentaron mejor actividad antimicrobiana que los extractos obtenidos mediante solventes
de baja polaridad (hexano).

VIl. RECONOCIMIENTOS
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Resumen — Los contaminantes emergentes (CEs) son productos quimicos no regulados, ingresan al
medio ambiente causando efectos ecolégicos o adversos a la salud. Los antibi6ticos son CEs, su principal
fuente de entrada al ambiente son las aguas residuales y que resisten a procesos convencionales de
tratamiento de estas, provocando el desarrollo de cepas bacterianas resistentes a estos farmacos.
Antibidticos aminoglucoésidos y B-lactamicos se usan para salud humana y animal,
como plaguicidas y en veterinaria como promotores de crecimiento. Esta contaminacion incrementa la
necesidad de contar con un método de deteccion sencillo, especifico y con alta sensibilidad para poder
tener un control sobre el vertido y eliminacidn de este tipo de farmacos, como es el caso de Dot blot
aplicado en este trabajo.

Palabras clave — Contaminantes emergentes, antibidticos, Dot blot.

Abstract — Emerging contaminants are unregulated chemical products, antibiotics are considered ECs,
enter the environment causing ecological or adverse health effects. Antibiotics are ECs, their main source
of entry into the environment is wastewater and they resist conventional treatment processes, causing the
development of bacterial strains resistant to these drugs. Aminoglycoside and -lactam antibiotics are
used for human and animal health, as pesticides and in veterinary medicine as growth promoters. This
contamination increases the need for a simple, specific and highly sensitive detection method in order to
have control over the discharge and elimination of this type of drug, as is the case of the Dot blot applied
in this work.

Keys words — Emerging contaminants, antibiotics, Dot blot.

l. INTRODUCCION

En la actualidad se han identificado en el ambiente, productos quimicos no regulados, que
causan diversos efectos adversos en la biota e incluso para la salud, denominados
contaminantes emergentes (CES), los cuales se caracterizan por una alta persistencia y baja
degradacion en el ambiente. La principal fuente de entrada de los CEs son las aguas
residuales que en ocasiones son vertidas directamente en cuerpos de agua provocando
contaminacién ambiental [1]. Los CEs concurrentes en el agua son productos farmacéuticos,
hormonas, surfactantes, biocidas, detergentes, drogas de abuso, nanoparticulas, productos
de cuidado y de higiene personal. Los antibidticos son farmacos que también son
considerados como CEs, se utilizan para el tratamiento de enfermedades bacterianas. Al ser
metabolizados incompletamente llegan a las aguas residuales a través de heces fecales,
orina, por mala disposicion final, efluentes hospitalarios y algunas industrias. [2]
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El agua residual contiene una gran cantidad de microorganismos que estan en contacto
con los antibiéticos. Los antibidticos tienen un efecto persistente y sumado a que no son
monitoreados ni controlados han causado efectos en el medio ambiente. Estos grupos de
farmacos se encuentran frecuentemente en una concentracion inhibitoria minima dentro de
las aguas residuales, esto es un gran problema ya que al estar en contacto con bacterias
podrian provocar resistencia adaptativa y selectiva, que consiste en una menor capacidad de
penetracion del antimicrobiano al interior de la bacteria, impidiendo que a la larga estos
antibiéticos puedan perder su actividad. [3]

Entre los antibiéticos mas prescritos en medicina humana destacan los aminoglucésidos,
los macrolidos, y los B-lactamicos. Estos ultimos también son ampliamente usado en la
practica veterinaria como promotor del crecimiento incluyendo perros, gatos, palomas,
caballos, pollos de engorda, cerdos, cabras, ovejas, bovinos y peces. Los antibiéticos
aminoglucésidos se usan en la agricultura para tratar semillas contra virus y bacterias y para
controlar y prevenir enfermedades de las plantas producidas por bacterias.

Existen diversos métodos de deteccién para los CEs, entre ellos estan los inmunoensayos
gue son técnicas sensibles y especificas que detectan a moléculas mediante anticuerpos, las
ventajas de estas técnicas es que son facil de realizar y a bajo costo comparada con otros
métodos como HPLC, GC-MS o LC-MS.

El objetivo de este trabajo fue detectar mediante Dot blot, antibiéticos aminoglucosidos y
B-lactdmicos en distintas muestras de agua residual (influentes y efluentes), utilizando
anticuerpos policlonales anti-estreptomicina y anticuerpos policlonales anti-amoxicilina.

ll. MATERIALES Y METODOS

A partir de anticuerpos policlonales de conejo ya obtenidos previamente en el laboratorio,
contra amoxicilina (anti-AMX) y contra la estreptomicina (anti-STR), se realizO0 una
caracterizaciéon de estos, es decir, se comprobd su pureza, reactividad y especificidad,
adema@s se realiz6 Western blot para comprobar que las muestras fueran IgG. Posteriormente
los anticuerpos se usaron para detectar antibiéticos aminoglucésidos y B-lactamicos en
influentes y efluentes de aguas residuales.

A. Determinacion de pureza

Con la finalidad de verificar que las muestras de anticuerpos que se tenian, mantuvieran
Su pureza, se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) segun la
metodologia descrita por Laemmli (1970) y posterior tincién de los geles con plata. Las
condiciones de corrida fueron: gel de poliacrilamida 10% (p/v), la electroforesis fue continta
se a 80 volts por 1.5 h. Las muestras cargadas para analizar por electroforesis fueron de 10-
20 ug de proteina. Se esperaba obtener fracciones proteicas de 25 y 50 kDa, que es el PM
de los anticuerpos IgG. Para comprobar que las bandas proteicas obtenidas en la
electroforesis fueran IgG, se realizé una separacion electroforética de las proteinas mediante
Western blot. Estas posteriormente se transfirieron electroforéticamente del gel a membranas
de Polivinil difluoruro (PVDF) toda la noche a 12 mAmp. La deteccién de IgG se realiz6
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utilizando un anticuerpo anti-IgG de conejo Anti-Rabbit 1gG (whole molecule)-alkaline

phosphatase Sigma Aldrich con dilucion 1:5000. Para el revelado se usoé fosfatasa alcalina

(Sigm“N’l‘)'“'rirh\ u““--1do como sustrato para la - el 5-bromo-4-cloro-3-indol
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Figura 1: Andlisis electroforético para ver pureza

de anticuerpos policlonales: a) anticuerpos anti-
amoxicilina; b) anticuerpos anti-estreptomicina,;
M) Marcador de peso Molecular. Geles de
electroforesis Tris-glicina tefiidos con plata. Las
flechas indican las bandas proteicas.
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Figura 2: Western blot para comprobar el isotipo de
anticuerpos policlonales: a) anticuerpos anit-
amoxicilina (15 pg/ul); b) anticuerpos anti-
estreptomicina (1.25 pg/ul); M) Marcador de Peso
Molecular. Las flechas indican el peso molecular
caracteristico de las cadenas IgG.

alcalina (Zymed, San Francisco, EUA). Como sustrato de la enzima, se utiliz6 BCIP/NBT con
el cual se obtiene un color violeta como producto de la reaccién. Se us6 agua destilada como
control negativo.

C. Deteccién de antibidticos aminoglicésidos y B-lactamicos en aguas residuales

Mediante Dot blot se analizaron muestras de aguas residuales (influente y efluente)
tomadas de plantas tratadoras de Aguascalientes con los dos tipos de anticuerpos
policlonales que se tenian: anti-STR (dilucién 1:2500) y anti-AMX (dilucion 1:100).

[ll. RESULTADOS

Con tincion plata en el gel de poliacrilamida (Figura 1), se observaron bandas de
aproximadamente 50 kDa correspondiente a las cadenas pesadas de una IgG y otra de 25
kDa de las cadenas ligeras, y mediante Western blot se demostré que las muestras que se
tenian tanto de anticuerpos policlonales anti-AMX como de los anticuerpos policlonales anti-
STR son de isotipo IgG al observar bandas de aproximadamente 50 kDa y de 25 kDa vy al
reaccionar con anticuerpos anti-lgG usados en el Western blot (Figura 2). Mediante Dot blot
se demostré que los anticuerpos policlonles anti-AMX son especificos contra los antibiéticos
B-lactamicos, pues dieron reaccion positiva con los antibiéticos amoxicilina; penicilina;
ampicilina, que pertenecen a este grupo y no dieron reaccién alguna contra antibiéticos de la
familia de aminoglucdésidos, ni contra Clindamicina perteneciente a

la familia de las lincosaminas. Por otra parte, también se comprobé la reactividad y
especificidad de los anticuerpos policlonales anti-STR frente antibiéticos aminoglucésidos;
STR; neomicina; paromomicina, donde hubo cambio de color violeta esperado donde se
colocaron los antibiéticos indicando positividad y sin reaccion contra antibioticos de la familia
de B-lactamicos. (Tabla 1)
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Finalmente, mediante Dot blot realizado a muestras de PTAR del Estado de
Aguascalientes, se observO que los anticuerpos anti-AMX detectaron presencia de
antibiéticos B-lactamicos tanto en influentes como en efluentes. (Tabla 2). Asimismo, para los
anticuerpos anti-STR, detectaron presencia de antibiéticos aminoglucésidos en influentes y
efluentes en las muestras de aguas de PTAR. (Tabla 3).

Tabla 1. Dot blot para probar la especificidad de anticuerpos policlonales anti-AMX y anti-STR frente a
diversas familias de antibidticos.

1. Anticuerpos policlonales anti-AMX ( dilucién 1:100)
Control -
Control + (H20 Ampicilina Penincilina Cefalexina Neomicina Paramomicina STR
(AMX) destilada)

P
2. Anticuerpos policlonales anti-STR ( dilucién 1:2500)
Control + Control - | Neomicina = Paramomicina Amoxicilina Penicilina Ampicilina Cefalexina
(STR) (H20

destilada)

i

(i
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Planta Ciudad de Pabellon Ciudad Lomita de
tratadora Aguascalientes  Arteaga Gotica paso blanco
Influente

Efluente ® ® X 3 “'
Planta Ciudad de Pabellén Ciudad Gética Lomita de "Paso
tratadora Aguascalientes  Arteaga Blanco

Influente . . -9 .

Efluente ¢ o ™

Tabla 3. Dot blot de aguas de PTAR con anticuerpos policlonales anti-STR
(dilucién1:2500)

IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Mediante el ensayo Dot blot se probé la reactividad y especificidad de los anticuerpos
policlonales tanto anti-AMX como anti-STR frente a diferentes familias de antibiéticos. Para
los anticuerpos anti-AMX reconocieron a su antigeno (AMX), sin embargo, no fue el Unico
antibiético que provoco reaccion positiva con los anticuerpos, también con penicilina,
ampicilina, cefalexina, debido a que son antibidticos pertenecientes a la familia de [3-
lactamicos al igual que la amoxicilina y presentan estructuras similares pudiendo asi ser
reconocidos por los anticuerpos policlonales anti-AMX. Por otra parte, en la Tabla 1 apartado
2, se observa que los anticuerpos anti-STR no fueron especificos sélo contra este antibiético,
pero si para los farmacos de la misma familia; neomicina y paromomicina, estos compuestos
presentan una similitud entre sus estructuras moleculares con la STR, debido a que son
farmacos aminoglucésidos, esta similitud les permite que los anticuerpos anti-STR se unan a
algun epitopo que compartan estos compuestos. Los farmacos que no son de esta familia
(amoxicilina, cefalexina, ampicilina, penicilina) no reaccionaron con los anticuerpos anti-STR,
porque los anticuerpos no reconocieron epitopos en los antibiéticos B-lactamicos.

Enla Tabla 2 y Tabla 3, se observa la reactividad de los anticuerpos policlonales anti-AMX
y anti-STR frente a las distintas muestras PTAR tanto influentes como efluentes, lo que
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confirma la presencia de contaminacién por antibiéticos B-lactamicos y aminoglucésidos en
las muestras de PTAR, las condiciones de estas muestras de agua (contaminantes,
temperatura, pH), no afecta la reactividad de los anticuerpos. Las influentes se marcaron con
mayor intensidad (la intensidad correlaciona con la concentracion). Las aguas influentes son
el flujo de entrada y los efluentes de salida. Es importante mencionar que no se puede afirmar
que esto sea porque hubo una degradacién o remocién del farmaco por el tratamiento de
aguas, puesto que la toma de muestras de influente y efluente de cada PTAR se tomaron el
mismo dia, y en las PTARs para poder remover los contaminantes del agua debe de haber
un tiempo de residencia de varios dias, que depende de cada PTAR, de manera que el
efluente analizado no corresponde al mismo influente monitoreado.

V. CONCLUSIONES

Es crucial la deteccion constante de antibiéticos en las aguas residuales, para asi buscar
el desarrollo de nuevas estrategias de consumo, descarga, disposicion y eliminacion para los
antibiéticos, todo lo anterior con la finalidad de disminuir los efectos futuros en el medio
ambiente. Para deteccidén es muy Util realizar un ensayo Dot blot como se utilizé, fue muy facil
de realizar, se ahorr6 tiempo, y cumplié con el objetivo de este trabajo que fue confirmar la
presencia de contaminantes emergentes (antibidticos) en aguas residuales.
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Resumen — Se realiz6 un estudio profundo de los diferentes perfiles que se utilizan para modelar los
componentes encontrados en las galaxias para estudiar su estructura y poder realizar simulaciones que
permitan modelar una galaxia y analizar la importancia de estos perfiles sobre la formacion de éstas.

Palabras clave — galaxia, materia oscura, perfiles.

Abstract — A depth study of the different profiles used to model the components found in galaxies was
carried out in order to study their structure and be able to carry out simulations that allow modeling a
galaxy and analyzing the importance of these profiles on their formation.

Keywords — galaxy, dark matter, profiles.

I.  INTRODUCCION

Actualmente se sabe que la composicién del universo consta del 4% de materia bariénica,
como electrones, protones, etc., mientras que el 96% corresponde a una materia
desconocida, donde el 73% es materia gravitacionalmente repulsiva, denominada energia
oscura, y el 23% corresponde a una materia gravitacionalmente atractiva denominada materia
oscura. Esta materia es parte fundamental de la estructura del cosmos, ya que funciona como
un “esqueleto”, y es esencial para la formaciéon y dinamica de las galaxias y cluster de
galaxias.

Un reto que la sociedad cientifica tiene es encontrar la naturaleza de esta materia, ya que
se han observado evidencias de su existencia. El primer registro que se tiene de la materia
oscura es de Ernst Juluis Opik en 1922, el cual analizé la distribucién de masa de la galaxia
Andrémeda y concluyé que deberia de contener mas materia de la que observaba. La
siguiente evidencia que se reportd sobre la materia oscura tiene su origen en la década de
1933, cuando Fritz Zwicky estudio6 el camulo de galaxias Coma Berenice y concluy6 que debia
de existir mas materia que la observada para que la dinamica del cimulo fuera estable, siendo
el primero en plantear la materia oscura como un tipo de materia faltante para mantener al
cumulo unido. Sin embargo, no se consideré tema de interés sino hasta la década de 1977
cuando Vera C. Rubin, al medir la velocidad rotaciones de las estrellas cerca del centro de
las galaxias, observd que la materia en las galaxias debia ser mayor de la que podia
registrarse [1].
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Con estas evidencias la sociedad cientifica a tratado de encontrar algin candidato para la
materia oscura. Actualmente un modelo aceptado por los cosmélogos es el de la materia
oscura fria, ya que simulaciones numéricas de la formacion de la estructura con materia
oscura fria concuerdan con la mayoria de las observaciones que se realizan [2].

Il. MARCO TEORICO
Las galaxias es un conjunto de componentes que consta de estrellas, gas y en ciertas galaxias

Perfiles:
NFW
Burkert

Einasto
pISO

halo de materia oscura

@ /\ -

gas y estrellas .
Hernquist

Perfiles (estrellas):
Hernquist
Myamoto-Nagai
Plummer

Perfil (gas):

exponencial-sech z

Fig 1. Esquema de los componentes de una galaxia donde se
muestran alaunos perfiles aue pueden describirlos (imaaen propia).

de un bulbo galactico, como se muestra en la figura 1.

Pero un aspecto importante es que se ha considerado que las galaxias estan inmersas en un
halo de materia oscura, el cual interfiere en la dindmica de las mismas. Para poder estudiar
lo componentes de las galaxias, se considera un disco tridimensional. Por ejemplo, para el
disco gaseoso, considerando coordenadas cilindricas, inmerso en un potencial con la misma
simetria que el disco, las ecuaciones que tiene que cumplir son las siguientes:

10p , 00 _ vi,

pg or ar r ! (1a)
1 dp 0>
pg 0z 9z 0. (1b)
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donde pges la densidad del gas, p es la presion del gas, v,,; e la velocidad de rotacion del

gas y @ es el potencial. La ecuacién (la) describe el equilibrio entre la contribucion

gravitacional y la fuerza centrifuga junto con el gradiente de la presién. La ecuacion (1b)
describe el equilibrio hidrostatico en todo el eje de simetria.
Para que el sistema sea autoconsistente, se incorpora también la ecuacion de Poisson:

Vi = 4nG(pg + 0ot 0,) 2

donde p , es la densidad de materia oscuray p es la densidad del disco estelar.
A. Velocidad de rotacion

Al integrar la ecuacion 1b respecto a Z se obtiene la siguiente igualdad:

z1 6p
f Ldz = —®,(R,2). @)

Al integrar la ecuacion (3) por partes, se obtiene:

p(rz) _ p()

z2p dp _
p(r,z) p(r) |z 0 f (D(r, Z)-

0 p? oz (4)

Y al insertar la ecuacion (4) en la ecuacion (1a) se obtiene:

thy 100 9009 [2(22p 300 )
0

r p or or 0z or p2  0r 0z p? (5)

Considerando que la integral resulta cero, la ecuacion (4) resulta:

_ .09 dlnp
Vro? = 15 Iz=0 + = )alnr | =0 (6)

B. Distribucion de densidad

Considerando nuevamente el disco gaseoso, para cualquier sistema axisimétrico con
densidad Py (7, 2), la ecuacién de Poisson se puede escribir como:
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d?ag 19
— = 4Gp, + e (rE.), 7
donde F, = —d®/0r es la fuerza radial. Cuando z = 0, el primer término del lado derecho

de la ecuacion (7) se vuelve méas grande que el segundo término, resultando en:

2
a“dg

2 = AnGpg. (8)

Al derivar la ecuacion (1b) respecto a Z e insertando la ecuacion (8) en el resultado, se obtiene
la siguiente ecuacién diferencial no lineal de segundo orden:

d’p 1 dpgdp ( d?dpy | d?og
dp_17Pgdp 4mGp, + +2%) =0.
dz? pg z dz Pg Pg dz? dz?

9)

Ahora, considerando que el gas es barotropico (p(pg)), dada la distribucién de las estrellas,
de la materia oscura y las condiciones iniciales:

_ dpg
p,(1,0) =pyy—=0, (10)

la ecuacion (9) se puede resolver por integraciéon numérica. Para un disco autogravitante, con
un simple componente e isotérmico, la ecuacion (9) tiene la siguiente solucién:

p(r,z) = posecl?(z/h),
11)

donde p, es la densidad del gas en el interplanoy h = c2/2nGp, la escala de altura. De

acuerdo con la ecuacién (11) , la densidad de volumen p, decrece con el radio.
C. Distribuciones de densidad

Asi como se encontrd para el disco gaseoso una distribucién que describiera la densidad en
el disco estelar, también se han propuesto otros perfiles que pueden describir a este disco y
a los demas componentes de las galaxias, Algunos de estos perfiles son propuestos a partir
de simulaciones de la formacién de galaxias, asi como de un estudio profundo de los
componentes. Algunos perfiles son:

1) Perfil disco exponencial + sech-z
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Algunos estudios han asumido que el disco de gas tiene una forma exponencial. En general,
esto da como resultado una distribucién de densidad de superficie que alcanza su punto
méaximo en un radio especifico distinto de cero. En este sentido, se propone el siguiente perfil
de densidad:

py(12) = pexp(=r/rc)sech’(z/7.). 12

2) Perfil Myamoto-Nagai

Myamoto y Nagai propusieron un perfil de densidad estelar que tiene la siguiente forma:

b2M ar?+[at 326D VA Lat (b)) V2P
AT 24 [a+(22+b2) V212 (2240232 19)

p,(12) =

3) Perfil NFW (Navarro-Frenk-White)

El perfil de NFW es una funcion de distribucion para halos internos de materia oscura
desarrollado a través de simulaciones cosmoldgicas de N-cuerpos realizadas por Julio
Navarro, Carlos Frenk y Simon White [3]. Tiene la siguiente forma:

Po

PomT) = st (12)

4) Perfil gNFW

Un perfil general fue introducido por Hernquist, y explorado por Zhao en 1996 y Wyithe en
2001, donde la ley de potencia interna, la ley de potencia externa y la nitidez de la transicion
son variables. Fue demostrado por Klypin et al. (2001) que estos parametros son demasiado
degenerados para que los datos realistas los restrinjan, y una opcion comun es dejar
libre solo la pendiente de la ley de potencia interna para una funcion gNFW el cual se expresa
como

Po
(r/rs)! (L+r/rs)> 7Y (12)

P ppT) =

donde Y es la pendiente de la ley de potencia interna.
. MATERIALES Y METODOS

Para poder realizar la comparaciéon de los perfiles de densidad de materia oscura y de los
componentes principales de una galaxia como el disco estelar, el gas y el bulge (bulbo
galactico), se utilizé el lenguaje python, el cual permite procesar los datos y visualizarlos.
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IV. RESULTADOS

Los perfiles de cada componente presentan algunos parametros que dependen de las
galaxias, como la densidad central o los parametros de longitud. Un ejemplo es el perfil de

gNFW, el cual contiene el pardmetro de la ley de potencia interna y. Comparandolo con el
perfil de NFW, se visualizan en la figura (2).

Cada perfil también se utiliza especificamente con cierto tipo de galaxias, como el perfil de
Burkert, que se utiliza para caracterizar la densidad del halo de materia oscura de del bulbo

NFW profile

004~ f(r) = 1/r
—— NFW

107 1 —— gNFWy=0.9

101 4

100 4

logp

101 4

1072 4

10-3

10-4 4

103 1072 107t 10° 10!
log(r/rs)

Fig 2. Comparacion de los perfiles NFW y gNFW con
una funcién de la forma f(r) = 1/r.

galactico en galaxias enanas.
V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

Cuando se realizaron las graficas para comparar los perfiles de los componentes, se notd que
es importante estimar adecuadamente los pardmetros que aparecen en las distribuciones ya
que éstos dependen de la masa estimada de la galaxia, asi como de la forma que tiene.
Dependiendo de qué tipo de galaxias se esté estudiando, va a ser el perfil que se necesite.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La materia oscura es un tipo de materia fundamental para que la estructura del Universo
pueda ser como actualmente la conocemos, ya que, de otro modo, el Universo no seria como
lo observamos actualmente. La estructura de las galaxias, asi como la dinamica de las
mismas se ve afectada principalmente por el halo de materia oscura en el que esta inscrita,
por lo que es importante estudiar y encontrar la naturaleza de este tipo de materia.
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Resumen — Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas. La astaxantina es producida por microalgas unicelulares como lo es H. pluvialis y es un
potente antioxidante natural, de la familia de los carotenoides. Las poliaminas son moléculas alifaticas
nitrogenadas de peso molecular bajo; la importancia de estas moléculas consiste en que se relacionan
con procesos celulares como la division celular, el empaquetamiento de acidos nucleicos y la
replicacion de ADN. EIl presente trabajo tiene como objetivo la produccién de astaxantina, el
crecimiento de H. pluvialis y la adicién de diversas poliaminas por sus caracteristicas bioquimicas en
procesos celulares de crecimiento en la respuesta a condiciones de estrés.

Palabras clave — caroteno, pigmento, putrescina, espermina, espermidina.

Abstract —. Antioxidants are molecules capable of slowing down or preventing the oxidation of other
molecules. Astaxanthin is produced by unicellular microalgae such as Haematococcus pluvialis and
is a powerful natural antioxidant from the carotenoid family. Polyamines are nitrogenous aliphatic
molecules of low molecular weight. The importance of these molecules is that they are related to
cellular processes such as cell division, packaging of nucleic acids, and DNA replication. The
objective of this work was improved the production of astaxanthin, the growth of H. pluvialis by
means of the exogenous addition of various polyamines due to their biochemical characteristics in
cellular growth processes in response to stress conditions.

Keywords — carotene, pigment, putrescine, spermine, spermidine.
I. INTRODUCCION

H. pluvialis, es una microalga unicelular verde de agua dulce que tiene la capacidad de
producir astaxantina a base de estrés y diferentes factores ambientales. (1)

La acumulacion de astaxantina en Haematococcus pluvialis ocurre durante la transformacion
de la microalga desde el estado vegetativo (fase verde) a aplanoespora (fase roja) cuando
acaba su crecimiento en la fase estacionaria. Los tipos de estrés que inducen a la
acumulacién de astaxantina son temperatura, intensidad luminica, ciclos de luz/oscuridad,
concentracion de nutrientes, pH, especies reactivas de oxigeno, sales y presencia de
inhibidores. Esta microalga es de dificil cultivo; asi como en la obtencién del pigmento en
cantidades de interés, debido a su ciclo celular complejo. (2)

Hasta el momento el papel de las poliaminas en la produccién y sintesis de astaxantina en H.
pluvialis no se ha reportado. Se conoce que las poliaminas son capaces de inducir apoptosis,
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participan en el ciclo celular, modulan el sistema inmune y participan en el balance redox del
organismo. (3)

Il. MATERIALES Y METODOS
Material Biologico.

La cepa de microalga usada fue Haematococcus pluvialis (CIB68); que fue obtenida de la
coleccién de microalgas de CIBNOR.

Medio y condiciones de cultivo.

Se utilizo BBM como medio de cultivo con vitaminas (4) y asimismo con diferentes
concentraciones de poliaminas como lo fueron los ensayos de 0.1 mM putrescina, 0.5 mM
putrescina y 0.1 mM de espermidina con el propésito de comparar su crecimiento y la
produccion de carotenos.

Las condiciones de cultivo de Haematococcus pluvialis comenzaron con la intensidad de luz
para el crecimiento de los tres ensayos por tres repeticiones a 2000 luxes que equivalen a
32.07 ymolsstsm? Los cultivos se realizaron en tubos de ensaye de capacidad de 30 mL
aproximadamente con 1.6 mL de medio BBM y 0.4 mL de inoculo de H. pluvialis que contenia
1.5x10* cel/mL. Se mont6 una camara de luz hecha con cartén y tiras de luz Low CRI LED
3500K por un periodo de 24 hrs luz. Y los tubos fueron colocados en gradillas para que el
paso de la luz fuera uniforme. Asimismo, se agitaron los tubos durante el dia de manera
manual.

Se preparé una solucion concentrada de putrescina al 250 mM. La putrescina y espermidina
fueron esterilizadas usando un filtro de jeringa (Acrodisc Premium 25 mm with GxF/0.45 um
Nylon Membrane). A partir de la cual se prepar6 una concentracion de 0.1mM-0.5mM de
putrescina y 0.1 mM de espermidina.

Cuantificacion de crecimiento celular.

Cuantificacion por cAmara de Neubauer. El crecimiento celular de los ensayos se midié cada
tercer dia con el uso de una cdmara de Neubauer.

Cuantificacion de clorofila. Se llevo a cabo el conteo de clorofila de acuerdo con lo establecido
por Arredondo y Voltolina, 2017(5).

Para la cuantificacion de clorofila se tomaron 500uL de alicuota de cada muestra y se
colocaron en tubos Falcon de 15 mL; se aforo a un volumen de 5 mL, se centrifugo a 5000
rpm por 10 min. Se decanté el sobrenadante y se cubrié los tubos con papel aluminio para
evitar la fotooxidacion; se afiadieron 3 mL de acetona al 90%, posteriormente se resuspendio
con la ayuda de un vortex por 30 seg; se sonicO los tubos por dos ciclos durante 5 min;
después se dejé reposar durante 24 hrs a 4°C. Al pasar el tiempo se volvieron a sonicar las
muestras con las mismas condiciones y se centrifugo igualmente; el sobrenandante obtenido
(que contiene el pigmento) fue medido en el espectrofotdmetro mediante celdillas de cuarzo
y se leyeron a absorbancias de 664 y 647 nm.
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Induccién y extraccion de Astaxantina.

Induccién de Astaxantina.

Se conocen varias vias para la induccion de Astaxantina, pero la utilizada fue por medio de
la limitacion de nutrientes (6) y estrés luminico, en el cual se juntaron todas nuestras muestras
de los experimentos con sus respectivos triplicados. Y esto causa que a mayor concentracion
de biomasa y el nulo adicionamiento de medio, entren en estrés por la falta de nutrientes,
asimismo se colocaron en la camara de luz a una intensidad de 10,000 luxes que equivalen
a 160.37 pmolestsm utilizando SMD LED Flexible Strips lo que caus6 mayor estrés y
aceleramiento en la carotenogénesis.

Extraccion de Astaxantina.

Se llevo a cabo la extraccion de astaxantina de acuerdo con lo establecido por Nava (7),
donde se hicieron unas modificaciones en cuanto a medidas, se tomd 3 mL de los medios de
cultivos, después se conté en camara de Neubauer cada muestra para tener un conteo de
células y se centrifugd a 9000 rpm por 15 min a 10°C, posteriormente se decant6. Se agregé
1mL de agua destilada estéril y se sonico por 90 seg, se centrifugd las muestras nuevamente,
se decantd y se agregd 1mL de agua. El rompimiento celular se llevé a cabo por medio de
congelacion en el cual las muestras se introdujeron en nitrégeno liquido por unos segundos,
después de descongelaron en un bafio de agua, este procedimiento se realizé tres veces. Por
ultimo, se agregé 1mL de Metanol grado HPLC y se dejaron reposar durante un dia. Una vez
pasado el tiempo, se centrifug6 las muestras a las mismas condiciones y se filtraron mediante
un filtro de jeringa de teflon (Millipore Millex-GV, Hydrophobic PVDF 0.22 um) donde antes de
cada filtracibn de muestra se hizo una limpieza del filtro donde se pasaron 1 mL de agua
destilada, 1 mL de Metanol grado HPL y 1 mL de Acetona, entre cada sustancia se llend la
jeringa con aire y se paso por el filtro para eliminar los restantes de cada uno. Una vez limpio
el filtro se tomé el sobrenadante de cada muestra y se paso por este; el sobrenadante se
coloco en tubos eppendorf, se etiquetaron y se colocaron en refrigeracion a 4°C. Al dia
siguiente se descongelaron las muestras y se llevo a cabo la determinacion cualitativa a 475
nm en UV-Vis.

Disefio de oligonucle6tidos para el ensayo de qRT-PCR
Para el disefio de primers para qRT-PCR se utilizé la pagina de NCBI se utilizé uno de los

genes involucrados en la sintesis de astaxantina de de H. pluvialis siendo asi:
Haematococcus pluvialis phytoene synthase mRNA, partial cds y como control 18s.
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Imagen 1.-Control Imagen 7.- Gen de interés
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lll. RESULTADOS

SemmmeT S

Morfologia de H. pluvialis y efecto de la putrescina y la espermidina sobre el crecimiento de H. pluvialis.

Imagen 3- Ciclo de vida de H. pluvialis cuando se trasplantan cultivos anteriores a un nuevo
medio, las células se dividen para formar células flageladas dentro de la pared celular, las
células flageladas se detienen y se convierten en células nuevas. la luz continua acelera la
acumulacién de astaxantina.

Durante el ensayo se observaron las diferentes fases del ciclo de vida de H.pluvialis (Imagen
3).

Se pueden observar diferencias no significativas entre el control y el tratamiento con 0.1 mM
de putrescina, aunque se puede ver que el tratamiento va por debajo del crecimiento del
control y en los dias 18 y 21 ya hay una gran caida por parte del tratamiento, lo que nos dice
que el cultivo entro en fase de muerte (Gréfica 1).

CRECIMIENTO MICROALGAL DE TRATAMIENTOS-
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Grafica 1- Crecimiento de la microalga Haematococcus pluvialis. en medio BBM los diferentes
tratamientos (cel'mL-1), con intensidad de luz de 32.07 pmolsslsm? Las barras verticales
indican el error estandar.

Durante el ensayo del tratamiento de 0.5 mM de putrescina, el crecimiento celular
estuvo por debajo del tratamiento anterior, lo que dice que la microalga no se adapto
a una velocidad considerable al medio y al dia 6 comenzo su fase exponencial de
manera que duro asi hasta el dia 9 y quedo en fase estacionaria. Bajo estas
condiciones no se apreciaron diferencias significativas.

También se observa que no hay diferencias significativas del control
comparativamente con el tratamiento con espermidina 0.1 mM.

Efecto de la putrescinay la espermidina sobre la produccion de clorofila.

0.1 mM putrescina 0.5 mM putrescina
0.2 0.6
= = 04
E o I £
[eTs]
3 I 3 0.2 I I
0 0 [ )
Ca Cb Ca Cb
M Ctrl 0.1 mM Put | Ctrl 0.5 mM Put

0.1 mM espermidina

1.5

N

Ca Cb

M Ctrl 0.1 mM Spd

Gréfica 2, 3 y 4- Datos del tratamiento 0.1 mM y 0.5 mM putrescina, asimismo 0.1 mM
espermidina mediante formulas para la obtencibn de Ca y Cb, obtenidos al medir
absorbancia 664 y 647 en espectrofotometro.

Efecto de la putrescinay la espermidina sobre la produccién de astaxantina.

Se conoce que pigmentos pueden absorber la luz especificamente en la region ultravioleta
(UV) y el espectro visible, el resto se transmite o refleja. Mediante la estructura quimica de
la astaxantina y la presencia de enlaces conjugados se puede saber y cuantificar con las
técnicas espectrofotométricas. Astaxantina absorbe entre 250 y 550 nm, presentando un
pico maximo en 476 nm (8).
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Grafica 5.- Datos de tratamientos leidos en UV/Visible

En la grafica 5 se observan 3 picos notables (derecha — izquierda) clorofila, astaxantina y
carotenoides desconocidos. En el tratamiento 0.5 mM Putrescina se presenta el mayor pico
de astaxantina en comparacién de los otros tratamientos y el tratamiento que presento el
menor pico de astaxantina fue el 0.1 mM Espermidina.

Disefio y seleccion de oligonucleotidos para gqRT-PCR y tamafio de banda esperada.

Las secuencias de los primers seleccionadas para el gen control 18s son:

FORWARD: GAGCTAATACGCGTATATCCCGA

REVERSE: AAGCCCGGCTGGCCTTTTAT

Las secuencias de los primeres seleccionados para amplificar el gen Haematococcus
pluvialis phytoene synthase mRNA, partial cds son:

FORWARD: GGATTTGCATAAGATCGAT

REVERSE: AAGCCCGGCTGGCCTTTTAT

IV. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

Durante el ciclo de vida de H.pluvialis se present6 diferentes morfologias (Imagen 3), se
observaron las fases de morfologia que son microsoide(T0), macrosoide(T3), palmeloide(T6)
y aplanoespora(T8).

Con base a las grafica 1, la putrescina 0.1 y 0.5 mM, asi como la espermidina 0.1 mM no
estimularon el crecimiento de la fase verde en H. pluvialis, que por el contrario en los
resultados obtenidos por Gonzalez Ibarra, (2021) quien observo que la poliamina putrescina
estimulo el crecimiento de la microalga. Lo cual podemos inferir que se debe a el volumen de
trabajo empleado, asi como las condiciones ambientales,

A nivel fisiolégico, la adicion de poliaminas exdgenas estimula el crecimiento de varias
microalgas (9). Para la clorofila, en los datos obtenidos en las graficas 2, 3 y 4 se puede
apreciar la diferencia entre cada tratamiento, dando por visto que el tratamiento 0.1 mM
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espermidina obtuvo una mayor concentraciéon de Clorofila A, y el tratamiento 0.5 mM
putrescina tiene mayor concentracion de Clorofila B.

V.CONCLUSIONES

El tratamiento 0.5 mM putrescina presentd la mayor presencia de astaxantina, mientras que
por el contrario 0.1 mM espermidina tuvo el menor pico de presencia. Lo que puede indicar
que la espermidina reprime la produccion de astaxantina y la putrescina la estimula.
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Resumen — La acumulacion de plastico es una problematica de gran relevancia en la actualidad, pues ha
contribuido al deterioro ambiental. La biodegradacion es una alternativa para contrarrestar dicho
problema, pues permite aprovechar la actividad metab6lica de microorganismos para degradar
compuestos no sustentables. Mediante el siguiente trabajo se busco analizar e identificar microorganismos
aislados del microbioma de Achroia grisella capaces de degradar polietileno y poliestireno ademas de
evaluar su capacidad biodegradativa. Por medio de ensayos gravimétricos y analisis morfolégicos a nivel
macroscopico y microscopico se logrd identificar un consorcio capaz de degradar al menos el 6% de
poliestireno, dicho consorcio se obtuvo después de alimentar al insecto con una dieta de poliestireno y
cera, mientras que no se obtuvieron cultivos capaces de degradar el polietileno de alta densidad.

Palabras clave — Plastico, biodegradacion, poliestireno, polietileno, ensayos gravimétricos, consorcios

Abstract —Recently, the accumulation of plastic is a problem of great relevance, as it has contributed to
the environmental deterioration. Biodegradation presents an alterantive to counteract this problem, since
it takes advantage of the metabolic activity of microorganisms to degrade unsustainable compounds. We
aimed to isolate and identify microorganisms from the Achroia grisella microbiome, capable of degrading
polyethylene and polystyrene, in addition to evaluating the biodegradative capacity. By means of
gravimetric tests and morphological analyzes at macroscopic and microscopic level, it was possible to
identify a consortium capable of degrading at least 6% of polystyrene, which is enriched with diets
supplemented with wax, while there was no bacteria capable of degrading polyethylene.

Keywords — Plastic, biodegradation activity, polyethylene, polystyrene, gravimetric tests, consortium .

|. INTRODUCCION

La generacién y acumulacién de plasticos, es una de las problematicas ambientales a nivel
global con mayor relevancia en la actualidad. Se estima que en el 2018, “la produccion de
plasticos en el mundo alcanzé casi los 360 millones de toneladas” y la demanda de plastico
en el mundo por el tipo de resina, el polietileno representa (PE) 12.2 % y el poliestireno (PS)
6.4 % “(PlasticEurope, 2019). A pesar de que los plasticos se han convertido en una
herramienta esencial para el desarrollo humano debido a su gran versatilidad y aplicacion,
estos no se deterioran con facilidad, por lo que su descomposicion y oxidacion natural es
baja. El constante aumento de dicho material como residuo ha generado impacto relevante
en el medio ambiente, pues su acumulacion aminora la penetracion de agua, disminuye la
fertilidad, afecta en el crecimiento de floral perjudican ecosistemas en la invasion de flora y
fauna (Vijaya & Mallikarjuna Reddy, 2008).
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Dado al dafio ecolégico que los plasticos representan, con el paso del tiempo se han buscado
alternativas para su eliminacién. La biodegradacién presenta una alternativa para dicho
problema; consiste en el aprovechamiento de la actividad metabdlica de diversos organismos,
especialmente microorganismos, los cuales son capaces de alterar y transformar productos
quimicos o materiales especificos considerados desechos del medio ambiente, dificiles de
degradarse por si solos (Urbanek et al., 2018). Estudios de degradacién microbiana han
demostrado que aislados bacterianos y flingicos son capaces de degradar poliestireno y
polietileno. La degradacion por microorganismos es rapida, pero se necesita mas estudios
sobre ello (Zhang et al., 2020). Es por ello por lo que se ha buscado obtener el aislados de
microorganismos a partir del microbiota de otras macroespecies, dado a su disponibilidad en
la naturaleza y que los productos de la degradaciéon no contaminan.

Ciertos insectos han reportado actividad degradativa como lo son los gusanos de seda,
Galleria mellonella, Interpuctuctela sp. y Tenebrio molitor (Kundungal H. et al., 2019. Achroia
grisella es uno de los gusanos de seda mas comunes a nivel mundial y vive como pardsito en
las colonias de los panales de abejas donde se alimenta de la cera (Chandel et al., 2003) La
razén por la que dicho gusano tiene una capacidad degradativa se atribuye a la
despolimerizacién que realiza el hospedero complementado por el trabajo ejercido por la
microbiota intestinal.

El propdsito del presente trabajo fue la busqueda de consorcios degradativos de polietileno

y poliestireno en el microbioma del gusano A. grisella, ademas del andlisis cuantitativo de la
actividad biodegradativa mediante un andlisis gravimétrico con objeto de la busqueda de
alternativas en la degradacién de plasticos para contrarrestar la acumulacion de dicho
residuo.

Il. MATERIALES Y METODOS

Cultivo de larvas en alimentacién con plasticos

Para la obtencion de los microorganismos aislados del A. grisella se sometieron larvas de
estadios de desarrollo tres y cuatro a diversas dietas durante cuatro dias. Previamente se
sometid a la larva en estado de inanicién por 24 horas. Se trabajé con 6 tratamientos de
dietas, haciendo el experimento por duplicado. A continuacion, se presentan las dietas en las
que fueron sometidas las larvas

o Poliestireno 0.2 g (PS)

. Polietileno 0.2 g (PE)

o Poliestireno 0.2 g con dieta artificial 0.2 gr (PS+DA)
o Polietileno 0.2 g con dieta artificial 0.2 gr (PE+DA)
o Poliestireno 0.2 g con cerca 0.2 gr ( PS+CE)

. Polietileno 0.2 gr con cera 0.2 gr (PE+CE)
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Durante 4 dias las larvas se colocaron en una incubadora a 28°C con ciclos de luz-obscuridad
10:14hcon una humedad relativa de 30-40%

Obtencion de consorcios para la biodegradacion de plasticos

Transcurrido el tiempo de incubacion las larvas sometidas a dietas con distintos tratamientos
fueron disectadas en zona aséptica. Las larvas se colocaron en alcohol al 75% y el intestino
fue extraido y colocado en alicuotas de 2 ml de solucién salina al 0.8% estéril. El
homogenizado del microbiota intestinal de la larva se obtuvo mediante agitacion en vortex.
Ya teniendo el homogenizado se procedié a la inoculacion. Se prepararon cultivos con
solucion basal con la siguiente formulacion

o 0.7gr de K:HPO,

e 0.7 grde K;HPO,

e 0.7 grde MgSO, H,0O

e 1grde NH4NO;

e 0.002 grde FeS0O47H,0

e 0.005 gr de NaCl

e 0.002 de ZznsSO, 7 H,O

e 0.001 MnSO, H,O

e Ph ajustado a 7 con NaOH o HCL para un litro de medio de cultivo

Se colocaron 200 ml de las alicuotas con el homogenizado de intestino en matraces de
con 25 ml de medio basal, ademas de que se afiadidé el plastico de interés usando
aproximadamente 0.06 gr. Los matraces inoculados fueron incubados a temperatura
ambiente a 100 rpm hasta observar turbidez o maximo 20 dias. La turbidez fue un indicador
de la presencia de consorcios capaces de degradar PE y PS, aquellos que no presentaran
turbidez fueron desechados.

Evaluacion de la capacidad biodegradativa de los plasticos; ensayos gravimétricos

Una vez que se presentd turbidez en los indculos, se procedi6 a inocularlos por triplicado
nuevamente en medio basal preparando dos sistemas, uno con PE y otro con PS colocando
1 ml del medio original. Después de 20 dias se recuperd el plastico mediante filtracion. Este
fue lavado siguiendo la metodologia de Hyeong Woo (2021). Se colocé el plastico recolectado
con SDS durante cuatro horas a constante agitacion y posteriormente se realizaron 3 lavados
con metanol 1:10 para remover cualquier microorganismo existente. El plastico recuperado
se pesO objeto de analizar el porcentaje de degradacion.

Se seleccionaron los tratamientos donde hubo actividad degradativa. Mediante una prueba
de t pareada con nivel de significancia de 0.05 con prueba de hipétesis de dos colas para
diferencia de medio, se determiné la existencia de diferencias significativas entre pesos
iniciales y finales para la evaluacién de la biodegradacion.
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Descripcion morfolégica microscépica y macroscopica de microorganismos en
consorcios

Los in6culos seleccionados con diferencia significativa se cultivaron en medio basal solido
con una pelicula de poliestireno para los cultivos correspondientes a PS y tiras de polietileno
para los cultivos correspondientes. Se colocé 200 pl del inoculo y se sembrdé mediante
extensién de superficie. Asimismo, se sembraron en agar con medio nutritivo. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente. La morfologia se analizé6 mediante la visualizacion de las
cepas, separacion por estriado, microscopia y tinciéon de Gram.

Realizacion de conservas mediante crioprotectores

Se procedié a realizar conservas de los inéculos con capacidad biodegradativa. Se coloco
200 pl de los indculos de gravimetria en medio nutritivo liquido, y se incubo hasta presentar
turbidez. Se realiz6 una solucion crioprotectora con glicerol al 20% y leche svelty al 20% en
proporcion 50:50 de la cual se colocaron 600 pl de este junto con 600 pl del medio nutritivo
en un tubo eppendorf con perlas previamente esterilizadas y lavadas con cloro.
Subsiguientemente se eliminaron los remanentes de la soluciéon. Las perlas se mantuvieron
en el tubo y congelaron.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de biodegradacién

Se visualiza en la tabla 1 los pesos promedio de las réplicas experimentales, ademas de
los tiempos de degradacion. Los tratamientos PS en estadio Il se regresaron a estudio
gravimétrico por diez dias con objeto de validar la existencia o no de diferencia significativa.
A pesar de que en la especie A. grisella se han reportado aumentos significativos en las tasas
de consumo de los plasticos cuando los organismos se cultivaron con una dieta
complementaria (Kundungal et al., 2019 a) mediante andlisis estadistico con valores de p
pareado se determind que solamente el tratamiento de PS +DA en estadio lll presentaba
microorganismos con capacidad de biodegradacion significativa . Esto se atribuye a que A.
grisella son insectos que se alimentan fundamentalmente de cera de panales de abeja, por
lo que la cera favorece al microbioma y por ende puede contribuye a un mejor desarrollo de
microorganismos biodegradados de plastico (Omer Mahgoub et al., 2015)

No obstante, el rendimiento de biodegradacion es de aproximadamente 6.2%, el cual es
poco a comparacion del 43% de pérdida de masa segun lo reportado por Kundugal 2019.
Esto podria nuevamente deberse a que los ensayos gravimétricos se realizaron solamente
con el consorcio microbiano y no dentro del organismo. Asimismo, se propone que para un
mejor rendimiento en la biodegradacién el uso de pretratamientos de los plasticos con el fin
de romper el polimero para facilitar su biodegradacion por microorganismos. Tal seria el caso
de inducir una exposicion a la luz, la cual provoca agrietamiento en los plasticos, lo cual
permite una mejor biodegradacion (Kundungal et al., 2019 b). Igualmente, podrian realizarse
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otros tratamientos como son la fotoxidacion, tratamientos térmicos, y acidos que ayuden a la
previa oxidacion de los plasticos.

Tabla 1. Analisis gravimétrico de PE y PS usando microorganismos aislados del tracto digestivo de
A. grisella en estadio Ill y IV sometida a diferentes dietas.

Estadio Dieta Peso inicial Peso final tiempo de diferencia

degradacion significativa

promedio desviacion promedio desviacién

Il PS 0.0976 0.0074 - - 30 dias -

Il PS+DA 0.0888 0.0025 0.0837 0.0040 20 dias no
1] PE+CE 0.0869 0.0023 0.0815 0.0020 20 dias Si
v PS 0.0976 0.0074 0.0955 0.0085 20 dias no
v PS+CE 0.0861 0.0016 0.0839 0.0007 20 dias no
v PS+DA 0.0870 0.0048 0.0820 0.0087 20 dias no

Los in6culos provenientes de dietas con polietileno no presentaron turbidez después de
diez dias por lo que fueron desechados. Se considera que la razén por la que sucedi6é esto
es debido a las propiedades fisicoquimicas del polietileno. El polietileno que se utilizé fue de
alta densidad el cual “se caracteriza por ser una cadena de polimero lineal larga con alta
grado de cristalinidad y baja ramificacion que conduce a propiedades de alta resistencia“
(ECOCE A.C., 2019). Debido a que la biodegradacion por accién microbiana consiste en un
conjunto de procesos de oxidacion y hidroxilaciones de las cadenas del polimero mediante
actividad enzimatica, se infiere que debido a longitud de la cadena utilizado en este caso el
polipapel fue un material no posible para degradar por microorganismos aislados de la
microbiota, pues “ la alta hidrofobicidad, gran energia de enlace y alto peso molecular del
polietileno suelen afectar en la eficiencia de degradacion en la mayoria de las cadenas,
especialmente en pequefos lapsos de tiempo” (Ren et al., 2019). Por lo tanto el polietileno
utilizado y del tiempo de incubacion fueron factores que influyeron en el resultado.

Se podria mejorar la metodologia fortaleciendo el enriquecimiento del homogenizado
intestinal, este haciendo uso primero de un medio nutritivo para favorecer el crecimiento
bacteriano y posteriormente inocularlos a medios basales con plastico, para asi lograr un
mejor desarrollo de la carga microbiana en la biodegradacion de plasticos (Hyeon Woo, 2021).

Es necesario resaltar que si se ha reportado degradacién de polietileno de alta densidad
por A. grisella. Segin Kundugal et al 2019 reporta que el gusano en dieta directa con
polietileno de alta densidad es capaz de degradar un aproximado de 43.3 + 1.6% del plastico.
No obstante, estos ensayos se realizaron in vivo y no de aislados intestinales, por lo que se
infiere que existen otros factores dentro del microbioma del gusano que aumentan la
eficiencia de la biodegradacion de plasticos. “Las cadenas largas de hidrocarburos son
inicialmente despolimerizadas por el hospedero y liberan las largas cadenas de acidos grasos
que subsecuentemente seran metabolizadas por la microbiota del estémago” (Rodriguez
2021).
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Andlisis morfoldgico de los cultivos obtenidos

La tabla 2 presenta la descripcion morfolégica a nivel microscépica y macroscopica en
medio de cultivo nutritivo solido del tratamiento de cera con poliestireno, el cual fue el Unico
experimento que presento una diferencia significativa en el estudio biodegradativo.

Analizando la primera cepa descrita segun su morfologia a nivel de cultivo y de tincién se
podria inferir que posiblemente esta bacteria forme parte del género de Acinetobacter. Esto
debido a que “en medio solido normalmente forma colonias lisas, algunas veces mucoides,
su tamafio es comparable con las producidas por enterobacterias (0.5-3.0 mm de diametro),
son convexas, de bordes enteros, blanco grisaceo y mucosas” (Zuleima 2005) esto coincide
con los resultados obtenidos visualizados en la imagen de la tabla 2. Asimismo, la morfologia
microscopica y tincion Gram de Acinnetobacter sp son bacilos o cocobacilos gram negativos.
Esto se deduce dado a segun lo reportado por Hyeong-woo (2021) en estudios de
identificacion de bacterias degradadoras de plastico en suelo “mediante secuenciacién de 16
rRNA las bacterias aisladas procedian principalmente a dos géneros Acinetobacter y
Pseudomonas”.

Con respecto a la otra cepa visualizada se colige que debido a su morfologia y tincién sean
parte de las colonias de Bacillus o Serratia, esto debido a que ambas son bacilos gram
positivas y ademas de que tienden a agruparse las colonias morfolégicamente en medios
soélidos. Igualmente, esto se infiere debido a que segun estudios realizados en el 2021 con el
gusano Galleria mellonella “El analisis del microbioma intestinal revelo que Bacillus y Serratia
estuvieron significativamente asociadas con la dieta de PE y PS, respectivamente.”
(Rodriguez 2021). A pesar de que la experimentacion de realizo con A. grisella, se estima
que debido a que ambos gusanos son productores consumidores y productores de cera,
podrian tener similitudes en su microbioma y metabolismo degradativo.

Tabla 2. Andlisis morfoldgico de tratamientos con diferencia significativa en biodegradacion
de plasticos

Tratamiento Morfologia macroscopica Foto macroscépica morfologia Micrografia

PS + CE Ill

microscopica

Se corroboran las dos
morfologias.

Se visualizan dos colonias en el agar
nutritivo.

1. Colonias circulares con elevacion
convexa de un tamafo aproximadamente
de 0.5 cm con color blanquecino cremoso,
las colonias se encuentran notoriamente
separadas con bordes redondeados.

1. Estreptococos y
cocos Gram
negativos

2.  Estreptobacilos
Gram negativos

2. Colonias cremosas con elevacion plano
convexa. Presenta una forma puntiforme y
con color blanco; sin embargo, la
separacion entre colonias no existe, se
encuentran aglomerados. Tamafio
aproximado de 0.1cm
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Queda claro que lo analizado solamente son deducciones preliminares segun la microscépica
y la morfologia de las colonias, por lo que se recomienda complementar con otras técnicas
para poder aumentar la especificidad de identificacion de los microorganismos. Mediante
medios selectivos se permitira descartar especies bacterianas y asi facilitar la identificacion.
Asimismo, mediante biologia molecular con secuenciacién de 16 rna, es posible identificar las
cepas bacterianas de una manera mas exacta.

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Queda evidenciado que el microbiota procedente de A. grisella presenta microorganismos
capaces de biodegradar plastico, haciendo énfasis especificamente en poliestireno y
favorecido por dietas complementadas con cera en gusanos en estadio Ill. Segun la
experimentacion el rendimiento presentado de la actividad biodegradativa es poca a
comparacion de otros reportes, por lo cual es sugiere mejorar la metodologia con respecto al
enriguecimiento de inéculos, pretratamientos de plasticos y andlisis de factores intrinsecos
del gusano. La aplicacion de la biodegradacién de plasticos es de gran relevancia en la
actualidad como busqueda de alternativas para la disminuciéon de la acumulacion de estos
residuos, por lo que la investigacion sobre estos microorganismos es de gran relevancia para
su aplicacion futura para contrarrestar las problematicas ambientales que la acumulacién de
este residuo ha generado.
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EFECTO DE LA LUZ UV SOBRE LA MICROBIOTA DEL JUGO DE
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Resumen —. Existen numerosos métodos de conservacion del jugo de cafia de azucar, incluidos
métodos quimicos, térmicos y no térmicos. Entre las diversas técnicas se encuentra la pasteurizacion
la cual esta siendo ampliamente utilizada para conservar el jugo de cafia de azlcar. Sin embargo, la
pasteurizacion provoca la pérdida de sabor, aroma, color, gusto y nutrientes esenciales.
Recientemente, los métodos no térmicos estan ganando mayor atencién para la conservacion de
jugos frescos, que pueden mantener los atributos nutricionales y sensoriales. El tratamiento con luz
Ultra Violeta (UV) a dosis bajas de energia podria representar una alternativa al procesamiento
térmico, para eliminar microorganismos patdgenos mientras se mantiene la calidad en el jugo de
cafia de azucar reconstituido. En el presente estudio se encontr6 que dosis de irradiancia 42.86
Jlcm? mostré una reduccion en la carga microbiana del jugo de cafia.

Palabras clave — Ultravioleta, jugo de cafia, microbiota

Abstract — In the health-conscious consumer-driven market, sugarcane juice competes with other
beverages and sugarcane producers are reaping the economic benefits. However, due to its high
sugar contents, microbial incursion and enzymatic degradation occurs in a short time so methods
are sought to improve your life. Numerous methods of preserving sugarcane juice, including
chemical, thermal, and non-thermal methods. Among the various techniques that are in vogue,
pasteurization is being widely used to preserve sugarcane juice. However, pasteurization causes
the loss of flavor, aroma, color, taste, and essential nutrients. Recently, non-thermal methods are
gaining increased attention for the preservation of fresh juices, which can maintain nutritional and
sensory attributes. UV treatment with low energy doses could represent a valid alternative to
thermal processing to eliminate pathogenic microorganisms while maintaining quality in
reconstituted sugarcane juice

Keywords — Ultraviolet, sugarcane juice, microbiota

I. INTRODUCCION

La cafia de azlcar es un producto agricola importante en términos de produccion de
azucar de mesa (sacarosa cristalina) la cual contiene minerales y acidos orgénicos que
ejercen diversos beneficios para la salud [1]. El tallo de la cafia de azlcar consiste en una
corteza externa de células de paredes gruesas, que encierra tejido de parénquima mas
blando y haces vasculares; la corteza y los haces vasculares constituyen la porcion
fibrosa; y el parénquima constituye la médula. Este contiene 80% de agua y 20% de
soélidos solubles totales (TSS), y la actividad del agua y el valor del pH son 0.99 y [4.6,
respectivamente [2].

Debido a su sabor dulce y su excelente aroma, el jugo de cafia de azUcar también se
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consume en todo el mundo, especialmente en los paises tropicales [3]. India es el
segundo mayor productor de cafia de azUcar después de Brasil.

El jugo de cafia de azUcar es la bebida mas popular en la India, donde es valorado por su
saboryaromadulce. Sin embargo, el jugo de cafia de azucar se extrae recién a través de
la trituradora mecanica y se vende al publico por vendedores ambulantes; por lo tanto, se
prepara y vende en condiciones antihigiénicas y en mercados informales.

Como el jugo contiene altas cantidades de azlcar en material acuoso, es propenso a la
degradacién enzimatica y microbiana de la calidad. Segun Yusof et al. [4], sin un
almacenamiento adecuado para el jugo recién extraido, apenas puede durar un dia a
temperatura ambiente, mientras que el enfriamiento a 4 ° C puede extender su vida (til
hasta 5 dias. La degradacion de las cualidades, que no es apta para el consumo, esta
marcada por el olor desagradable, la formacion de acido, el aumento de la viscosidad y
el cambio de color. Estos cambios son aportados por el crecimiento microbiano debido al
procedimiento de extraccion antihigiénica, la accién del polifenol oxidasa (PPO) y la
reaccion de destruccion de sacarosa que aceleran la degradacion enzimatica y el
crecimiento microbiano que influyen en el pH y la viscosidad [5].

La comercializacion de este jugo a menudo implica el uso de calor para reducir el nimero
de carga microbiana e inactivar las enzimas que contribuyeron al deterioro. Sin embargo,
el uso de calor puede causar alguna alteracion indeseable en las caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales del jugo de cafia de azucar. Por ejemplo, se demostré que
el calor reduce la claridad, el sélido soluble total y las propiedades antioxidantes del jugo
[6].

En comparacién con el procesamiento térmico, el tratamiento no térmico puede preservar
su contenido nutricional, asi como el sabor del jugo fresco. Por ejemplo, el ultrasonido se
ha probado en jugo de cafia de azlcar y ha conservado con éxito la mayor parte de las
caracteristicas fisicoquimicas del jugo, aunque su efectividad para reducir la carga
microbiana es inferior al tratamiento térmico [6]. Mientras tanto, el procesamiento de alta
presion (HPP), que utiliza presion pesada de corta duracién, demostré ser mas efectivo
para reducir el crecimiento microbiano y desactivar la enzima de deterioro en ciertos jugos
de frutas [7]. EI homogeneizador de alta presién (HPH) también demostré excelentes
resultados de conservacion en jugo de frutas [8].

La luz ultravioleta (UV) es una de esas tecnologias que ha demostrado ser eficaz contra
muchos tipos de patégenos alimentarios y microorganismos de deterioro de los
alimentos, incluidos virus y protozoos [9].

En zumos y derivados de frutas, muchos autores han estudiado el efecto germicida de la
irradiaciéon UV sobre varios microorganismos [10] irradiaron cepas de Escherichia coli (K-
12 y O157:H7), Salmonella (enteriditis y typhimurium) y Listeria monocytogenes (AS-1y
M24- 1) en solucion tampon de fosfato y en jugo de manzana clarificado. S. typhimurium
[11] llegd a ser el méas sensible a la radiacion ultravioleta con un tiempo de reduccion
decimal de 0,27 min, mientras que Listeria monocytogenes AS-1 llegé a ser el mas
resistente con un valor de 1,26 min. [12] utilizaron con éxito la irradiacién UV para reducir
la carga microbiana en diferentes jugos y néctares de frutas.
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En el jugo de manzana clarificado, lograron reducir en mas de 7 ciclos logaritmicos la
poblacién de E. coli con una dosis de 1377 J / L, mientras que una dosis de 230 J / L fue
suficiente para reducir el recuento de microorganismos mesoéfilos aerébicos en 3,5 ciclos de
registro y 3 ciclos de registro para mohos y levaduras. En zumo de naranja con un contenido
celular entre el 7,5 y el 10% en peso y tras una dosis de radiacion de 1607 J/L, se obtuvieron
reducciones de sélo 0,3 ciclos logaritmicos para mesoéfilos, mohos y levaduras aerdbicas.

Il. MATERIALES Y METODOS
Tratamiento UV

Se utilizé una lampara de luz UV (modelo HNS g30t8/0F g13) de mercurio de baja presion
de 30 W con un largo de 895.0 mm y un didmetro de 26 m, instalada en una campana de
flujo laminar, para determinar la dosis de irradiancia adecuada para un efecto germicida, el
jugo se expuso a una distancia no mayor a 5 cm de la lampara, colocando unas plataformas
para obtener este acercamiento, en una cantidad de 15 mL contenida en recipientes.

Célculo de la dosis

La irradiancia | de la lampara se midio, obteniendo el area de la plataforma que contenia los
recipientes de jugo de cafia de azlcar. La exposicion radiante (dosis), definida como la
energia suministrada por unidad de superficie de luz UV, se calcul6 utilizando la siguiente
formula

D=1Ixt

donde | era 0.04761 W/cm? y t era el tiempo (s) de exposicion. Las dosis aplicadas al jugo
de cafia de azUcar reconstituido fueron, por 2.85, 14.28, 28.57 y 42.85 J/cm?, basadas en
tiempos de tratamiento de 60, 300, 600 y 900 s, respectivamente.

Cuenta de carga bacteriana y fungica

Los recuentos totales de placas (TPC) de las muestras de jugo de cafia de azlcar se
determinaron utilizando el método de recubrimiento de propagacién en placas estériles de
Agar Cuenta Estandar (Método Estandar) (MERCK, Alemania) suplementadas con
antifingico (Ketoconazol 40 mg/mL) afiadiendo la cantidad de 20 pL en la superficie de la
placa esparciendo en su totalidad. Los recuentos de levaduras y hongos (YMC) también se
determinaron utilizando un método de recubrimiento extendido, pero en placas estériles de
agar dextrosa de papa (PDA) (Merck, Alemania) suplementadas con antibiético (Kanamicina
50 mg/mL) de igual forma afiadiendo 20 uL en cada placa. Se utiliz6 el método de dilucion
para la extension de las muestras de jugo de cafia de azucar, las cuales se diluyeron en
serie (101-107%) en solucién de agua peptonada (Merck, Alemania). Las muestras en cada
factor de dilucién se aplicaron en cada caja (0.1 mL) en PCA y PDA para TPC e YMC,
respectivamente. Las placas Método estafidar fueron inoculadas a 37 + 1 °C durante 48
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horas y las placas con PDA a 25 + 1 °C durante 5-7 dias antes de que se realizara el conteo.
Todos los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como unidades
formadoras de colonias (log UFC/mL) del jugo de cafia de azucar [13]. Los recuentos (TPC
Y YMC) se realizaron por cada una de las dosis de irradiacién en el jugo de cafia para su
posterior analisis.

IV. RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestra el efecto de los distintos tratamientos de luz UV sobre el jugo de
cafa, se puede apreciar que altas dosis de exposicion reducen la microbiota de bacterias,
asi como de hongos y levaduras, encontrandose que a dosis de 42.86 J/cm? no se detecto
crecimiento microbiano para los dos tipos de organismos identificados.

Tabla 1. Efecto de la luz UV sobre la microbiota del jugo de cafia.

Tratamiento Bacterias Hongosy
Levaduras
log UFC/mL
Control 5.40+0.092" 5.18+0.413
2.86 5.19 +0.1P 4.4620.2980
_ 14.29 3.45+0.1C 4.28+0.5P
é E 28.57 3.24+0.64C 3.39+0.125¢
age) 42.86 ND* N
D

*Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). *ND= No detectado
V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

En general, el jugo de cafia de azlcar puede descomponerse rapidamente debido al alto
contenido de humedad, nutrientes y azucares, los cuales sirven como un ambiente perfecto
para que crezcan los microorganismos de que podrian causar su deterioro. Los
microorganismos comunes responsables del deterioro en el jugo de cafia de azlcar son
Leuconostoc, Micrococcus, Lactobacillus, Actinomyces, Aspergillus, Monila, Penicillium,
Saccharomyces, Candida y Torulopsis [14].

Los tratamientos en UV que se aplicaron en el presente trabajo para reducir la poblacion
microbiana y mantener la seguridad del jugo de cafia de azUcar se expresan en la tabla 1.
Esta bien establecido que a una irradiancia de 14.29 y 28.57 J/cm? tiene la capacidad de
reducir significativamente la microbiota en el jugo de cafia. Huang et al. [7] informaron que la
pasteurizacion térmica a 97 = 1 ° C durante 60 s en jugo de cafia de azUcar puede reducir la
actividad microbiana a menos de 2 log UFC/mL. Todos los tratamientos de UV presentaron
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una disminucién de crecimiento microbiano tanto en PCA como en PDA. Esto podria atribuirse
a la capacidad de irradiacion a niveles letales para el crecimiento microbiano [15].

Se obtuvieron recuentos por debajo del limite de deteccion (1 log UFC/mL) para los
tratamientos evaluados en una irradiancia de 42.86 J/cm? por lo que se determiné como no
detectado, que indican una inactivaciéon satisfactoria de la flora microbiana inoculada. En un
tiempo de 15 min.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se observo una correlacion negativa (r<0) entre la dosis y la carga microbiana en el

jugo de cafa.

e Ladosis de irradiacion D = 42.86 J/cm2 mostr6 un efecto letal contra la microbiota
del jugo de cafa.

e Se encontr6 mayor resistencia a la radiacion UV en hongos y levaduras que en
bacterias.

e Se recomienda para proximos trabajos obtener un acercamiento del jugo a la

lampara UV para disminuir el tempo de exposicion.
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Resumen — En este proyecto se calcularon las masas y, posteriormente, se obtuvieron los perfiles de
masa para una muestra de 4 cimulos de galaxias de Abell subluminosos en rayos X. Se utilizaron
cuatro diferentes estimadores publicados en la literatura, los errores fueron programados usando la
técnica de bootstrap y los codigos generados se realizaron en Python 3. Se encontré que la masa
proyectada posee sobreestimaciones y el resto estan en un rango cercano, la masa virial arroj6o un
mayores errores. Se encontrd una sobreestimacion final de hasta 17 veces la masa del cimulo en
anillos. Las masas son similares en los primeros anillos y después divergen. Exceptuando la masa
proyectada, los resultados parecen indicar un desempefio similar de los demas estimadores.

Palabras clave — Cumulos de galaxias, perfiles de masa, método de Bootstrap

Abstract — We calculated the masses and, subsequently, the mass profiles were found for a sample of
4 X-ray subluminous Abell galaxy clusters. Four different estimators published in the literature were
used, the errors were programmed using the technique of bootstrap and the generated codes were done
in Python 3. It was found that the projected mass has overestimates and the rest are in a close range,
the virial mass showed a larger error. A final overestimate of up to 17 times the mass of the ring cluster
was found. The masses are similar in the first rings and later they diverge. Except for the projected
mass, the results seem to indicate a similar performance of the other estimators.

Keywords — Galaxy clusters, mass profiles, Bootstrap method.
I. INTRODUCCION

Los cumulos de galaxias son los sistemas més grandes ligados gravitacionalmente [1]. La
masa de estos juega un papel fundamental en su estudio particular y en el estudio del
universo a gran escala [3, 4]. Es por ello que se han desarrollado distintos tipos de métodos
gue se utilizan para estimar sus masas: métodos dindmicos a partir de estudios de
corrimiento al rojo, observaciones con rayos X del medio intracumular, lentes
gravitacionales y el efecto Sunyaev-Zeldovich. Debido a la gran influencia que tiene la
componente oscura en estos objetos, en la literatura se pueden encontrar distintos métodos
para trabajar con componentes baridnicas y oscuras, ambas con sus retos particulares.
Este trabajo tratard exclusivamente un estudio de masas de estos cuerpos por sus
componentes baridnicas. El trabajo realizado por [2] proporciona cuatro estimadores de
masas.
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A. Estimador por teorema del virial

El estimador proveniente del teorema del virial se puede expresar como:

_3nN YV (1)
;=
2G 1
Zi<]H

Sin embargo, es sabido que los estimadores viriales son ineficientes y sesgados [3].
Ademads, se supone que el cumulo es un sistema aislado, lo cual es incorrecto pues son
objetos dinamicos y no estan en equilibrio [4], por lo que algunos autores realizan
estimaciones mas refinadas afladiendo correcciones y estadisticos mas sofisticados [1].

B. Estimador de masa proyectada
Esta dado por la siguiente expresion:

__fem N2 2)
Mpy = G(N —a) ZVzi Ry

Donde se recomienda el valor de fpy, = 32/ a falta de informacion sobre las oOrbitas de las
galaxias. Similarmente, es recomendado a = 1.5, para cualquier tipo de Orbitas. Este
estimador es menos sensible a proyecciones accidentales de una galaxia cerca de otra [2].

C. Estimador de masa mediana

Se expresa con la siguiente ecuacion:

fu 2
Mye = = med [ (Vai = Vzj )" Ry ]

Este estimador es insensible a galaxias intrusas. Se recomienda el valor de fy, = 6.5.

3)

D. Estimador de masa promedio

Definido por:
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ZfAv (4)
MAv GN(N _ 1) ZZ (VZL VZ] ) RJ.l]

i i<j

Este estimador también es insensible a galaxias intrusas. Se recomienda el valor de f;, =
2.8.

Se ha concluido [2] que estos estimadores tienen un desempefio similar, sin poder definir a
un estimador mejor que otro, sino que realizan estimaciones equivalentemente

Como vemos en las ecuaciones (1), (2), (3) y (4), las estimaciones de masa dependen de
la velocidad. La dispersion de velocidades disminuye con el radio proyectado, implicando
gue hay una relacién entre el radio proyectado y la masa poco lineal en las afueras del
cumulo [4]. Los perfiles de masa son utiles en la determinacion de subestructuras [5].

Ninguna referencia consultada proporciona detalles acerca de la programacion de los
estimadores se pretende realizar un programa propio que estime masas de cumulos de
galaxias utilizando los 4 estimadores descritos anteriormente, asi como encontrar perfiles
de masa de una muestra de 4 cumulos de galaxias cuyos datos fueron previamente
obtenidos vy filtrados por el supervisor de este trabajo. Asi mismo, utilizamos el trabajo
realizado por [6] para ratificar que las estimaciones se encuentren dentro de un rango
fisicamente valido con un orden de magnitud de al menos. > 10** M, [7].

Il. MATERIALES Y METODOS

Los datos utilizados fueron obtenidos del Sloan Digitized Sky Survey DR12 [8] y filtrados
por el supervisor de este proyecto usando el método de causticas. El lenguaje de
programacion Python (v3.9.12) fue utilizado en el IDE Spyder (v5.2.2) para el desarrollo
del cédigo. El desarrollo del mismo consistio en la “traduccion” directa de las ecuaciones
(1), (2), (3) y (4) a funciones cuya entrada son los datos de velocidades y posiciones y cuya
salida es la estimacién de masa. Por su parte, fue utilizado el método de bootstrap para la
estimacién del error en los calculos de masa, en este paso, se reordenaron las posiciones
de las galaxias relativas al centro del cumulo, asi como sus velocidades relativas a la
velocidad media del mismo con 1000 reacomodos por arreglo. Esto representa una
comparacion entre los distintos estimadores y los errores que poseen para las masas
totales de los camulos.

En el caso de los perfiles de masa, se realiz6 el procedimiento del parrafo anterior, pero
separando datos de galaxias de acuerdo a su distancia respecto al centroide del camulo.
Esto se realizé dividiendo en 5 secciones de igual longitud, cada una de 500 kpc, aunque
en ciertos autores utilizan muchas mas secciones como [9].

Finalmente, se compararon los resultados obtenidos de lasa masas totales con el estudio
realizado por [6] asi como las distintas estimaciones.

ARSI DF

Pégina23 2



24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

lll. RESULTADOS

Tabla 1. Estimaciones de masas con los distintos estimadores dadas en 10** Mgy sus respectivos
errores. La columna 6 presenta los resultados obtenidos por [6] y se muestran como una referencia
para conocer un error relativo (columna 7) entre dicha estimacion y la estimacién propia mas
cercana (en paréntesis).

Cdmulo | Virial Mediana Promedio Proyectada Poppeso [6] Error relativo (%)
17.445 15.275 17.141 21.019

A1767 11.57 32.02 (M)
+8.46 +2.385 +3.115 +2.243
8.719 8.513 9.296 10.856

A1809 5.83 46.02 (M)
+4.633 +1.432 +2.000 +1.407
26.827  25.079 25.195 29.979

A2255 19.56 28.21 (M)
+12.512 +2.479 +3.695 +2.588
8.927 7.025 8.86 12.121

A2399 4.09 71.76 (M)
+4.099 +1.118 +1.658 +1.168

Las estimaciones de masa de 4 cumulos con sus respectivos errores por bootstrap con los
estimadores (1), (2), (3) y (4) y un error relativo con el trabajo de [6] se muestran en la
Tabla 1. Estos resultados se obtuvieron adoptando una cosmologia H, = 70 km Mpc~! s71,
Qy = 03,9, =0.7,Qr = 0.0. Asi mismo, debido al papel central que juega en los calculos,
es apropiado mencionar que la distancia al cimulo fue obtenida por medio del redshift
promedio de sus cuerpos. Es importante notar la discrepancia que existe con nuestra
referencia [6] pero que, con algunas excepciones, los errores calculados no son tan
grandes. También podemos resaltar el hecho que todas las estimaciones son mayores a la
referencia, ninguna de ellas realiza una subestimacion. Estas cuestiones se trataran en la
seccién posterior.

Adicionalmente, los perfiles de masa se muestran en la Figura 1, en ella vemos los perfiles
de masa realizados para los 4 cimulos muestra. En cada estimacion cada 500 kpc se
calculé el error por medio del método de bootstrap, el cual se ve expresado como una barra
vertical centrada en la estimacion original. De la misma manera, se utilizaron los 4
estimadores con el fin de tener una comparacion de sus desemperfios ante el célculo de
masas por medio de anillos. Estudios como [9] suelen realizar los perfiles de masas
realizando muchos mas anillos, sin embargo, la tendencia de estos perfiles deberian ser
similares.
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VI. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

Nuestros principales resultados se encuentran en la Tabla 1 y en la Figura 1.
Comenzaremos con la estimacién global de masa, es decir con el uso de los 4 estimadores
para calcular la masa de la galaxia con todos sus componentes (ver Tabla 1). En general,
vemos una gran discrepancia con las estimaciones de [6], sin embargo, este hecho era de
esperarse. El punto es porque dicho estudio realiza una metodologia distinta en la seleccién
de miembros de cumulos, en la eleccién del centro del mismo (en nuestro caso fue por una
posicion media, en el caso de ellos se trata de una determinacién por medio de el lugar de
mayor emision de rayos X), también difiere por el uso de estadisticos de biweight y el uso
de perfiles de Navarro. En todos los cimulos de galaxias, el estimador de masa mediana
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Fig. 1. Perfiles de masa de los cimulos A1767 (d), A2399 (c), A2255 (b) y A1809 (a).
Notemos como lo se sobreestiman por mucho las masas de los cimulos conforme el
radio de los anillos aumenta

En general, notamos que el estimador de masa proyectada sobreestima la masa y difiere
mucho de los tres estimadores restantes. La masa mediana es la que obtiene resultados
mas bajos, aunque sin sobresalir de la masa virial y la masa promedio. La masa promedio
y la masa mediana son valores mucho mas consistentes entre si tanto para la estimacion
como para el error obtenido y una posible explicacién de esto es que la muestra de cimulos
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obtenida contenga una cantidad de galaxias intrusas considerables y, en dado caso, como
probé [2] estos estimadores justamente son poco sensibles a este tipo de galaxias.

Por parte de los errores, la masa virial posee errores mucho méas grandes a los de sus
similares, esto también es explicado por [3] y [2], donde concluyeron que dicho estimador
es sesgado e ineficiente por sus severas consideraciones de equilibrio dindmico, que
sabemos que son una buena aproximacion, pero no del todo acertada. Sus errores reflejan
esta cualidad, pues al reasignar posiciones y velocidades al azar, vemos cémo la masa
difiere mucho, pues estamos cambiando completamente la dinamica del cimulo que tenia
cuando las observaciones fueron realizadas. Es interesante notar que ninguna masa fue
subestimada, sino que todas arrojaron valores mayores. En los perfiles de masa (Figura 1)
todas las masas estan sobreestimadas para el radio final de 2500 kpc, pues terminamos
con masas 3 (A1767), 10 (A1809), 2 (A2255) y 17 (A2399) veces mayores a las masas
obtenidas en la Tabla 1. Una breve inspeccion en la Figura 1 nos hace notar que para los
4 cumulos se sigue un patrén: en los primeros radios las masas toman valores cercanos y
conforme el radio aumenta las masas comienzan a separarse cada vez mas y mas,
incluyendo sus barras de errores. Una posible explicacion de la divergencia de las masas
al exterior de los cumulos es que todos los estimadores son dependientes de las posiciones
de las galaxias y de sus velocidades y al seccionar el cdmulo en anillos y calcular la masas
con esos Unicos cuerpos, las sumatorias de las ecuaciones (1), (2) (3) y (4) pueden arrojar
valores muy grandes.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Tal vez exceptuando la masa proyectada, los demas estimadores poseen estimaciones muy
similares, siendo los mas congruentes las masas promedio y medianas. Parece haber una
discrepancia realmente alarmante con la masa proyectada, por lo que serd necesario
revisar el cédigo implementado, indagar mas sobre su funcionamiento y tener una muestra
mas grande de cumulos. Es alentador ver que 3 estimadores realmente arrojan valores muy
préximos a si mismos y, ademas, las estimaciones de error (exceptuando la masa virial)
son bajos considerando el tipo de calculos que se estan realizando. En un trabajo futuro se
ve la opcion de probar alternativas de estadisticos, criterios de seleccién de miembros y
eleccién del centro del cumulo y buscar las diferencias que aportan. Ademas, existen
distintos métodos de estimaciones de error que seria interesante probar para nuestro
estudio.

Por parte de los anillos, hay un problema de sobreestimacién que hay que encontrar, los
estimadores parecen desempefiarse de manera consistente, por lo que habra que revisar
la metodologia en los calculos por anillos y buscar literatura que dé un poco méas de soporte
a la investigacion. Ademas, el patrén encontrado de discrepancia conforme aumenta el
radio es un punto muy importante a desarrollar y, una vez corregidos los problemas de
sobreestimacion sera interesante determinar si ese patron sigue ocurriendo o no.
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Resumen — Polipropileno puro y reforzado con arcilla natural de halloysita (HNTS) se procesaron
utilizando una extrusora de doble husillo para generar un filamento de ellos y ser impresos mediante
3D. Las propiedades mecéanicas del iPP puro y del nanocomposito (iPP/HNTSs) se compararon
mediante analisis mecanico dinamico (DMA). Los resultados del DMA revelaron que el médulo de
almacenamiento del material compuesto aumenté con respecto al polimero puro, mientras que el factor
de pérdida mecanica (tan &) disminuy0 y hubo un desplazamiento a temperaturas mas altas; lo cual
indico una mayor temperatura de transicion vitrea en el sistema reforzado. Se cree que los resultados
obtenidos en este estudio ayudaran al desarrollo de piezas funcionales impresas por 3D.

Palabras clave — Manufactura aditiva, nanocomposito, mddulo de almacenamiento, médulo de pérdida,
factor de pérdida mecanica.

I. INTRODUCCION

La impresion 3D, descrita por primera vez en 1986 por Charles Hull como un proceso de
unién de materiales para fabricar objetos a partir de datos de modelos 3D, normalmente
capa a capa, también es denominada manufactura aditiva (AM), prototipado rapido (PR) o
forma libre de sélidos (FLS). Con esta técnica se puede conseguir una fabricacion rapida
de diversas herramientas, una produccién de componentes con geometrias complejas, se
puede ofrecer alta precision, rentabilidad y una geometria personalizada *.

Una de las técnicas de impresion 3D conocida como modelado por deposicion fundida
(FDM), utiliza un filamento continuo de un material termoplastico para imprimir en 3D capas
de materiales, esta técnica fue utilizada en este trabajo . Es considerada la técnica mas
comun de impresién 3D, es conceptualmente simple, la arquitectura de impresion es
pequefia y barata. Su funcionamiento es basico: consiste en introducir un filamento
termoplastico, continuamente, en una pequefia cadmara caliente donde se funde,
convirtiéndose en un fluido completamente viscoso. Posteriormente, la masa fundida se
extruye a través de una boquilla y es depositada por capas en una cama, donde se sigue
un patrén calculado por el software de control de la impresora que reproducira la geometria
deseada del objeto 2.

Sin embargo, la mayoria de estos productos, hechos de polimeros impresos por 3D, sélo
se utilizan como prototipos conceptuales y no como componentes funcionales ya que, al
ser productos elaborados con polimeros puros, carecen de resistencia. Tales
inconvenientes limitan la aplicacion y el desarrollo industrial de los polimeros impresos en
3D. La incorporacién de refuerzos de particulas, fiboras 0 nanomateriales a los polimeros
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permite la fabricacion de compositos de matriz polimérica, que se caracterizan por sus altas
prestaciones mecanicas y su excelente funcionalidad 3.

El polimero que se utiliza en este trabajo es el polipropileno isotactico (iPP). El
polipropileno es un plastico ampliamente utilizado en diferentes sectores industriales, tales
como: el automotriz, en la creacion de piezas para la carroceria; el sector alimentario, en la
fabricacion de envases, entre otros “.

El material de relleno utilizado en este trabajo son nanotubos de halloysita (HNT's). La
halloysita es un nanomaterial natural abundantemente disponible, lo que la hace atractiva
y conveniente para las aplicaciones tecnolégicas. Los nanocompuestos basados en
halloysita se han estudiado durante varias décadas debido a sus propiedades
fisicoquimicas. Los hanocompuestos polimero-arcilla resultantes presentan caracteristicas
notables, como efectos de refuerzo, mayor resistencia a la llama y menor expansiéon
térmica. La halloysita se ha investigado principalmente para su uso en nuevos materiales
avanzados debido a su disponibilidad y estructuras bien definidas °.

El objetivo de este proyecto es investigar la viabilidad del uso de nanocompuestos de
iPP/HNTSs, en términos de sus propiedades mecénicas. Se utilizé la técnica de impresion
3D debido a su relativa flexibilidad y la posibilidad de operar, de manera personalizada, el
proceso. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos del andlisis mecéanico
dinamico (DMA).

Il. MATERIALES Y METODOS
Materiales

El filamento se produjo mediante extrusion, utilizando un sistema de extrusion de doble
husillo; el mecanismo de engranes que genera el movimiento a los husillos es accionado
por un motor 0.13 HP. Todo esto es controlado mediante un Arduino que se programa con
un software de computadora (LabView 2017). La alimentacion consisti6 en pellets de
polipropileno comercial suministrado por Formosa Plastics (Formolene 4100N, MFR 12 g/10
min), tanto para el sistema puro como para el sistema con refuerzo. Este Ultimo siendo
halloysita comercial suministrado por Sigma Aldrich (CAS 1332-58-7). Las arcillas fueron
caracterizadas mediante IR, mientras que el filamento obtenido, puro y con refuerzo, se
utilizé para imprimir probetas para la prueba DMA.

Métodos experimentales

Para la produccion del filamento, el software de computadora, LabView 2017, fue
utilizado para arrancar el sistema de extrusion mediante un Arduino, a 150 rpm y una
temperatura de 190°C. Para el polipropileno puro, se utilizaron 240 g para obtener filamento
puro; con didmetro entre 1.4y 1.75 mm; el cual se utilizé en una impresora 3D Ender 3 Pro
(ver figura 1a). De igual manera, se utilizé 240 g de iPP puro para el sistema de 0.5% peso
de halloysita. En los dos procesos de extrusion, se alimentd manualmente; procurando
tener una alimentacion constante y, a su vez, manteniendo la velocidad de recoleccion de
filamento constante. El proceso de extrusion se aprecia mejor en la figura 1b.
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Figura. 1. Esquema ilustrativo del proceso de impresién y extrusion.

Andlisis de infrarrojo

La muestra de HNTs se caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier con un detector de reflexion total atenuada (FTIR-ATR Perkin,
modelo Spectrum 100). El espectro se realizé en el rango entre 4000 y 600 cm™ con 120
barridos. El equipo se muestra en la figura 2.

Figura. 2. Equipo FTIR-ATR para la caracterizacion de HNTs
Analisis mecénico dinamico

Se realizaron analisis mecénicos dinamicos (DMA) para los dos sistemas (puro y
con refuerzo) para evaluar y comprender mejor el comportamiento de la resistencia del
material en funcién de la temperatura. Para tales fines se utiliz6 un instrumento
comercial (TA Instruments DMA8O0OQO, se ilustra el equipo en la figura 3). Los médulos
se midieron de -40 a 120°C utilizando muestras rectangulares de acuerdo con la norma
ASTM D 4065 — 01. Las temperaturas de transicion vitrea (Tg) de ambos sistemas
también fueron determinadas por DMA a partir de los picos de la curva tan §. Las
probetas se cargaron ciclicamente a 1 Hz y fueron calentadas a una velocidad de
rampa de 3°C por minuto.

Figura. 3. Equipo TA Instruments DMAB8O00O para el andlisis mecénico dindmico de las muestras

té*; BRI

Péginaz 3 9



24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

IIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES
Andlisis FTIR

El espectro de los nanotubos de halloysita (HNTS) se muestra en la figura 4. El espectro
obtenido mostré varias bandas caracteristicas: un pico de absorcion en 3620 cm™! y
3690 cm™?! atribuido a las vibraciones del enlace Al — OH ©. El agua entre las capas esta
indicada por la vibracion 1655 c¢m™1, el pico de 1129 cm™! se asign6é al modo de
estiramiento del Si — 0 7. Las bandas a 1000 y 669 cm™! se atribuyen a vibraciones de
estiramiento perpendicular de Si — 0 — Si. La vibracion a 906 cm™! es causada por la
deformacién O — H de los grupos hidroxilos de la superficie interna, y la deformacion O — H
de los grupos hidroxilos internos. Los picos que se observaron a 756 y 792 cm™! se deben
a vibraciones de traslacion 0 —H de las unidades 0 —H de la halloysita. Estas

observaciones sugieren la presencia de agua en la estructura de la halloysita de acuerdo
con la literatura 8.
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Figura. 4. Espectros IR de HNTs

Analisis mecénico dinamico

Los modulos de almacenamiento y de pérdida de los dos sistemas se muestran en la
figura 5a y 5b respectivamente, y los respectivos valores de Tg se indican con flechas en la
figura 5c. El aumento del modulo de almacenamiento fue del 80% debido a la presencia de
la halloysita en la matriz de polipropileno. El cambio en el médulo de almacenamiento refleja
cambios en la matriz polimérica y/o en la interfaz refuerzo/matriz que aumenta la
transferencia de esfuerzos de la matriz polimérica al relleno °. La halloysita aumenta la
caracteristica elastica de la muestra debido a las interacciones polimero-relleno. Al tener
una mayor rigidez se espera que los valores del mddulo de pérdida sean menores, no
obstante, se observa un comportamiento contrario a lo esperado, estos valores demuestran

mayor disipacion de energia y, a su vez, esto indica una mejor adhesion interfacial entre la
matriz y el relleno™®.

Pégina240



24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

1800

H

T — TS, CLST i

14223 1

12055

Mddun da A rmacanarmania {Pa)
Meaduo de Pandidad{Pa)

0 - & m 40 & - LEE 0 <0 - & @D 40 e &/ LEE =0
.ﬂ} Terrrpressburs {0 h} Tesnpemdura ("0

Tan Dusta

= 210 [= o 40 &0 a0 L et
Temperatum (")

Figura. 5. a) Médulos de almacenamiento, b) Médulos de pérdida y c) Factores de amortiguamiento
de los sistemas iPP e iPP/HNTs 0.5% w/w

Por dltimo, en la figura 5¢c se puede observar como el maximo de la curva de
nanocomposito se desplaza hacia temperaturas mas altas, esto puede ser atribuido a la
compatibilidad entre el relleno y la matriz polimérica; debido a la restriccion de movimientos
de la cadena polimérica y la adhesion interfacial entre la matriz y el relleno °.

VII. CONCLUSIONES

Se investigaron las propiedades mecanicas del iPP puro y del compuesto iPP/HNTs. La
rigidez del material reforzado aumenté de 2.1x10%° a 3.9x10%° Pa con la adicién de un 0.5
% en peso de HNTSs lo cual representa un 80% de incremento. A partir de los resultados del
DMA, la incorporacion de HNTs provocé un aumento considerable del médulo de
almacenamiento (rigidez) y una disminucién de los valores de tan 6. Estos resultados
demuestran el efecto de refuerzo de los HNTs en la matriz de iPP. Lo anterior puede ser
una confirmacion de que los HNTs se encuentran bien dispersos en la matriz de iPP. El
composito de iPP reforzado con HNTs es capaz de ofrecer propiedades mecanicas
favorables para aplicaciones reales. En este trabajo Unicamente se reforzé un sistema al
0.5% en peso, sin embargo, para tener mas informacion acerca de cémo influye el
porcentaje de refuerzo en la matriz polimérica del iPP, se pueden realizar varios sistemas
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con diferentes porcentajes en peso de HNTs para comparar los resultados y determinar qué
porcentaje de HNTs favorece de mejor manera propiedades mecanicas especificas como
rigidez, capacidad de disipacién de energia, entre otras; segun la aplicacion en donde se
requiera este material.
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NEST-SITE CHARACTERISTICS, DIET, AND ACTIVITY PATTERNS
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Abstract — The Peters’s squirrel (Sciurus oculatus) is a poorly studied species of tree squirrel
inhabiting oak-pine forests along the Trans-Mexican neovolcanic belt. There is a severe lack of
information about the ecology, diet, and behavior of this squirrel species. We examined nest-site
characteristics, diet, and activity patterns of S. oculatus in an oak-pine forest in Querétaro. Squirrels
nested mostly on top of the tree canopy, nesting similarly in oak and pine trees, and diet consisted
primarily of pine seeds. Arboreal traverse was the most common behavior observed in S. oculatus
during the study, with mating chases observed in May. Our findings provide a baseline of information
for further studies involving S. oculatus as well as conservation efforts for this endemic species and
other arboreal species in neotropical forests.

Keywords — Nests, endemic species, Sciurus oculatus, behavior.
. INTRODUCTION

Activity patterns are an effective tool for understanding the ecology of an organism,
including its foraging strategies, adaptations, and physiological responses to the
environment [1,2] Studying the activity patterns of tree-dwelling mammals is beneficial for
understanding their behavior. However, this information is commonly sampled using animals
in captivity or laboratory conditions, since sampling is easier [3]. The study of tree squirrel
behavior is seldom practiced, especially in more elusive and less charismatic species, which
makes them more vulnerable to anthropogenic threats [4,5].

The Peters’s squirrel (Sciurus oculatus) is an arboreal squirrel endemic to Mexico [9].
Although studies assessing their exact geographic range are scarce, the species is
estimated to be distributed along the Trans-Mexican neovolcanic belt [7,8], inhabiting mainly
pine (Pinus) and oak (Quercus) forests at elevations ranging 1,500 and 3,600 m [9].
Although listed as Least Concern by the International Union for Conservation of Nature
(IUCN) [10], the species is federally listed in Mexico as subject to special protection [11].

Due to the benefits that nests provide, nest site selection is a crucial behavior of arboreal
squirrels that has a direct impact on their survival and reproduction [7]. Furthermore, nests
and nest sites affect the density and reproduction of a variety of mammals and are a critical
resource for conservation [12,13,14,15,16]. Although the nesting behavior of S. oculatus has
been poorly studied, other arboreal squirrel species commonly use either tree cavities or
leaf nests (dreys). Dreys are woven structures constructed in the branches or forks of a
variety of trees. These nests may be lined with grass, moss, and fur [17]. Arboreal squirrels
are good indicators of forest condition. This is because they depend directly on the quality
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of trees to provide food, nest sites, and launch sites [7,18]. Furthermore, practically nothing
is known about the ecology, diet, and behavior of S. oculatus [4,7]. Thus, more information
regarding this species is needed to construct conservation plans of both S. oculatus and the
forest ecosystems that they occupy.

Due to the preference for nest stability, the negative effect of wind on nest structure, and
the risk of predation from ground and aerial predators, we predicted that nests would be
located close to the tree trunk, opposite to the wind’s direction, and located in the lowest
section of the tree canopy. And due to the benefit of greater food availability and protection
from the environment, we also predicted that nests would be located mostly on oak
(Quercus) trees, with a higher number of interlocked trees, with greater basal diameters,
and with a higher canopy cover average. Similarly, we predicted that tree squirrels would be
more active during the morning and evening before dark due to the lower temperature and
higher moisture values at this time of day. And since our study was conducted during the
dry season, we predicted that S. oculatus would spend most of the time foraging, feeding
mainly on pine (Pinus) seeds.

II. MATERIALS AND METHODS

Study area—The study was conducted in Bosque de las Hojas (20°51N, 99°35W;
elevation 2,616 m), a private oak-pine forest located near the town of El Doctor, in the state
of Querétaro, México. The highest temperatures in the study area occur during the summer,
and highest precipitations range from June to October. From April to July 2022, we searched
for leaf nests, tree squirrels, and feeding signs while walking quietly along trails (Fig. 1).
Observations of nests and tree squirrels were performed using binoculars (Celestron
Outland X). We only considered nests in relatively good condition (i.e., shape, structural
integrity) to maximize the probability that they were actively used by squirrels [7,19].

When a nest was sighted, we recorded the date and the coordinates of the nest tree
(UTM format), as well as the condition of the tree (live or dead). For each tree, we measured
height in meters using an electronic clinometer (Haglof). We measured basal diameter and
distance to nearest tree using a DBH measuring tape. We measured canopy cover for each
nest tree using a GRS densitometer in all cardinal directions. We counted the number of
interlocked

Fig, 1. Location of the study area in Querétaro, México.
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trees by considering direct connections of branches with the nest tree. For each nest, we
measured its height, aspect, support (branch or fork), position relative to the tree canopy
(crown, top, middle, or bottom), distance to trunk, materials (oak branches, pine needles,
etc.), and condition (fresh or dry).

When a squirrel was sighted, we recorded the date, coordinates (UTM format), time,
temperature and moisture using a hygrometer, weather, and the tree species where the
squirrel was first located. We also recorded height of first sighting, place of first sighting
(tree, ground, rock, etc.), and the diet (if eating). While maintaining a distance of at least 10
m, we performed a behavioral observation of the tree squirrel. Behaviors were recorded for
10 min and we didn’t return to the site of first sighting for two hours after observation to avoid
observing the same squirrel.

Statistical analysis—We used circular analyses for nest aspect and tree squirrel activity.
We used chi-square tests for the genus of nesting trees and the position of nests on the tree
canopy.

Ill. RESULTS

Nests—We measured a total of 17 nests, of which 70.6% were dry and 29.4% fresh. We
found that most nests were built in tree branches (64.7%) whereas forks (35.3%) were
scarcely used (X2 =0.752, df = 1, P = 0.386). Nests were placed on average at 13.36 m (+
5.57 SD; range = 4.5-26 m) above the ground. Nests were placed mostly at the top (76.4%)
of the tree canopy, with 11.8% at the middle, and 11.8% at the bottom (X? = 6.354, df =2, P
= 0.041). On average, nests were found at 3.44 m (x 2.02 SD; range = 0-5.6 m) from the
tree trunk. Nests were not oriented in any particular direction (Rayleigh, R = 0.351, P =
0.122).

Nest trees—We measured a total of 17 nest trees, of which 47.05% belonged to Quercus
and 52.95% to Pinus (X? = 0.029, df = 1, P = 0.864; Fig. 2). Tree species mostly used by S.
oculatus for nesting were P. pseudostrobus and Q. laurina (Fig. 2). On average, nest tree
height was 16.86 m (+ 5.84 SD; range = 10-33.1 m). The average basal diameter of nest
trees was 51.52 cm (£ 15.22 SD; range = 31.3-81 cm), and the average canopy cover was
74.68% (= 15.25 SD; range = 45-96.25 %). We found that nest trees were

Quercus lauring I

Quercus greggii I
Quercus polymorpha
Pinus pseudostrobus
Pinus teocote

Quercus affinis

Nesting tree species

Pinus leiophylla

o

5 10 15 20

H 0,
= Pinus = Quercus Percentage of trees with a S. oculatus nest (%)

Fig. 2. Genus and species of nesting trees used by S. oculatus.
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Fig. 3. Activity pattern of S. oculatus.

connected to an average of 6.53 (+ 2.63 SD; range = 3-11) other trees, with an average
distance to the nearest tree of 5.78 m (+ 14.14 SD; range = 0.45-60 m). We found no
evidence of S. oculatus nesting on dead trees.

Diet—We found feeding signs on 7 occasions. In April, we observed that squirrels fed
mostly on pine seeds and pine strobili. In May, squirrels were feeding on pine seeds and
apples (Malus domestica). In June and July, squirrels still fed on pine seeds, apples,
mushrooms, and seeds from Cupressus sp. In July, we also observed the first production of
acorns by oak trees (Q. mexicana, Q. crassipes) within the study area.

Arboreal traverse
Climbing
Descending tree
Mating chase
Eating

Foraging

Loafing

Grooming
Scratching

Running

Defecating

Resting

Standing on ground
Alert

Carrying food
Ground walking
Caching food
Carrying nest material

0.

o

0 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Percentage of observations of behavior (%)

Fig. 4. Behavior of S. oculatus.
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Activity patterns—We sighted a total of 23 squirrels. Squirrels were active mostly in the
morning hours (Rayleigh, R = 0.725; P < 0.0001; Fig. 3). Squirrels were mostly sighted on
tree branches (47.83%, n = 11), with the least common sighting places being the tree canopy
(26.09%, n = 6), the ground (13.04%, n = 3) and tree trunks (13.04%, n = 3). Most sighted
tree squirrels displayed a gray coloration, with only 2 individuals having melanistic fur
pigmentation (8.70%). The most common behavior observed in S. oculatus was arboreal
traverse with 23 occurrences (Fig. 4). Mating chases were observed on May 22, 2022, with
males displaying scrotal testes and chasing females along the canopy.

V. DISCUSSION

Contrary to our predictions, nests were not found close to the tree trunk, opposite to the
wind’s direction, or in the lowest section of the tree canopy. S. oculatus showed no
preference regarding the orientation of the nest. Furthermore, nests were found in the
highest section of the tree canopy, suggesting that this particular forest might have a greater
degree of ground predators rather than aerial, or that due to the density of the canopy cover,
S. oculatus prefers sunlight availability while risking a higher chance of predation from aerial
predators. Furthermore, nesting higher in the tree canopy could lead to more food access,
which has been observed with other species, like the fox squirrel (Sciurus niger)
[21,22,23,24]. S. oculatus showed no preference between trees belonging to the genus
Quercus or Pinus, which might be due to the resources that each tree species provides. Oak
trees (Quercus) often provide more nesting material while being less preferable for food,
since acorns are not produced year-round. Conversely, pine trees provide more food but
nesting material of a lesser quality, since more pine needles are needed to build a nest in
comparison to oak leaves [7,25]. Our prediction on nest trees with more interlocked trees,
more basal diameter, and more canopy cover was supported. S. oculatus may benefit from
trees with higher connectivity with other trees since they provide routes of transport without
the need of descending to the ground where predators are plenty [25]. A higher canopy
cover for nest trees suggests more protection from abiotic factors like wind and rain, which
is beneficial for nest maintenance and stability. And a greater basal diameter is directly
related with the resistance a tree may have to wind, as well as to the age of the tree and the
amount of food it provides for the tree squirrel [7,25,26].

Arboreal traverse was the most common behavior observed, which supports our
prediction of S. oculatus spending most of their time foraging for food during dry seasons.
Arboreal traverse is directly related to tree squirrels actively seeking food, which has been
reported before in other studies of S. oculatus [7]. Though our data collection on diet was
limited, our results on the diet composition of S. oculatus suggests that (at least during the
dry season) most of their diet is composed of pinecone seeds, which confirms our prediction
and is in accordance with other studies [7,9]. Having also found feeding signs of acorns
towards the end of the dry season suggests that S. oculatus could shift to this food during
the rainy season, which would be in line with studies of S. aureogaster in Michoacéan, a
species that is commonly found in sympatry with S. oculatus [27]. Further studies are still
needed to discern the diet composition of this species, particularly due to warmer
temperatures caused by climate change.
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Our prediction regarding S. oculatus being more active during morning and evening hours
was partially supported. S. oculatus seems to prefer morning hours, while being less active
during the afternoon before dusk. This behavior is consistent with S. oculatus populations
occurring in sympatry with S. aureogaster [7]. And although our study population of S.
oculatus is not sympatric with other species of tree squirrels, diurnal activity may still be
beneficial due to lower temperatures and higher moisture values, which might reduce
dehydration.

V. CONCLUSIONS

There is a significant lack of studies addressing the ecology of neotropical tree squirrels,
and S. oculatus is among the least studied species in this group [4]. Research on these
squirrels is imperative for the formation of conservation strategies and wildlife management
efforts. Our results suggest that S. oculatus is mainly active in the morning with no
preference for nest tree species, commonly nesting on top of the tree canopy, and mainly
feeds on pine seeds. This study seeks to contribute with more information on the ecology of
this poorly endemic species. Nonetheless, more studies are still needed to generate sound
plans for the conservation of this species and other arboreal squirrels in neotropical forests.
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Abstract — In this study, the nesting behavior and activity patterns of a relatively unknown endemic
arboreal squirrel species, Sciurus oculatus, is studied through on-site observation and quantification
for a better understanding of the species. The results revealed a preference towards nesting in upper
canopy sites in wide, densely foliated Pinus and Quercus trees, providing availability for food and
quality nest materials. Behavioral observations resulted in arboreal traverse being the most common,
while mating chases could be observed in May. The obtained information aids to build knowledge
about a species protected by the Mexican government, providing the bases for the better-informed
planning of conservation efforts for this and other arboreal species.

Keywords — Nests, behavior, diet, Sciurus oculatus, Peters’s squirrel, endemic species.

I. INTRODUCTION

To have a better understanding of the ecological and adaptation processes of an
organism, researchers can resort to the study of activity patterns [1]. These types of studies
have focused on terrestrial species at ground level, while the behavior of arboreal mammal
species is seldom documented due to the constraints involved in their observation [2].
Furthermore, the study of arboreal squirrels, which are far less accustomed to humans than
the ones found in urban areas, is even more scarce, thus creating a lack of information
regarding these timid species, which contributes to their vulnerability to human threats [3, 4,
5].

One of these elusive species is the Peters’s squirrel (Sciurus oculatus), endemic to
Mexico [6]. Pine (Pinus) and oak (Quercus) forests at elevations of 1,500 to 3,600 m along
the Trans-Mexican neo-volcanic belt have been estimated to be distribution sites for this
species [6, 7, 8]. The species is listed as Least Concern by the International Union for
Conservation of Nature (IUCN) [9]. However, in Mexico it is federally listed as Subject to
Special Protection [10].

Nesting behavior provides individuals with safety from predators, which makes the
selection of the nesting site a critical aspect of the behavior of arboreal squirrels such as
Peters’s squirrel, posing as a variable of consideration on their fithess [7]. Therefore, it is
key to acquire a better understanding of this behavior for conservation purposes. While S.
oculatus nesting behavior has not been poorly documented, it is known that other arboreal
squirrels employ tree cavities [11] or leaf nests, known as dreys [12]. Due to their direct
dependance on tree quality for food and shelter, arboreal squirrels such as this one are
natural indicators of forest condition [7, 13]. The lack of knowledge regarding its ecology,
diet, and behavior has sparked the need for research to adequate conservation plans.
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Regarding nest characteristics, we ought to consider several threats and variables to
make predictions about nesting behavior. Based on that direct risks for the nest are wind,
rain, and predation, we predicted that nests should tend to be located close to the trunk
instead of laying on branches and located in the middle section of the tree canopy. Due to
a direct necessity for efficient movement for foraging, we predicted that nest trees should
have a high number of interlocked trees to facilitate displacement. Also, trees belonging to
the Quercus genus, and therefore with greater basal diameters than Pinus trees, should
tend to be favored as nest trees due to greater food availability than their conifer
counterparts. Since the research will be conducted during the dry season, we predict that
the most common behavior will be foraging. Higher activity should take place during lower
temperatures combined with high moisture; thus the prediction is that there will be
preference for crepuscular hours since they are the most likely to meet the previous
conditions. Furthermore, we also predict that the dryness of the season will impact the diet,
with dry foods such as pinecones being its main component.

IIl. MATERIALS AND METHODS

Study area — The study was conducted in Bosque de las Hojas (20°51N, 99°35W;
elevation 2,616 m), a private camping site near the town of El Doctor, in the state of
Queretaro, Mexico. The annual average temperature for the area is 13.1°C, with an average
high of 18.5°C and an average low of 7.7°C, while the hottest months are April and May and
the coldest are January and February. Annual average precipitation is 810 mm, with the
rainy season ranging from June to October [14]. The climate is template subhumid [15]. The
study was conducted from April to July 2022, time in which we roamed the area (Figure 1)
along dirt paths and searched for nests, squirrels, and food remnants. Observations were
made with 10x42 Celestron Outland X binoculars. Accounted nests were selected based on
structural integrity.

Google Ma N

Figure 1. Study Area, Bosque de las Hojas.

Upon nest sighting, the following pieces of data were recorded about the nest: date of
sighting, nest height (in meters), aspect in degrees, branch or trunk fork support, position
relative to the tree canopy (crown, top, middle, or bottom), distance to trunk (in meters),
materials (leaves, pine needles, mixed), and fresh or dry condition. In terms of statistics, chi
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squared (x?) analysis was applied to type of support (branch or trunk) and nest position
relative to the tree canopy.

Regarding the nest tree characteristics, the ones considered were tree coordinates (UTM
format), alive or dead tree, tree species, height, basal diameter, distance to nearest tree,
canopy cover, number of interlocked trees. Tree species were identified with the aid of a
biodiversity guide for the state of Queretaro [16]. If the tree could not be identified in such
way, leaf samples were collected for posterior identification. Tree height was measured with
a clinometer, while basal diameter (in centimeters) and distance to nearest tree (in meters)
were obtained with a forestry diameter and distance measuring tape. Canopy cover was
obtained through the average of the four measurements at the base of the tree facing each
cardinal point. The number of interlocked trees resulted from the counting of direct
connections of branches with the nest trees. Both canopy cover and number of interlocked
trees were measured each by a single team member to avoid bias in measurements. Chi
squared analysis was applied to nest tree genus.

Upon squirrel sighting, the following pieces of data were recorded: time, date,
coordinates, temperature (°C), moisture (% with hygrometer), weather, species of the tree
in which the squirrel was first spotted, squirrel species, coloration, height (in meters) and
place (tree, ground, rock) of first sighting. When the squirrel was spotted eating, the food
was recorded as well. The observations were made maintaining a distance of at least 10
meters to perform an undisturbed behavioral observation of each specimen. Such behaviors
were recorded on an ethogram for 10 minutes, and, to avoid accounting for the same
individual twice, the area of first sighting was abandoned for at least two hours.

Ill. RESULTS

Nests — A total of 17 nests were measured. From these, 12 (70.59%) were dry and 5
(29.41%) were fresh nests. For nest materials, 9 nests were made of leaves (52.94%), 6 of
pine needles (35.29%), and 2 mixed (11.76%) The highest number of new nests was
measured during June (7), whereas the lowest was on April (1). Most nests were built on
branches (11; 64.71%), while forks (6; 35.29%) were not used as much (x?> = 0.752, df = 1,
P = 0.386). Nests were at an average height of 13.36 m (+ 5.57 SD), with the highest and
lowest being at 26 and 4.5 m. In terms of canopy position, most were at the top (13; 76.48%),
while only 2 (11.76%) were found at the middle and 2 (11.76%) as well at the bottom of the
canopy (x? = 6.354, df = 2, P = 0.041). Nests were at an average distance from the tree
trunk of 3.44 m (£ 2.02 SD), with the farthest and closest being at 5.63 and 0 m. Nest
orientation ranged from 0° to 335°, with no particular direction (Rayleigh, R = 0.351, P =
0.122).

Nest trees — A total of 17 nest trees were measured. From these, 9 (52.95%) belonged
to the Pinus genus and 8 (47.05%) to the Quercus genus (x? = 0.029, df = 1, P = 0.864).
The most used Pinus species was P. pseudostrobus, while the most used Quercus species
was Q. laurina, each being sighted as a nest trees 4 times. In the opposite hand, the least
used trees from each genera were P. leiophylla (2), Q. affinis (1), and Q. greggii (1) (Figure
2). The average nest tree height was of 16.86 m (+ 5.84 SD), with the tallest being 33.1 m
and the shortest being 10 m high. Regarding the basal diameter and canopy cover, the
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average was of 51.52 cm (£ 5.84 SD, range = 31.3-81 cm) and 74.68% (+ 15.25 SD, range
= 45-96.25%), respectively. And in terms of nest trees and surrounding trees relations, the
average of nest tree connections to other trees was of 6.53 (+ 2.63 SD, range = 3-11), while
the average distance to the closest tree was of 5.78 m (+ 14.14 SD, range = 0.45-60 m). No
evidence was found of S. oculatus nesting on dead trees.

Pinus leiophylla
Pinus pseudostrobus
Pinus teocote
Quercus affinis
Quercus greggii
Quercus laurina
Quercus polymorpha

Nest trees species

0 1 2 3 4
Number of trees with a S. oculatus nest

Figure 2. Species and frequency of nest trees used by S. oculatus.

Activity-time patterns and budget — There was a total of 23 S. oculatus sightings. The
most sightings happened on May 22 (7). On that occasion, the temperature was of 24.64°C
and moisture was of 40.72%. The day with the least sightings was May 21, with a single
sighting at 30.7°C and 23% moisture (Figure 3). Most sightings occurred at 12:00 (6), while
there were no sightings at all at 10:00, 1:00 to 14:00, and 17:00 to 18:00 (Figure 4). In terms
of sighting places, most squirrels were spotted on branches (11; 47.83%), while the least
sightings occurred on the ground and trunks (3; 13.04%). Most sighted squirrels were gray,
although two (8.70%) melanic individuals were spotted. The most common observed
behavior was “arboreal traverse”, observed 20 times. It was followed by “climbing” (12) and
“descending tree” (9). There was no observation of individuals caching food (although
cached apples in branches were found) or carrying nest material, however six mating chases
were observed (Figure 5). These mating chases explain the sudden peak of squirrel
sightings.
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Squirrel sightings
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Figure 4. Squirrel sighting times in relation to average temperature and moisture on sighting
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Figure 5. Squirrel behavior sightings in relation to average temperature and moisture on behavior
sighting time. White labels show most common time of day and counts for each type of behavior.

Diet — There were only 7 times in which S. oculatus diet evidence was found. On April,
pinecones and strobili with characteristic gnawing were found. On May, pines cones
persisted while apples (Malus domestica) were the new founding. During June and July,
pinecones and apples persisted, while mushrooms and Cupressus sp. Seeds were added
to the list. Acorns from Q. mexicana and Q. crassipes were also observed in July.

IV. DISCUSSION

Opposing the predictions stated at the beginning, S. oculatus nests were found more
often further from the trunk than close to it and in the higher section of the tree canopy. With
the appliance of x squared analysis, it was found that there is preference for that position
relative to the tree canopy. This could be due to their preference for dense canopy areas
that provide secondary food items such as buds, shoots, and fungi, as well as refuge from
predation as observed in other arboreal squirrels [17, 18].

Furthermore, x squared analysis also provided evidence for no preference to either Pinus
or Quercus trees, despite the slight inclination towards Pinus trees. This can be explained
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by simple tradeoffs. Pinus trees provide more and year-round-available food while offering
lesser-quality nest materials, whereas Quercus trees make up for their lack of year-round
food availability by providing preferable materials, such as their leaves, which along twigs
and fur, provide a warm internal lining [17, 19]. Coinciding with the predictions, S. oculatus
preferred trees with a high number of interlocked trees, greater basal diameter, and denser
canopy cover, due to, as stated before, predator avoidance, protection against the
environment, and resource availability, since trees with greater basal diameter have a
greater pinecone production, such as P. pseudostrobus [19, 20, 21].

Observed behavior partially the behavior prediction, as arboreal traverse was the most
common behavior, which suggests that S. oculatus spends large amounts of time on
traveling from tree to tree to engage in foraging during the dry months, a behavior which has
been previously reported in other studies of this species [7]. On social behavior, observed
mating chases may help to stablish the reproductive seasons for the species. Opposing the
predictions, S. oculatus preferred mild rather than lower temperatures and medium moisture
levels rather than high ones. Furthermore, there was preference for morning to noon hours,
rather than crepuscular hours due to the mild temperatures and moisture, a behavior
previously observed S. oculatus populations sympatric to S. aureogaster [7]. As soon as
temperature or moisture increased, squirrel sightings fell abruptly, a possible behavior aimed
at reducing dehydration.

Finally, regarding diet, pinecones were found to be favored, possibly due to their high
nutritious value and availability [22]. This supports the diet prediction, at least for the dry
months, and is supported by previous studies on the species [6, 7]. The sighting of acorn
food remnants in July may also indicate that S. oculatus could alter between foods
depending on the season, such as it has been reported in usually sympatric species like S.
aureogaster [23]. On a side note, reporting of tree squirrel cacheable foods include
hazelnuts [24], but not apples in tree branches as observed, which might be a novel behavior
for this species.

V. CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

For this research project, the study of the nesting behavior and activity patterns of S.
oculatus in Cadereyta de Montes, Queretaro, Mexico yielded a preference for nesting in high
canopy sites of densely-foliated and Pinus and Quercus trees with great basal diameter,
thus providing availability for both readily accessible foods such as pinecones and for quality
nest materials such as oak leaves. Behavior during the dry season was aimed towards
foraging. A preference for mild temperature and moisture levels, as well as activity during
morning hours was also found. This information aids in providing knowledge regarding a
protected species towards building informed plans on its conservation. Further studies
should address reproductive patterns and behaviors in-depth for a more complete view on
this species.
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Resumen — EI objetivo principal de este proyecto de investigacion es generar perfiles de masa de
cumulos de galaxias, para ello se realizd un estudio tedrico de los métodos de estimacion de masas,
entre los cuales se encuentran el estimador de masa por el teorema del virial, el de masa proyectada,
masa mediana y masa promedio. Cada uno de los estimadores fueron implementados en un programa
escrito en Python, se incluyé el célculo del error usando el método de bootstrap. Para generar los
perfiles de masa, se dividid el cimulo en anillos con una separacion de 500 kpc y se calculé la masa y
error para cada uno de ellos, finalmente se compararon los resultados obtenidos con las masas
obtenidas en trabajos previos. Se observo que el estimador de masa virial es deficiente y que el
estimador de masa mediana resulta en una aproximacién mas consistente, comparando con resultados
de trabajos anteriores. En los perfiles de masa, los valores discrepan en mayor cantidad a medida que
se incrementa el radio del cimulo y en algunos anillos se obtienen masas que no corresponden al valor
esperado, tales anomalias son posiblemente causadas por la presencia de galaxias espurias en el
cumulo.

Palabras clave — Estimadores de masa, cimulos de galaxias, bootstrap.

Abstract — The aim of this research project is to generate mass profiles of galaxy clusters, for which
a theoretical study of mass estimation methods was carried out, among which are the mass estimator
by the virial theorem, the projected mass, median mass and average mass. Each one of the estimators
was implemented in a program written in Python, the calculation of the error was added using the
bootstrap method. To generate the mass profiles, the cluster was divided into rings with a separation
of 500 kpc and the mass and error for each of them were calculated, finally the results obtained were
compared with the masses obtained in previous works. It was observed that the virial mass estimator
is deficient and that the median mass estimator results in a more consistent approximation, compared
to the results of previous works. In the mass profiles, the values differ more as the radius of the cluster
increases and in some rings the masses obtained do not correspond to the expected value, such
anomalies are possibly caused by the presence of spurious galaxies in the cluster.

Keywords — Mass estimators, galaxy clusters, bootstrap.
I. INTRODUCCION

En astrofisica y cosmologia la construccion de modelos para generar perfiles de
densidad de masa de cumulos de galaxias es de suma importancia, debido a que con ellos
es posible obtener informacién sobre la formacion y evolucién de estas estructuras. Para la
validacion de los perfiles de densidad es necesario implementar perfiles de masa, pues a
partir de los célculos de masa bariénica en dichos grupos se puede obtener una relacion
entre la masa total y materia oscura. [1] [2]

En trabajos anteriores se efectiian calculos usando un estimador basado en el teorema
del virial, el estimador de masa proyectada, el de masa mediana y el de masa promedio.
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En este proyecto se escribird, en Python, un cédigo que implemente estos estimadores en
diferentes radios a partir del centro del cimulo de galaxias, generando asi perfiles de masa
para los cumulos. El error en las estimaciones se obtendra con el uso de bootstrapping, un
método de gran utilidad en estadistica, que permitird comparar la eficacia de cada uno de
los métodos de estimacion de masas. [3]

Il. MATERIALES Y METODOS

Los cumulos de galaxias con los que se trabajaron fueron previamente tratados. Las
bases de datos contenian los valores de ascension recta, declinacion y velocidades de las
galaxias en cada cumulo [4]. Para poder realizar las estimaciones, los valores de posicion
y velocidad, se convirtieron a ascension recta y declinacion relativas al centroide del camulo
y velocidades relativas a la velocidad media. Se modificaron las unidades, debido a que las
de los datos descargados no eran adecuadas para la implementacién de los estimadores.
Fue necesario recurrir a un programa anterior en el que se calculan las distancias de
luminosidad, es decir, la distancia de las galaxias al centro del cimulo, por medio de su
redshift, el cual se obtiene a partir de la velocidad media. El primer estimador de masa
implementado fue el que utiliza el teorema del virial, para esto suponemos que los sistemas,
es decir los cumulos, se encuentran en equilibrio. La estimacién de masa usando este
método esta dada por la siguiente ecuacion.

3nN  %,VZ @)

My=——
1
2G xR i

Donde m=3.1416, N es igual al nmero de galaxias en el cimulo, V son las velocidades
relativas de las galaxias, G = 6.6743e-11, la constante de gravitacion universal y R es la
distancia de las galaxias al centroide del cumulo.

El estimador de masa proyectada surgié como una alternativa al método anterior, debido
a que usando el teorema del virial se pueden tener sesgos. Ademas, se considera un nuevo
parametro, relativo a la distribucién de las érbitas.

fom (2)
P G(N-l.S)ZVZ‘ =
1

Donde la constante fpy=10.2.

Posteriormente, tenemos el estimador de masa mediana, el cual se obtiene mediante la
siguiente ecuacion.

f 3)
Mye= %z [(Vzi'vzj)zRJ_,ij]
Lj

Donde la constante fy,=6.5. Y finalmente se implementé el estimador de masa promedio,
que podemos expresar por medio de la siguiente ecuacion.
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fay 2 (4)

My, = —
AVTUG N(N-1)
1<

(Vyi-Vy ) Ry
j

Donde la constante f,,=2.8.

Para calcular los errores, en articulos previos se proponian métodos de estadistica como
Monte Carlo [3], sin embargo, se optd por utilizar el de bootstrap, el cual fue programado
con 1000 iteraciones. Una vez teniendo funciones que calcularan tanto las estimaciones
como los errores, se dividieron los cimulos en anillos de <500, <1000, <1500, <2000 y
<2500 kilo parsecs y se efectuaron los céalculos correspondientes para cada uno de ellos.
Las funciones de los estimadores y calculo de error para generar los perfiles de masa fueron
implementadas en Python, en el IDE Spyder, se utilizaron diferentes librerias como Numpy,
Astropy, Pandas y Matplotlib.

Ill. RESULTADOS

Se obtuvieron estimaciones de masa usando los cuatro métodos descritos
anteriormente, estas se plasman en las tablas 1, 3, 5y 7, con el error correspondiente a
cada método en la segunda fila. Los perfiles de masa para los cuatro cimulos estudiados
se encuentran en las tablas 2, 4, 6 y 8, la primera fila corresponde a un radio de 500 kpc, la
segunda a uno de 1000 kpc y asi sucesivamente hasta 2500 kpc, los errores para cada una
de las estimaciones se encuentran en las columnas siguientes, siendo ErrV, ErrM, ErrP y
ErrA el error calculado para el estimador de masa virial, mediana, proyectada y promedio
respectivamente. Los valores de masa estan dados en 1014 MO (masas solares) y los
radios en kilo parsecs.

Tabla 1. Estimaciones de masa del cimulo A2593, con su error correspondiente.

Virial Mediana Promedio Proyectada
Masa 7.643 5.768 7.175 7.701
Error 3.792 0.878 1.352 0.956

Tabla 2. Perfil de masa del camulo A2593.

R Virial Mediana Proyectada Promedio ErrV ErrM  ErrP  ErrA

<500 3.423 2.454 4.940 3.065 1.524 0.593 1.017 0.517
<1000 4.878 4.121 7.293 5439 2.481 1.129 1.456 0.973
<1500 5.525 3.528 9.294 5540 2.672 1.379 2.979 1.849
<2000 4.222 4.725 9.875 6.323 24 1444 2.214 1.666

<2500 3.475 4.478 11.373 6.519 2.407 2.815 4.195 2.17

Tabla 3. Estimaciones de masa del camulo A1750, con su error correspondiente.
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Virial Mediana Promedio Proyectada
Masa 16.193 15.542 16.586 22.604
Error 7.666 1.818 2.496 1.771
Tabla 4. Perfil de masa del camulo A1750.

R Virial Mediana Proyectada Promedio ErrV ErrfM  ErrfP ErrA
<500 0 1.945 1.437 4.181 0.872 1.237 0.637 1.916 0.318
<1000 1 8.415 8.715 13.601 9.222 3.961 2.128 2.653 1.661
<1500 2 13.388 16.397 22.775 16.608 6.759 2.856 3.504 2.502
<2000 3 14.302 20.737 34.849 21.359 8.724 7.439 8.546 5.372

<2500 4 40.681 44560 117.830

21.988 33.902

47.438 13.779

Tabla 5. Estimaciones de masa del cimulo A2670, con su error correspondiente.

Virial Mediana Promedio Proyectada
Masa 14.522 12.688 12.69 14.855
Error 6.532 1.586 2171 1.539

Tabla 6. Perfil de masa del camulo A2670.

R Virial Mediana Proyectada Promedio

ErrV  ErrM  ErrfP ErrA

<500 O 8.815 7.543
<1000 1 8.587 7.561
<1500 2 12.427 13.220
<2000 3 5.045 14.650
<2500 4 18.325 2.279

7.117 3.704 1.868 1.987 1.44

10.101

11.579 7.966 3.95
18.229 13.635

20.648 12.319

72.906 1.612 19.577

1.63 2.156 1.461

6.416 2.558 3.243 2.232
7.008 7.043 8.861 4.441

13.04 0.569

Tabla 7. Estimaciones de masa del camulo A117, con su error correspondiente.

Virial Mediana Promedio Proyectada
Masa 8.733 6.9 8.386 11.107
Error 3.521 1.247 1.472 1.016
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Tabla 8. Perfil de masa del camulo A117.

R Virial Mediana Proyectada Promedio ErrV ErrM  ErrfP  ErrA
<500 0 3.203 1.947 3.629 2335 2.151 1.199 0.707 0.65
<1000 1 5433 4.708 7.709 5462 1.649 0.564 1.216 1.294
<1500 2 7.163 5.867 10.303 5,948 2.462 2.474 1.926 1.919
<2000 3 16.133 16.734 26.529 17.656 7.84 3.302 4.807 2.824
<2500 4 1470 0.244 1.579 0.105 0.512 0.744 0.046
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Fig. 1. Gréficas de los perfiles de masa de los cimulos a) A2593, b) A1759, ¢) A2670 d) A117.

En la Figura 1 se pueden observar las graficas de los perfiles de masa de los cumulos
de galaxias estudiados, el valor de masa obtenida con cada estimador tiene un color
asignado y su barra de error correspondiente.

IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Observando las tablas correspondientes a las estimaciones de masa de cada cumulo
sin las divisiones de anillos, es posible percatarse de que existen diferencias entre los
valores que arroja cada estimador, asi como variaciones en el error de cada uno de estos.
Los resultados obtenidos fueron comparados con los de trabajos anteriores en los que
también se trabaj6é con estas muestras [5] y a pesar de obtener discrepancias, los 6rdenes
de magnitud de los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los obtenidos
mediante otros métodos. De manera particular, se puede observar que el estimador de
masa virial presenta en los diferentes casos un mayor error, aunque es una buena
aproximacion tiene sesgos ocasionados por la suposicion de que los cumulos se
encuentran en equilibrio dindmico, cuando pueden existir discordancias [3]. En el caso del
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estimador de masa proyectada se obtienen estimaciones de masa con valores mas
elevados, que no concuerdan con el resto de los valores aproximados. En cuanto a los
estimadores de masa mediana y masa promedio, se obtiene valores similares entre si,
ademas sus errores también se mantienen algo estables dentro de cierto rango, lo anterior
puede ser debido a la existencia de galaxias espurias en la muestra, que no afectan
demasiado las aproximaciones echas con estos estimadores.

Analizando ahora los perfiles de masa de los cimulos de galaxias, se puede notar que
en los primeros anillos las estimaciones de masa obtenidas por los diferentes estimadores
son bastante similares, asi como su barra de error, pero a medida que aumenta el radio al
gue se efectlan las estimaciones, estas difieren mas entre si y se producen barras de error
de mayor tamafio. Es asi como en el ultimo anillo concéntrico al cimulo de galaxias, se
tienen valores de masa elevados en relacion a las otras estimaciones. Es posible distinguir
gue existen anomalias entre el célculo de la masa de un anillo respecto al siguiente, en
algunos casos la estimacion para el anillo mas grande, resulta tener una masa menor, lo
cual indica que hay un error en la estimacion, el cual puede ser ocasionado por la
dependencia que hay de los estimadores con las velocidades de las galaxias que
conforman cada cumulo.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los estimadores utilizados para generar los perfiles de masa de los diferentes ciimulos
de galaxias arrojan resultados bastante similares entre si, encontrandose en el mismo orden
de magnitud, ademas, los errores calculados por bootstrap, para cada una de las
estimaciones, también son adecuados. Existen varios factores que causan anomalias
sistematicas en el programa, como el método de depuracién de galaxias espurias o las
consideraciones hechas para implementar el estimador virial. Algunas mejoras que se
pueden hacer es incrementar la cantidad de datos con las que se trabaja, lo cual depende
de la disponibilidad de muestras de cimulos de galaxias. También es posible incrementar
el numero de iteraciones del método usado para el calculo de error, que, si bien depende
de la capacidad de computo del ordenador, permitiria obtener mejores aproximaciones. En
cuanto a la discrepancia de las masas estimadas en relacion a trabajos anteriores, esta
puede ser ocasionada por el uso de parametros diferentes en los estimadores, esto se
puede solucionar explorando mas a profundidad otros métodos propuestos con los que se
realizaron las aproximaciones en dichos trabajos.
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CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL SUBPRODUCTO DE BETABEL
(BETA VULGARIS) LIOFILIZADO.
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Resumen — En este trabajo se presenta el rendimiento que es posible obtener al liofilizar el subproducto y jugo
de betabel (Beta vulgaris) a partir de una determinada cantidad de betabeles, para la conservacion de sus
antioxidantes. Por otro lado, se muestra una opcion Util para el encapsulamiento del subproducto que busca
cumplir con las expectativas de encapsular cantidades apropiadas de antioxidantes para su efectiva liberacién
en el cuerpo humano. La importancia de esta investigacion radica en que el bagazo de betabel por lo general
suele ser un desecho provocado al extraer el principal producto que es el jugo, por lo que se le busca dar un
segundo uso favorable para la salud de los seres humanos.

Palabras clave — Beta vulgaris, betabel, betalainas, antioxidantes, encapsular, alginato de sodio, lactato de
calcio

Abstract — In this work is presented the performance that is possible to obtain by freeze-drying beet (Beta
vulgaris) by-product and juice from a certain amount of beets for antioxidants preservation. On the other hand,
it shows a useful option for by-product encapsulation that seeks to meet expectations of encapsulating
appropiate amounts of antioxidants for its effective release in the human body. The importance of this
investigation lies in the fact that beet by-product is usually a waste caused by extracting the main producto
which is juice beet, so it is sought to give it a second favorable use for the health of human beings.

Key words — Beta vulgaris, beet, betalains, antioxidants, encapsulate, sodium alginate, calcium lactate

I INTRODUCCION

El betabel (Beta vulgaris), miembro de la familia Chenopodiaceae, es conocido
por ser una fuente rica en antioxidantes (Flores, 2020) previniendo el dafo celular que
pueden ocasionar las especies reactivas de oxigeno (ROS) al detener la oxidacion de
macromoléculas como los lipidos, pues donan atomos de hidrogeno a estos radicales.
(Carbajal, 2019).

Los radicales libres son moléculas que en su estructura tienen uno o mas
electrones no apareados, lo que las hace muy reactivas, generando dafio celular y
afectando el funcionamiento normal de la célula, ademas pueden dafiar de manera
irreversible a los lipidos, ADN y proteinas (Coronado and Radilla, 2015). Los
antioxidantes por otro lado, juegan un papel importante pues ceden electrones a los
radicales libres y los hace débiles y no es toxicos (Escobar Rojas, 2016).

El betabel contiene compuestos bioactivos como los nitratos, nitritos, polifenoles,
acido ascorbico, flavonoides y betalainas. Las betalainas son los principales pigmentos
del betabel, se dividen en betacianinas (violetas-rojas) y betaxantinas (amarillas) y son
capaces de neutralizar a los radicales libres (Sadowska-Bartosz, 2021). Mientras que los
nitratos y nitritos mejoran la agregacion plaquetaria y los procesos cardiovasculares
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(Marcia et al.,, 2009). Ademas, los polifenoles poseen efectos antiinflamatorios,
antitrombadticos y pueden actuar como vaso-dilatadores (Fuentes-Barria et al., 2018).

El subproducto que resulta de la extraccion de jugo de betabel la mayor parte del
tiempo suele ser desechado o utilizado en la fabricacion de biocombustible y siendo poco
aprovechado por sus componentes antioxidantes. Actualmente, se llevan a cabo
diferentes esfuerzos para rescatar esta caracteristica antioxidante del subproducto de
betabel y poder hacer uso de sus propiedades para la salud humana. Factores como el
oxigeno, luz y pH hacen que los compuestos antioxidantes presentes en el betabel
puedan llegar a ser muy inestables (Flores, 2020).

Por lo que poder mantener esa capacidad antioxidante por medio de liofilizacién
del subproducto de betabel puede ser una alternativa altamente competitiva
comercialmente. Una estrategia para conservar esta capacidad antioxidante es
encapsular el subproducto de betabel, de manera que pueda de forma mas eficaz ser
absorbido y ejercer su capacidad antioxidante en las células que lo necesiten (Muchiutti
et al., 2019).

El objetivo de este estudio fue caracterizar los componentes bioactivos de
subproducto de betabel secado por liofilizacion y evaluar su capacidad antioxidante total
para poder ser usado posteriormente en un producto encapsulado

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Extraccion del jugo de betabel y obtencion del subproduco (bagazo). Se
utilizaron tres lotes de betabel fresco. Cada lote previamente pesado fue
lavado y se le retird la parte no comestible. La parte comestible del betabel
fue cortada en cubos de 4 cm y procesada en un extractor metalico Turmix
(125 W), para obtener el jugo y el subproducto (Figura 1y 2).

Fig. 2 Extraccion de jugo y obtencion de
subproducto

Fig. 1 Cortes del betabel.

B. Liofilizacion del jugo y subproducto de betabel. El jugo de betabel (2943
g) se coloco en contenedores de plastico con capacidad de 400 mL, mientras
gue el subproducto de betabel se coloc6 en contenedores de plastico de
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aproximadamente 700 mL. Los contenedores de jugo y subproducto se
almacenaron en un ultracongelador marca Arctiko a -75°C por 24 hrs, para
su posterior liofilizacién a una temperatura de -55.7°C y una presion de 1
pascal en una liofilizadora (SCIENTZ-10N). Para evitar pérdidas durante el
proceso de liofilizado, cada recipiente de plastico se cubrid6 con una tela
permeable. El jugo tard6 5 dias en sur liofilizado mientras que el subproducto
tardd solo 1 dia.

C. Molienda y almacenamiento del jugo vy
subproducto de betabel. Una vez lograda la
liofilizacién tanto el jugo como el subproducto, se
pulverizaron con ayuda de un molino (Hamilton Beach
de acero inoxidable de 150 W). El polvo obtenido del
jugo y subproducto fueron guardados en bolsas
herméticas a vacié protegidos de la luz en un lugar
fresco (Figura 3).

Fig. 3 Subproducto de betabel
liofilizado y molido

D. Analisis quimico proximal. La caracterizacion quimica del jugo y subproducto de
betabel incluyd la determinacion de proteina, grasa, fibra, cenizas, humedad vy
carbohidratos por diferencia de acuerdo a los métodos oficiales de la AOAC. Cada muestra
de jugo y subproducto se analizé por triplicado.

E. Caracterizaciéon de los compuestos bioactivos. Incluyé la cuantificacion de betalainas
por medio de espectrofotometria usando la metodologia descrita por Castellanos-Santiago
y Yahia, (2008). La cuantificacion de polifenoles fue realizada por medio del método Folin-
Ciocalteu modificado (Singleton et al.,1998) Por otro lado, para flavonoides se usé la
metodologia de Zhishen et al., reportada en 1999. Y por ultimo, para nitritos y nitratos se
utilizé la prueba de Griess (Elizondo, 2021).

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento durante la extraccion fue mayor para el jugo, casi en una relacion
de 2:1 con respecto a la cantidad obtenida de subproducto, considerando el peso inicial
del betabel incluyendo la parte no comestible que fue alrededor del 4% del peso total del
betabel (Cuadro 1). El jugo contenia mayor cantidad de agua, por lo que al ser liofilizado
el peso disminuy6 considerablemente, y con esto el rendimiento bajé notablemente. A
diferencia de jugo, el bagazo al tener mayor cantidad de fibra y menos de agua, mantuvo
un rendimiento entre 82-80%, porcentaje mayor al jugo de betabel.

g*; i e
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Cuadro 1. Rendimiento del jugo y subproducto de betabel en fresco y después dI proceso de
secado por liofilizacién.

Secados por Liofilizacion Rendimiento Humedad
% %
Jugo en fresco 60.4 -
Subproducto en fresco 36.0 -
Jugo liofilizado 9.2 90.79
Subproducto liofilizado 18.46 81.53

Dentro de la composicion quimica se pudo observar que el subproducto de betabel
conserva aproximadamente el 80% de humedad y el 85% de cenizas comparado con el
jugo (Cuadro 2). El extracto lipidico (grasa) fue mayor al del jugo, asi como la fibra cruda.
En cuanto a la proteina el jugo presentd mayo concentracion de esta. Y los nitritos y nitratos
presentes en el subproducto fueron aproximadamente la mitad de los presentes en el jugo.
Las concentraciones de compuestos bioactivos también permanece entre el 50 y el 80%
(Cuadro 3). Por lo que el subproducto de betabel es un interesado desecho agroindustrial
con propiedades nutricionales interesantes.

Cuadro 2. Composicion proximal de subproducto y jugo de betabel liofilizado y sus
compuestos bioactivos

Constituyente % en subproducto % en Jugo
Humedad 5.09 + 0.01 6.3+0.03
Ceniza 5.01 +0.05 5.88+0.08
Grasa 0.68 £ 0.03 0.24+0.01
Proteina 9.12 +0.08 11.28+0.07
Fibra cruda 9.4 +0.09 <0.001

Cuadro 3. Contenido de betalainas totales, betaxantinas, betacianinas, nitritos y nitratos en
betabel liofilizado

subproducto (mg/g) Jugo (mg/g)
Betaxantinas 3.47 4,78
Betacianinas 6.1 7.99
Betalainas totales 9.57 12.77
Nitritos 1.0 3.3
Nitratos 14.4 28.8

IV. CONCLUSIONES

El rendimiento en seco del subproducto de betabel es aparentemente bajo, pero al
analizar las caracteristicas de componentes nutricionales y sustancias bioactivas es un
deshecho agroindustrial con alto potencial antioxidante que puede ayudar a disminuir su
desaprovechamiento y ser usado como un polvo con caracteristicas antioxidantes
importantes.
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Resumen — En este trabajo se presentan la caracterizacion fisicoquimica de la hidroxiapatita a través
del andlisis termogravimétrico, del analisis térmico diferencial y del analisis espectrofotométrico por
transformada de Fourier en tres muestras distintas de fémur de Rata Wistar utilizando el mismo
procedimiento y aplicando la misma configuracion en los dispositivos electronicos utilizados para los
analisis; y comparando los resultados obtenidos de forma gréfica con las mostradas en la informacion
bibliografica.

Palabras clave — Hidroxiapatita, Termogravimetria, Analisis termogravimétrico, Anélisis térmico
diferencial, Analisis espectrofotométrico por transformada de Fourier.

Abstract — This paper presents the physicochemical characterization of hydroxyapatite through
thermogravimetric analysis, differential thermal analysis and spectrophotometric analysis by Fourier
transform in three different samples of Wistar Rat femur using the same procedure and applying the
same configuration in the electronic devices used for the analysis; and comparing the results obtained
graphically with those shown in the bibliographic information.

Keywords — Hydroxyapatite, Thermogravimetry, Thermogravimetric analysis, Differential thermal
analysis, Fourier transform spectrophotometric analysis.

I. INTRODUCCION

Los fosfatos célcicos han cobrado importancia en la industria biomédica desde mediados
del siglo XX, en especial la Hidroxiapatita (HA) de composicién quimica Caio(PO4)s (OH)2,
la cual es ampliamente conocida por ser el material del que esta compuesto la parte
inorganica del hueso [1]. El hueso esta formado por una mezcla global de elementos en
diferentes proporciones los cuales se clasifican en tres grupos: Mayores, Menores y Trazas.
De los cuales los mayores corresponden a la HA organica, la cual ademas cuenta con la
presencia de otros elementos en forma de trazas y elementos organicos [2], lo que
diferencia a la HA orgénica de la HA sintética conocida como HA estequiometria es la
presencia de estos elementos organicos dentro del organismo.

El presente trabajo consiste en la caracterizacién fisicoquimica de la HA obtenida de los
huesos de las Ratas Wistars (Rattus Norvergicus) a través del analisis termogravimétrico
(TGA), el andlisis térmico diferencial (DTA) y de la espectroscopia por transformada de
Fourier (FTIR).

ARSI DF

Pégina272


mailto:LIS16110362@irapuato.tecnm.mx
mailto:gabriel.hp@irapuato.tecnm.mx

24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

Il. MARCO TEORICO

Los fosfatos célcicos son un grupo de ceramicos los cuales se han desarrollado para
tratar los defectos 6seos entre otros tantos padecimientos, debido a sus caracteristicas
biocompatibles, bioactivas y osteoconductivas [5]. Estos pueden ser obtenidos a través de
la precipitacion de soluciones acuosas en donde aparecen en forma de polvo suelto, los
cuales varian en la concentracion de iones H, OH en funcion de las condiciones
experimentales [6]. Existe una amplia variedad de fosfatos calcicos como es el caso del [3-
tricalcio fosfato, el fosfato de calcio bifasico y la HA.

La HA es un mineral y un material con la composicion quimica mas similar al componente
mineral de los huesos. La HA pura es una fase estequiométrica de la apatita la cual destaca
por tener una relacion molar de 1.67 de Ca/P (calcio/fosforo). Su estructura quimica
consiste en la union de 10 moléculas de calcio, 6 moléculas de fosfato (P0;3) y dos
moléculas de hidroxilo. Sus caracteristicas y las aplicaciones dependen de su origen, de su
estructura cristalina, de su tamafio y de su composicion[ 7]. Este material puede encontrarse
en gran cantidad en los huesos de los organismos vivos donde esta representa el 50-70%
del peso de este siendo el restante colageno, proteinas y agua. La estructura debe de tener
una relacion molar de 1.67 Ca/P en su estado puro, puesto que se ha reportado la existencia
de HA con una relacién de Ca/P de 1.62, 1.64 y 1.76 esmalte, dentina e HA sintética,
respectivamente [8].

La HA sintética es un sistema monoclinico cristalino y en el caso de la HA natural este
es un sistema hexagonal; que cuenta con parametros de red con valores de a= 9.42144,
b=2a 4, c=6.8814 A contando ademas con un valor de angulo de y= 7120°, y una desviacién
en los atomos de oxigeno en el eje z=1/4. Adicionalmente los estudios con radiacion de
sincrotrén recientes han logrado identificar que el valor de b es diametralmente superior a
2a[9].

IIl. MATERIALES Y METODOS

El sistema de cifrado implementado consta de 3 etapas, en el cual se usa una llave de 4
condiciones iniciales y un conjunto Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron las
siguientes pruebas de analisis de fin de obtener valores que pudieran ser comprables entre
ellos.

e Analisis Termogravimétrico (TGA), Analisis Térmico Diferencial (DTA).
e Espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR)
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Andlisis Termogravimétrico.

La termogravimetria (TG), es la técnica donde la masa de una muestra es monitoreada
en funcion del tiempo o la temperatura esto a través de un analizador termogravimétrico
(TGA)[10]. EI DTA es la técnica que utiliza los efectos del calor para determinar las
temperaturas de cambio fisico de las muestras utilizadas. En el TGA se somete la muestra
a un proceso de aumento de temperatura controlada durante un periodo de tiempo
establecido y se entrega como resultado final un grafico que permite observar el
comportamiento de la muestra en el lapso establecido. Por ultimo, se aplican una serie de
operaciones a la imagen resultante del proceso anterior con el fin de obtener una imagen
cuyo histograma muestre una distribucion uniforme. Con lo cual se obtendria una imagen
donde las redundancias fueron ocultadas. El sistema de cifrado propuesto se muestra en la
figura 2.

Fig. 1. a) Maquia de analisis TGA Y DTA, b) Balanza de precision.

Pretratamiento de las muestras.

Con la maquina vacia, se procedio a tara y después a abrir el equipo. Utilizado dos
crisoles de a-alimina uno con la muestra y otro vacio se colocaron sobre los brazos de la
balanza y se cerraron dejandolos preparados para el andlisis. La primera fase consistio en
un pretratamiento donde la muestra subié su temperatura a 50°C para después permanecer
sin cambios durante 15 minutos y proceder con el analisis subiendo su temperatura a un
ritmo de 10°C/min hasta llegar a los 1000°C. Para la prueba se analiz6é la muestra 3, 7y 9
de huesos de rata y se les comparo con una muestra de hidroxiapatita comercial, utilizando
para la prueba aire seco comprimido de grado cromatografico suministrado a 10 mL/min
durante un tiempo promedio de 120 minutos a 150 minutos para la realizacion de la prueba
y 30 minutos de enfriamiento.

Andlisis por Espectroscopia Infrarroja

La region infrarroja la radiacién comprendida de entre los 12,800 hasta los 10 cm™1,
dicho espectro es divido en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, medio y
lejano[11]. Siendo las utilizada la region del infrarrojo medio ubicada en el rango de los 4000

Ev&‘; Hik v
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hasta los 670cm™!; sirviendo como un medio para hacer andlisis cualitativos y para
determinar la estructura de la muestra analizada. La técnica basa su funcionamiento en la
lectura de los cambios energéticos producidos por las transiciones de las moléculas que lo
conforman cuando estas pasan de un estado vibracional a otro al verse sometidas a un
cambio en dicho estado vibracional. El resultado de este analisis resulta en la obtencion de
una “huella” molecular de la muestra, la importancia de esta huella molecular radica en que
la estructura quimica de la muestra cuneta con su huella caracteristica.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

El andlisis de las muestras de hueso presento un comportamiento similar en las tres
muestras utilizadas las cuales perdieron un porcentaje de masa entre el 30-40%, resultado
correspondiente a la bibliografia ya que a temperaturas por encima de los 530°C la materia
organica desaparece[12] comportamiento que se repite en las muestras éseas de otras
especies no solo mamiferos. Ademas, es posible observar una pérdida de masa de un 1.5%
en a partir de los 800°C, comportamiento que se repite en las muestras de HA comercial.

El DTA presento a su vez un comportamiento similar entre las tres muestras de fémur
con la diferencia en el tramo final donde se presenta una notable diferencia en el final del
grafico partiendo las tres muestras desde una temperatura similar, donde es posible
observar un incremento en el grafico en el rango de los 250°C hasta los 400°C
correspondiente a la perdida de la materia organica es decir debido a la liberacion de

material organico.

45 DTA
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Femur n°7

3 —
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£ 5
. 8 Hidroxipatita
= 15
60 <
0.5
50 —
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10 0.5 100 0
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Fig. 2. a) Andlisis TGA muestra 3, b) Analisis TGA muestra 7, ¢) Analisis TGA muestra 9
d) Analisis TGA de las muestras de HA

El andlisis de las muestras de hueso presento un comportamiento similar en las tres
muestras utilizadas las cuales perdieron un porcentaje de masa entre el 30-40%, resultado
correspondiente a la bibliografia ya que a temperaturas por encima de los 530°C la materia
organica desaparece[12] comportamiento que se repite en las muestras éseas de otras
especies no solo mamiferos. Ademas, es posible observar una pérdida de masa de un 1.5%
en a partir de los 800°C, comportamiento que se repite en las muestras de HA comercial.

El DTA presento a su vez un comportamiento similar entre las tres muestras de fémur
con la diferencia en el tramo final donde se presenta una notable diferencia en el final del
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grafico partiendo las tres muestras desde una temperatura similar, donde es posible
observar un incremento en el grafico en el rango de los 250°C hasta los 400°C
correspondiente a la perdida de la materia organica es decir debido a la liberacién de
material orgénico.

Espectroscopia Infrarroja

Los espectros obtenidos del FTIR presentan un comportamiento similar al de otros
analisis realizados en muestras similares, es posible observar la banda mas alta en la
absorbancia de la muestra en el rango de los 500 — 600 cm™! propia de los PO, presentes
en los huesos de las ratas[13] resaltan ademas los picos presentes dentro del rango de los
1000 — 2000 cm~! donde pueden ser observadas las sefales de otros componentes de
interés (fosfatos, carbonatos, amidas, etc.)[14] . En lo referente a la HA podemos apreciar
en el grafico las bandas formadas en los puntos 3400 cm™! y 1600 cm™! corresponderian
a las vibraciones del grupo -OH y las bandas formadas en los puntos 550, 610, 990, 190 y
1027cm~! corresponderian a las vibraciones del grupo PO4[15] ubicadas en los puntos
mencionados anteriormente.

A A

b N‘ ‘,' e ""

Absorcion (u.a.)
=)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimera de onda (cm-1)

— 3R Der polvo M3 Der —— M7 De

Fig. 4. Comparacion de los espectros generados en el andlisis FTIR.
V. CONCLUSIONES

Los espectros obtenidos muestran similitudes entre ellas mostrando el mismo
comportamiento el cual concuerda con la bibliografia proporcionada, pues es posible
observar las similitudes en las muestras analizadas en las cuales es posible observar la
misma pérdida de masa en el rango de los 200 — 500°C correspondiente a la perdida de
materia organica en las muestras de fémur esto en el caso del andlisis TGA. Dentro del
analisis DTA el mismo comportamiento se evidencia en el mismo rango mencionado
anteriormente. Las muestras obtenidas del analisis FTIR muestran la misma similitud entre
ellas donde es posible observar un comportamiento similar entre las bandas generadas por
lo que su estructura quimica vendria a ser similar al encontrar las mismas bandas
caracteristicas en las tres muestras.

Dichos analisis muestran a su vez similitudes al ser comparadas con las muestras de HA
comercial especialmente los andlisis DTA Y TGA, donde a partir de cierto punto las
muestras de hueso han perdido la masa correspondiente al contenido organico y su
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comportamiento es similar al de la HA. Los resultados obtenidos dejaron ver que no existe
una diferencia apreciable entre la HA comercial y la obtenida de las muestras utilizadas
para el experimento.

VI. RECONOCIMIENTOS

Expreso mi agradecimiento al Instituto Tecnolégico Superior de Irapuato por el apoyo otorgado para
participar en este programa y al Comité Organizador del 24 Verano de la Ciencia de la Regién Centro
2022.
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Resumen — En este trabajo se presentan la caracterizacion fisicoquimica de la hidroxiapatita a través
del andlisis termogravimétrico, del analisis térmico diferencial y del analisis espectrofotométrico por
transformada de Fourier en tres muestras distintas de fémur de Rata Wistar utilizando el mismo
procedimiento y aplicando la misma configuracion en los dispositivos electronicos utilizados para los
analisis; y comparando los resultados obtenidos de forma grafica con las mostradas en la informacion
bibliografica.

Palabras clave — Hidroxiapatita, Termogravimetria, Analisis termogravimétrico, Analisis térmico
diferencial, Analisis espectrofotométrico por transformada de Fourier.

Abstract — This paper presents the physicochemical characterization of hydroxyapatite through
thermogravimetric analysis, differential thermal analysis and spectrophotometric analysis by Fourier
transform in three different samples of Wistar Rat femur using the same procedure and applying the
same configuration in the electronic devices used for the analysis; and comparing the results obtained
graphically with those shown in the bibliographic information.

Keywords — Hydroxyapatite, Thermogravimetry, Thermogravimetric analysis, Differential thermal
analysis, Fourier transform spectrophotometric analysis.

I. INTRODUCCION

Los fosfatos calcicos han cobrado importancia en la industria biomédica desde mediados
del siglo XX, en especial la Hidroxiapatita (HA) de compaosicion quimica Caio(POa4)s (OH)2,
la cual es ampliamente conocida por ser el material del que estd compuesto la parte
inorganica del hueso [1]. El hueso es un material compuesto formado por colageno y una
fase cristalina de Hidroxiapatita [2], lo que diferencia a la HA organica de la HA sintética
conocida como HA estequiométrica es la presencia de estos elementos organicos dentro
del organismo. El presente trabajo consiste en la caracterizacion fisicoquimica de la HA
obtenida de los huesos de las Ratas Wistars (Rattus Norvergicus) a través del analisis
termogravimétrico (TGA), el analisis térmico diferencial (DTA) y de la espectroscopia por
transformada de Fourier (FTIR).
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Il. MARCO TEORICO

Los fosfatos calcicos son un grupo de ceramicos, los cuales pueden ser obtenidos a
través de la precipitacion de soluciones acuosas en donde aparecen en forma de polvo
suelto, los cuales varian en la concentracion de iones H, OH en funcién de las condiciones
experimentales [6]. Existe una amplia variedad de fosfatos calcicos como el B-tricalcio
fosfato, el fosfato de calcio bifasico y la HA. Por otro lado, la HA es un mineral de la familia
de las apatitas, cuya formula quimica es Caio(POa4)s (OH).. La HA pura es una fase
estequiométrica de la apatita la cual destaca por tener una relacién molar de 1.67 de Ca/P
(calcio/fosforo). Su estructura quimica consiste en la unién de 10 moléculas de calcio, 6
moléculas de fosfato (P0;3) y dos moléculas de hidroxilo. Sus caracteristicas y las
aplicaciones dependen de su origen, de su estructura cristalina, de su tamafio y de su
composicion [7]. Este material puede encontrarse en gran cantidad en los huesos de los
organismos vivos donde esta representa el 50-70% del peso de este siendo el restante
colageno, proteinas y agua. La estructura debe de tener una relacién molar de 1.67 Ca/P
en su estado puro, puesto que se ha reportado la existencia de HA con una relacion de
Ca/P de 1.62, 1.64 y 1.76 esmalte, dentina e HA sintética, respectivamente [8]. La HA
sintética es un sistema monoclinico cristalino y en el caso de la HA natural este es un
sistema hexagonal; que cuenta con parametros de red con valores de a= 9.42144, b= 2a
A, c=6.8814 4 contando ademas con un valor de angulo de y= 120°, y una desviacién en
los atomos de oxigeno en el eje z=1/4. Adicionalmente los estudios con radiacion de
sincrotrén recientes han logrado identificar que el valor de b es diametralmente superior a
2 [9].

[ll. MATERIALES Y METODOS

El sistema de cifrado implementado consta de 3 etapas, en el cual se usa una llave de 4
condiciones iniciales y un conjunto Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron las
siguientes pruebas de analisis de fin de obtener valores que pudieran ser comprables entre
ellos, partiendo del Andlisis Termogravimétrico (TGA), Analisis Térmico Diferencial (DTA) y
de la Espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR)

Anédlisis Termogravimétrico.

La termogravimetria (TG), es la técnica donde la masa de una muestra es monitoreada
en funcion del tiempo o la temperatura esto a través de un analizador termogravimétrico
(TGA) [10]. EI DTA es la técnica que utiliza los efectos del calor para determinar las
temperaturas de cambio fisico de las muestras utilizadas. En el TGA se somete la muestra
a un proceso de aumento de temperatura controlada durante un periodo de tiempo
establecido y se entrega como resultado final un grafico que permite observar el
comportamiento de la muestra en el lapso establecido. Por ultimo, se aplican una serie de
operaciones a la imagen resultante del proceso anterior con el fin de obtener una imagen
cuyo histograma muestre una distribucion uniforme. Con lo cual se obtendria una imagen
donde las redundancias fueron ocultadas. El sistema se muestra en la Figura 2.
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a) b)
Fig. 1. a) Maquia de analisis TGA Y DTA, b) Balanza de precision.

Con la maquina vacia, se procedié a tara y después a abrir el equipo. Utilizado dos
crisoles de a-alimina uno con la muestra y otro vacio se colocaron sobre los brazos de la
balanza y se cerraron dejandolos preparados para el andlisis. La primera fase consistio en
un pretratamiento donde la muestra subid su temperatura a 50°C para después permanecer
sin cambios durante 15 minutos y proceder con el analisis subiendo su temperatura a un
ritmo de 10°C/min hasta llegar a los 1000°C. Para la prueba se analiz6 la muestra 3, 7y 9
de huesos de rata y se les comparo con una muestra de hidroxiapatita comercial, utilizando
para la prueba aire seco comprimido de grado cromatografico suministrado a 10 mL/min
durante un tiempo promedio de 120 a 150 minutos para la realizacion de la prueba y 30
minutos de enfriamiento.

Andlisis FTIR.

La region infrarroja es comprendida de los 12,800 a los 10 cm™!, dicho espectro es
divido en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, medio y lejano [11]. Siendo las
utilizada la regién del infrarrojo medio ubicada en el rango de los 4000 hasta los 670cm™1;
sirviendo como un medio para hacer analisis cualitativos y determinar la estructura de la
muestra analizada. La técnica basa su funcionamiento en la lectura de los cambios
energéticos producidos por las transiciones de las moléculas que lo conforman cuando
estas pasan de un estado vibracional a otro al verse sometidas a un cambio en dicho estado
vibracional. El resultado de este analisis resulta en la obtenciéon de una “huella” molecular
de la muestra.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

El andlisis de las muestras de hueso presento un comportamiento similar en las tres
muestras utilizadas las cuales perdieron un porcentaje de masa entre el 30-40%, resultado
correspondiente a la bibliografia ya que a temperaturas por encima de los 530°C la materia
organica se calcina [12], comportamiento que se repite en las muestras 6seas de otras
especies no solo mamiferos. Ademas, es posible observar una pérdida de masa de un 1.5%
en a partir de los 800°C, comportamiento que se repite en las muestras de HA comercial.
El DTA presento a su vez un comportamiento similar entre las tres muestras de fémur con
la diferencia en el tramo final donde se presenta una notable diferencia en el final del gréfico
partiendo las tres muestras desde una temperatura similar, donde es posible observar un
incremento en el grafico en el rango de los 250°C hasta los 400°C correspondiente a la
perdida de la materia organica.
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d) e)

Fig. 2. a) Analisis TGA muestra 3, b) Analisis TGA muestra 7, c) Analisis TGA muestra 9
d) Andlisis TGA de las muestras de HA

El analisis de las muestras de hueso perdié6 un porcentaje masico entre el 30-40%,
resultado correspondiente a la bibliografia ya que a temperaturas por encima de los 530°C
la materia orgénica se calcina [12]. Ademas, es posible observar una pérdida de masa de
un 1.5% en a partir de los 800°C. EI DTA presento un comportamiento similar entre las tres
muestras de fémur con la diferencia en el tramo final donde se presenta una notable
diferencia en el final del gréafico partiendo las tres muestras desde una temperatura similar,
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donde es posible observar un decremento en el rango de los 250°C hasta los 400°C
correspondiente a la calcinacion de materia organica.
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3 70 n°9 o015
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2 60 o <10.5
n°7 ~
E 50 o 05
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a) b)
Fig. 3. Comparacion entre las muestras TGA y DTA.
FTIR

Los espectros obtenidos del FTIR permiten observar la banda mas alta en la absorbancia
de la muestra en el rango de los 500 — 600cm™! propia de los PSO4 presentes en los
huesos de las ratas [13] resaltan ademas los picos presentes dentro del rango de los 1000
— 2000cm ™! donde pueden ser observadas las sefiales de otros componentes de interés
fosfatos, carbonatos, amidas, etc [14]. En lo referente a la HA el espectro las bandas
formadas en los puntos 3400cm ™!y 1600cm ™! corresponderian a las vibraciones del grupo
-OH y las bandas formadas en los puntos 550, 610, 990, 190 y 1027c¢m™~? corresponderian
a las vibraciones del grupo PO4 [15].

0.4

=
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S fua)
o
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Fig. 4. Comparacion de los espectros generados en el andlisis FTIR.

V. CONCLUSIONES

Los espectros obtenidos muestran el mismo comportamiento, pues es posible observar
las similitudes en las muestras analizadas en las cuales es posible observar la misma
pérdida de masa en el rango de los 200 — 500°C correspondiente a la perdida de materia
organica en las muestras de fémur esto en el caso del analisis TGA. Dentro del analisis
DTA el mismo comportamiento se evidencia en el mismo rango mencionado anteriormente.
Las muestras obtenidas del andlisis FTIR muestran similitud entre ellas, donde es posible
observar un comportamiento similar entre las bandas generadas por lo que su estructura
guimica es similar, al encontrar las mismas bandas caracteristicas en las tres muestras.
Los resultados obtenidos por analisis DTA 'y TGA, dejaron ver que no existe una diferencia
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apreciable entre la HA comercial y la obtenida de las muestras utilizadas para el
experimento.

VI. RECONOCIMIENTOS

Los autores hacen un reconocimiento / agradecimiento al Comité Organizador del 24
VERANO DE LA CIENCIA REGION CENTRO 2022.
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Resumen

Se realiza un estudio para encontrar las condiciones Optimas para el crecimiento de peliculas
nanomeétricas de un semiconductor, en este caso sulfuro de cadmio (CdS) por medio de Deposicion en
Bafio Quimico (DBQ), con el fin de formar una capa de CdS homogénea y mas gruesa, esto se logra
cambiando de distintas maneras las variables para la realizacion de experimento tales como, la
concentracion de reactivos, tiempo de inmersidn del reactor y a que temperaturas estaria trabajando,
ademas de probar si un calentamiento previo de la solucion ayuda a lograr el objetivo de este proyecto,
aunado a esto se realiza una caracterizacion éptica para sustentar el resultado final de los sustratos que
en apariencia son exitosos.

Palabras clave — CdS, Deposicién en Bafio Quimico, Pelicula nanométricas.
Abstract

A study is carried out to find optimal conditions for growth of nanometric films of a semiconductor,
in this case cadmium sulfide (CdS) by Chemical Bath Deposition (CBD), the final purpose is to form
an homogeneous and thick film, this goal can be reached changing in different ways the variables in
the realization of the experiment such as, reagents concentration, immersion time of reactor and
working temperature, also, testing if a previous heating improves to achieve the goal of this project, in
addition to this, an optical characterization is doing to sustain the final results in substratums that in
appearance are successful.

Keywords — CdS, Chemical Bath Deposition, Nanometric Films.
I. INTRODUCCION

En la actualidad se ha hablado mucho del desarrollo sustentable y como debe de ser aplicado a
distintas areas de interés en nuestra sociedad, tal es el caso del aprovechamiento de fuentes alternas
de energia, que no sean contaminantes y que en su proceso de fabricaciébn sean menos costosas,
el presente trabajo esta dirigido a una de esas fuentes alternas, el aprovechamiento de la energia
fotovoltaica mediante el uso de celdas solares de peliculas delgadas policristalinas; hoy en dia
existen diversas celdas de este tipo, las mas comunes serian las celdas solares de silicio, pero estas
presentan una gran desventaja, su alto costo. Afortunadamente se tiene la alternativa como la que
se trabaja en el trabajo presente, celdas policristalinas de semiconductores, las cuales han llegado
a ser el competidor mas cercano de las celdas a base de silicio, gracias a sus procesos de
fabricacion, bajo costo de produccién, propiedades ante la degradacion solar y mejor resistencia a
las condiciones climatoldgicas.

Este proyecto propone una nueva metodologia mas eficiente que las que ya han sido utilizadas
para para fabricar la capa venta de la celda solar de peliculas delgadas (CdS/CdTe), mediante el
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método de Deposicidén en Bafio Quimico. La propuesta concreta incluye un calentamiento previo del
reactor con la solucién de crecimiento para CdS depositado en un sustrato de vidrio. El CdS es uno
de los materiales mas estudiados y mas importantes para la aplicacion anteriormente mencionada,
ya que es un semiconductor ideal para generar heterouniones con CdTe, el cual es otro de los
principales semiconductores usados para el desarrollo de celdas solares de peliculas delgadas
policristalinas.

Il. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos que fueron empleados para la parte experimental de este proyecto son los
siguientes: cloruro de cadmio (CdClz) como fuente de iones de Cadmio, citrato de sodio (Nas3CeHs07)
gue servird como agente acomplejante formando complejos que retienen el metal, hidréxido de
potasio (KOH) al igual que el citrato tendra la funcién de ser un agente acomplejante mediante la
formacién de hidréxido de cadmio, buffer (borato de sodio, Na,[B,Os(OH),]-8H,0) para mantener un
pH de 10 en la solucién, tiourea (CS(NH2)2) que aportara los iones sulfuro a la reaccién y por ultimo
agua desionizada hasta completar un total de 50 ml en el reactor. En la Tabla 1 se pueden apreciar
los volimenes y molaridades de los reactivos mencionados, cabe destacar que dichos valores
cambian posteriormente para encontrar la formula idénea que entregue mejores resultados (Tabla
2). Los sustratos utilizados para este proyecto fueron portaobjetos de vidrio Corning (75mm x 25mm)
que fueron sometidos a un proceso de limpieza con acido clorhidrico (HCI), agua, jab6n y un posterior
secado.

La técnica DBQ consiste basicamente en reacciones de precipitacion controladas en disoluciones
acuosas, asi dos 0 mas sustancias reaccionaran de manera homogénea para la formacién de un
precipitado de un compuesto semiconductor, en toda la solucién y no solo sobre el sustrato. Este
precipitado es el que dara lugar a que se forme una pelicula sobre la superficie del sustrato y sobre
la superficie del recipiente que tenga contacto con la solucién.

Las sintesis generadas en forma de peliculas, se lograron en un bafio quimico a una temperatura
controlada de 80°C, en un vaso de precipitados que contenia a la solucién y a los sustratos en
posicién vertical. Los sustratos permanecieron sumergidos en el reactor durante distintos periodos
de tiempo (15, 30, 60, 90 y 120 minutos), donde fue apreciado el comportamiento de las condiciones
experimentales iniciales, y asi se proporcionar mejoras constantes en cada nueva experimentacion.

Tras apreciar los resultados de las primeroa peliculas, se propusieron nuevas condiciones, las
cuales se reportan en la tabla 2, lo que permitié agregar una nueva condicién de trabajo y la principal
innovacion en la metodologia propuesta, un calentamiento previo del bafio quimico a una
temperatura de 50 °C y por un periodo de tiempo de dos horas. Luego de este precalentado, se
aumenté la temperatura hasta llegar a las condiciones de trabajo de 80°C, es en este punto donde
se empieza a contar los periodos de tiempo de crecimiento.

El motivo por el cual se realizé este precalentamiento se basa en la inestabilidad de los nucleos
de precipitado, ya que tienden a disolverse facilmente y disociarse de nuevo en el bafio quimico,
antes de que tengan una oportunidad de crecer.

Se reprodujeron estas condiciones, con un mayor control de la temperatura del bafio quimico
usando un termémetro en el reactor, estas condiciones de trabajo conforman el método que se
propone en el presente trabajo de investigacion.
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REACTIVO VOLUMEN = MOLARIDAD REACTIVO VOLUMEN MOLARIDAD
CdCl, 10 ml 0.1M CdCl, 10 ml 0.1M
NazCsHs07 2.5ml 1M NazCsHsO7 10 ml 0.25M
KOH 0.5ml 1M KOH 0.5ml 1M
Na,[B,Os(OH),]-8H,0 10 ml 1M Naz[B,O5(OH),4]-8H,0 10 ml 1M
CS(NH,), 5ml 1M CS(NH,), 10ml 1M
H,O 22 ml H,O 9.5 ml
Tabla 1. Volimenes y molaridades de los reactivos en el Tabla 2. Volimenes y molaridades de los reactivos usados
primer experimento a partir de la segunda experimentacion
Ill. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en esta primera experimentacién (Figura 1) presentan caracteristicas
muy similares donde podemos encontrar peliculas no homogéneas, particulas de CdS suspendidas
en el agua, una baja adhesion en los sustratos.

En la Figura 2 se aprecia que la solo en uno de los sustratos se obtuvo una pelicula la cual a
comparacion de todas las anteriores, tanto de esta experimentaciéon de la anterior, fue mas
homogénea en toda la zona que estuvo en contacto con la solucion.

En la Figura 3 se logra apreciar que en un principio no se forma una pelicula, pero conforme
avanza el tiempo poco a poco se iba formando una capa bastante homogénea. A partir de la primera
hora se nota la tonalidad caracteristica del CdS, pasando de un tono amarillento opaco a uno bien
definido similar al de las particulas que se pueden encontrar dispersas dentro de una solucion similar
a esta.

En la Figura 4 tenemos la serie en la que se perfecciond la metodologia, donde se puede apreciar
gue se tuvo mayor control al trabajar los reactivos y las condiciones experimentales en general. Esto
se aprecia en toda la serie de peliculas de CdS, las cuales pasaron de tener una tonalidad opaca a
una completamente amarillenta y brillante. A partir de la hora de inmersién a 80 °C se pueden
observar distintas tonalidades en la parte superior de las peliculas, debido a que la solucion se fue
evaporando con lo que estas areas perdieron contacto con la solucién, mientras que las areas que
conservaban el contacto y aparentemente adquirian mas y mas grosor y no se degradaron con el
paso del tiempo.

Esta Gltima serie al presentar excelentes caracteristicas cualitativas fueron sometidas a una
caracterizacion éptica con un espectrofotometro Hach DR 6000 para sustentar el éxito de este
proyecto, a cada uno de los sustratos se les calcularon los espectros de transmision (Gréfica 1) y
sus respectivos espectros de absorcion (Grafica 2), en la gréfica de transmitancia el borde de
transmision esta aproximadamente por los 450 nm en practicamente todos los sustratos, presentan
una transparencia de entre un 70% a un 90% a partir del borde de transmisidn, por su parte la grafica
de absorcién nos muestra el borde caracteristico del CdS el cual es cerca de los 500 nm lo que nos
permite comprobar la identidad de las peliculas formadas.
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Figura 1 Figura 2

Figura 3 Figura 4
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IV. DISCUSION (© ANALISIS DE RESULTADOS)

Como se pudo apreciar, a lo largo del proyecto el método de bafio quimico se fue perfeccionando
hasta dar resultados muy satisfactorios, con sustratos que a simple vista llegaron a tener peliculas
delgadas con coloraciones bien definidas y homogéneas, se puede decir que la propuesta de un
calentamiento previo es una idea exitosa debido a que fue a partir de ese punto en el que los
sustratos empezaron a tener peliculas uniformes gracias a que se permitié que los nucleos formados
tuvieran la oportunidad adquirir mayor estabilidad termodindmica. Los nucleos que daran forma a las
peliculas nanométricas son termodindmicamente inestables y tiendes a la redisolucion en estas
condiciones, por lo tanto, deben de ser cinéticamente estabilizadas a bajas temperaturas,
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aumentando asi su tiempo de vida, posiblemente lo suficiente para que crezcan a un tamafio donde
alcancen la estabilidad termodinamica, esta es la razén por la cual particulas mas pequefias pueden
ser formadas a menores temperaturas en una reaccién de precipitados.

Gracias a la caracterizacién podemos entender mejor el alcance que podria tener el método que
se propone, las gréaficas de cada sustrato se encuentran bien definidas mostrando bordes
caracteristicos del CdS, en las graficas se puede observar que en la pelicula que estuvo en la
solucién por un tiempo de 120 minutos a 80 °C tiene el comportamiento mas representativo del
material ademas de que la homogeneidad estructural permitiria sintetizar sus propiedades a la
medida de los requerimientos en futuras aplicaciones

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Probablemente pasar de una temperatura ambiente a una temperatura tan alta como lo son 80°C
es un cambio muy brusco para la formacién de nucleos sobre la superficie del sustrato lo que lleva
a la degradacion de la pelicula, el calentamiento previo ayudd a que la formacién de nucleos en el
sustrato sea termodindmicamente estable, ergo, se obtienen excelentes resultados.

Como recomendacion seria tener un mayor control en la limpieza de los sustratos antes de
agregarlos a la solucién y mas importante adn tener un control alin mayor con las temperaturas
adentro de los reactores, asi como monitorear los tiempos que tarden en llegar las soluciones a las
temperaturas deseadas, en pocas palabras, un mayor control en la limpieza, temperaturas y tiempos
daradn mejores resultados.
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Quiero agradecer a las siguientes personas que fueron de gran ayuda para alcanzar los
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conocimiento para poder perfeccionar el DBQ, a mi colaboradora 'y amiga Arely Patricia Mejia Mejia,
quien a la par de este proyecto realiz6 el suyo compartiendo resultados y mejoras para la aplicacion
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Resumen —Bacillus subtilis es una bacteria formadora de endoesporas, que muestra capacidad de
produccién de péptidos antimicrobianos (bacteriocinas). El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la produccion de bacteriocinas mediante el crecimiento de Bacillus subtilis, en diferentes caldos de
cultivo. Se usé la cepa Bacillus subtilis CP para las fermentaciones en tres diferentes medios de
cultivo: Schaeffer (SC), Luria Bertani (LB) y Triptisoya caseina (TC). Se us6 Microccus luteus para
evaluar la presencia de bacteriocinas, medida entre 0 y 15 h de crecimiento a 30°C. La cinética de
crecimiento se model por el método de Gompertz, donde el medio TC produjo una mayor velocidad
especifica de crecimiento, obteniéndose mayor produccién de bacteriocinas a las 6 h.

Palabras clave — Bacillus subtilis, bacteriocinas, fermentacion.

Abstract — Bacillus subtilis is an endospore-forming bacterium, which shows the ability to produce
antimicrobial peptides (bacteriocins). The objective of this investigation was to evaluate the
production of bacteriocins through the growth of B. subtilis, in different media. The B. subtilis CP
strain was used for fermentations in three different broths media: Schaeffer (SC), Luria Bertani (LB)
and Tryptisoya casein (TC). Micrococcus luteus was used for evaluate the presence of bacteriocins,
measured between 0 and 15 h of growth at 30°C. The growth kinetics was modeled by the Gompertz
method, where the TC medium produced a higher specific growth rate, obtaining a higher production
of bacteriocins at 6 h.

Keywords — Bacillus subtilis, bacteriocins, fermentation.

.  INTRODUCCION

Bacillus subtilis es una bacteria capaz de desarrollarse en diferentes habitats debido a que
posee una morfologia en forma de baston y tiene movilidad flagelar, su crecimiento se da
en condiciones aerobias, aunque en también puede desarrollarse en ambientes anaerobios
facultativos. Es una bacteria mesoéfila, Gram-positiva no patégena, con tamafio entre 0.5y
10 ym, con temperaturas de crecimiento desde los 30° a los 45°C, con pH éptimo neutro;
posee la capacidad de producir endoesporas, las cuales pueden ser ovales o cilindricas, lo
cual le confieren una alta resistencia a diversos tipos de estrés como altas temperaturas,
desecacion y radiacién entre otros (Alcaraz et al., 2010; LPSN, 2016).

B. subtilis es capaz de producir bacteriocinas extracelulares, las cuales son péptidos con
accién antimicrobiana de origen ribosomal, que pueden ser modificados 0 no después de
la etapa de traduccion. Estas bacteriocinas pueden actuar contra bacterias Gram- positivas
y Gram-negativas, siendo algunas bacterias patdgenas susceptibles tales como
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Escherichia coli O157-H7, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium
botulinum, Pseudomonas sp., Salmonella sp (Heredia-Castro et al., 2017)

En este proyecto se realizard la produccion de bacteriocinas por B. subtilis PC en
biorreactor, realizando pruebas preliminares en cultivo agitado usando tres caldos de
cultivo, Schaeffer (SC), Luria Bertani (LB) y Triptisoya caseina (TS) evaluando la velocidad
maxima de crecimiento, asi como el tiempo de duplicacion del microorganismo, para
posteriormente confirmar la produccion de dichos compuestos mediante las pruebas
antimicrobianas, y posteriormente evaluar su uso como antimicrobiano natural en alimentos.

ll.  MATERIALES Y METODOS

El crecimiento microbiano puede describirse mediante una funcién exponencial hasta que
se llega a un punto de inflexion a partir del cual el crecimiento se ve mas lento hasta llegar
a una fase de estabilidad, es decir el crecimiento queda representado por una combinacién
de una curva exponencial y una curva sigmoidea. Por lo cual el modelo de Gompertz
actualmente es usado en muchas areas no solo en la biologia sino también en la medicina,
ciencias sociales, entre otras.

Existe una gran cantidad de ecuaciones que reflejan dicho modelo, sin embargo, para
nuestros fines se ha tomado el siguiente:
Ln A = a*xexp[—exp(b — c *T)] @
Ag

Donde A= absorbancia a 600 nm, Ao= absorbancia inicial, T= temperatura (°C). El valor de
e (base de los logaritmos naturales) es 2.7183. Las constantes a, b y ¢ son propias del
modelo. El parametro a indica la capacidad de carga o limite con que cuenta un sistema
donde se esté desarrollando un crecimiento poblacional o bien alguna cualidad (talla, peso,
etc.) de un organismo. En nuestro caso, este pardmetro representa la poblacion maxima
gue podria existir en un sistema.

La velocidad maxima de crecimiento (Umax; h™?) se determina de acuerdo a la siguiente
expresion: )

I’lmaX:a*C

El tiempo de duplicacién de la poblacidn microbiana (tg; h) se obtiene relacionando los
siguientes parametros:

Td _ Ln 2 (3)

umax

ARSI DF

Pégina290



24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

. RESULTADOS

Las cinéticas preliminares se realizaron en matraces de 250 mL por 60 h para obtener un
seguimiento mas completo de las fases de crecimiento del microorganismo. Los datos de
crecimiento se observan en las tablas (1) a (3).

Tabla 1. B. subtilis en medio Luria Bertani

T Promedio +o |log AlA,

0 0.024 0.368 0.000
3 0.157 0.289 0.822
6 0.659 0.167 1.445
9 0.739 0.150 1.495
12 0.795 0.139 1.526
24 0.968 0.131 1.612
30 0.976 0.151 1.615
36 0.937 0.184 1.598
48 0.834 0.253 1.547
60 1.192 0.368 1.702

Tabla 2. B. subtilis en medio Shaeffer

modificado
T Promedio to log A/A,
0 0.012 0.174 0.000
3 0.018 0.152 0.156
6 0.156 0.107 1.103
9 0.260 0.072 1.324
12 0.340 0.047 1.440
24 0.480 0.034 1.590
30 0.444 0.021 1.556
36 0.418 0.012 1.530
48 0.405 0.008 1.517
60 0.394 0.174 1.504
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Tabla 3. B. subtilis en medio Triptisoya caseina

T Promedio tc log A/A,
0 0.014 0.487 0.000
3 0.179 0.364 1.107
6 1.047 0.114 1.874
9 1.179 0.096 1.926
12 1.150 0.100 1.915
24 1.178 0.093 1.925
30 1.230 0.084 1.944
36 1.293 0.080 1.965
48 1.284 0.101 1.963
60 1.428 0.487 2.008

Se analizaron los datos en el programa Statistica V. 10, para identificar el medio més
apropiado para el crecimiento de B. subtilis, obteniendo las variables propuestas en el
modelo de Gompertz (ecuacion 1).

En la tabla (4) se muestran los datos ajustados a la ecuacion (1) para el medio LB.

Tabla 4. Constantes medio Luria Bertani

Constantes Coeficiente de correlacion
a b C R R?
1.595353 1.252322 0.557804 0.979 96%

Se obtuvo una velocidad maxima de crecimiento y un tiempo de duplicacién de acuerdo a
las ecuaciones (1) y (2), y de acuerdo a la Figura (1), se obtuvo:

pmax = 0.8898 h™!

Td =0.7789h

Model: Y=a*exp(-exp(b-c*T))
y=(1 140808)*exp(-exp((1 18021785)-(.55780399718665)*x))

0 10 20 30 40 50 60 70
T

Figura 1. Modelo Gompertz para el medio LB
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En la tabla (5) se muestran los datos ajustados a la ecuacion (1) para el medio SC.

Tabla 5. Constantes medio Shaeffer modificado

constantes Coeficiente de correlacion
a b c R R2
1.516263 2.491018 0.581680 0.9927 99%

En el medio Shaeffer modificado la velocidad maxima de crecimiento y el tiempo de
duplicacion fueron los siguientes (Figura 2):

pmax = 0.8818 h™?!

Td =0.785h

Model: Y =a*exp(-exp(b-c*T))
y=(1.5162629282228)*exp(-exp((2.4910179011567)-(.58168011047228)*x))
1.8

1.6 o

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

-0.2

Figura 2. Modelo Gompertz medio Sheaffer

Para finalizar, se realiz6 el analisis del medio triptisoya caseina obteniendo los resultados
mas favorecedores como se muestra a continuacién (Tabla 6):

Tabla 6. Constantes medio triptisoya caseina

constantes Coeficiente de correlacion
a b c R R2
1.950707 2.033923 0.867346 0.9991 99%

Obteniendo un tiempo de duplicacién y velocidad maxima de crecimiento como se muestra
a continuacion (Figura 3):

pmax = 1.6919 h™?

Td =0.4096 h
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Model: Y=a*exp(-exp(b-c*T))
y=(1.9507071270636)*exp(-exp((2.0339226483629)-(.86734567286808)*x))
22

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

-0.2
-10 0 10 20 30 40 50 60 70

T

Figura 3. Modelo Gompertz para el medio TC

En base a las pruebas preliminares se identificé que la fase exponencial terminaba en la
hora 12 y de acuerdo a estos resultados se realizaron las pruebas antimicrobianas de la
hora 0 ala 15 (Tabla 7 y Figura 4).

Tabla 7. Pruebas antimicrobianas
Hora de Diametro

Medio muestra (mm)

6 22.15
Tiptisoya 6 221
Caseina 6 20.95
0 14.65
0 20.2

3 1945 Figurg 4. Halos de inhibicion de bacteriocipas

producidas durante las horas 0 y 3 en medio S
Shaeffer 3 18.5

(derecha) y la hora 6 en medio TC (izquierda)
sobre Micrococcus luteus

Las pruebas en matraz agitado mostraron un crecimiento acelerado en el medio triptisoya
caseina en comparacion con el medio Shaeffer, lo cual nos permitié realizar su seleccion
para llevar a cabo la fermentacién sumergida en dicho medio. Mientras que las pruebas
antimicrobianas dieron respuestas favorables, ya que la formacién de halos de inhibicién
fue muy clara y de mayor didmetro en el medio TC (Tabla 7), lo cual nos indic6é una 6ptima
produccion de compuestos antimicrobianos durante su crecimiento.

IV. CONCLUSION

En la presente investigacion se aplico el modelo de Gompertz para estimar el
crecimiento microbiano de B. subtilis obteniendo resultados favorables, ya que la
produccion de los compuestos antimicrobianos fue exitosa, esto durante la fase

Ev&‘; Hik v
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exponencial de crecimiento del microorganismo. Por lo cual puedo se puede
considerar que el objetivo principal se cumple ya que la fermentacién sumergida de
B. subtilis en biorreactor se realizd con el medio con mayor efectividad de
produccion.
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Resumen — Los muérdagos como psittacanthus calyculat se consideran como “el cancer de las
plantas” y de acuerdo a investigaciones previas, se han logrado detectar efectos terapéuticos con sus
compuestos biactivos , por lo se buscaba extraer dichos compuestos, aprovechar este recurso que se
considera como amenaza para los arboles de mezquite, y analizar sus efectos antimicrobianos, teniendo
como base un disolvente polar (metanol) y un disolvente de baja polaridad (cloroformo); utilizando la
técnica de difusion en disco, se hizo el analisis para 3 cepas de bacterias patégenas (E. coli, S. aureus,
K. pneumoniae).

De acuerdo con los resultados se logré concluir que los extractos polares presentaron mejor actividad
antimicrobiana que los extractos obtenidos mediante solventes de baja polaridad.

Palabras clave — Psittacanthus Calyculat, Actividad Antimicrobiana, Extractos de Muérdago.

Abstract — Mistletoes such as psittacanthus calyculat are considered "the cancer of plants” and
according to previous research, therapeutic effects have been detected with their biactive compounds,
S0 it was sought to extract these compounds, take advantage of this resource that is considered a threat
to mesquite trees, and analyze their antimicrobial effects, based on a polar solvent (methanol) and a
low polarity solvent (chloroform); using the disk diffusion technique, the analysis was made for 3
strains of pathogenic bacteria (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae).

According to the results, it was possible to conclude that the polar extracts presented better
antimicrobial activity than the extracts obtained through low polarity solvents.

Keywords — Psittacanthus Calyculat, Antimicrobial Activity, Mistletoe Extracts.
I. INTRODUCCION

En la medicina tradicional mexicana, se suelen usar diversos tipos de plantas debido la
gran variedad de especies que tenemos en nuestro ecosistema, por lo que el uso de estas
se ha implementado desde tiempos inmemorables, incluso en la actualidad.

Debido a la gran variedad de especies con las que contamos, adn se siguen realizando
investigaciones para poder usar a beneficio propio estos recursos, tal es el caso de los
muérdagos, ya que existe una inmensa variedad de estos de acuerdo a la ubicacion
geogréfica y en ciertas partes del pais se da la variedad de psittacanthus calyculat.

Normalmente los muérdagos son conocidos como “injertos” o “plagas”, por lo que se
busca quitarlos y/o desecharlos. Gracias a esto, se comenzaron a realizar diversas
investigaciones que han demostrado reacciones terapéuticas en humanos, como el
tratamiento a enfermedades cardiovasculares, y propiedades antimicrobianas, pero como
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bien sabemos en los ultimos afios el consumo de antibidticos no se ha realizado de manera
controlada y las bacterias son organismos que pueden registrar a estos y mutar, de esta
manera generan una resistencia a los antibiéticos presentes en el mercado, el problema
radica en que cada vez se vuelven mas y mas resistentes, por lo que este estudio busca
analizar el efecto antimicrobiano en bacterias del acronimo ESKAPE las cuales son
consideradas por la OMS como patdgenos prioritarios a la resistencia de antibiéticos y que
presentan una alerta mas significativa para la salud humana.

II. MARCO TEORICO

Los extractos de plantas han sido una fuente importante de agentes anticancerigenos y
antimicrobianos utilizados actualmente en las clinicas, y las plantas medicinales mexicanas
juegan un papel importante en la basqueda de nuevos tratamientos. Guazuma ulmifolia
(Sterculiaceae), Justicia spicigera (Acanthaceae), Opuntia joconostle (Cactaceae), O.
leucotricha (Cactaceae), Parkinsonia aculeata L. (Fabaceae), Phoradendron longifolium, P.
serotinum (Viscaceae), Psittacanthus calyculatus (Loranthaceae), Tecoma stans
(Bignoniaceae) y Teucrium cubense (Lamiaceae) son plantas tradicionalmente utilizadas
para tratar infecciones. [1]

Los muérdagos se han estudiado ampliamente en Europa y Asia. Muchos articulos
publicados estan relacionados con la descripcion de sus compuestos fitoquimicos, uno de
los mas conocidos son las lectinas. Las lectinas son proteinas que pueden unirse
selectivamente a los carbohidratos de la pared celular. Se han utilizado como tratamiento
complementario de quimioterapia y radioterapia en enfermedades como el cancer. En
general, los muérdagos comparten algunos fitoquimicos como saponina, taninos y
flavonoides. También depende del huésped en el que crecen los muérdagos. Las pruebas
colorimétricas cualitativas también mostraron alcaloides, cardendlidos y antraguinonas. Sin
embargo, la investigacion enfocada en la descripcién de las propiedades del muérdago
mexicano es aun escasa. Dos familias prominentes de muérdagos que se encuentran en
México, América Central y del Sur son Viscaseae y Loranthaceae. [2]

Psittacanthus calyculatus es ampliamente utilizado en la medicina tradicional mexicana
para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, hoy en dia la principal causa de
muerte en México. Es una planta semiparasitaria que crece en una gran variedad de plantas
cosechables, silvestres o cultivadas, pertenecientes a las familias Rutaceae, Leguminosae
lefosas (Fabaceae), Conniferae, Fagaceae, Myrtaceae (Eucaliptus) y Pinaceae, muchas
de las cuales son arboles frutales o plantas productoras de madera. En México, es
literalmente mas comunmente conocido como "el cancer de las plantas" y "verdadero
muérdago". Es vista por los agricultores como una planta muy dafiina porque se asocia con
grandes pérdidas de cultivos y, a veces, con la muerte de las plantas huésped. Sin embargo,
se utiliza en la medicina popular como antiséptico y como tratamiento para la hipertension,
asi como para la alopecia. [3]
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lll. MATERIALES Y METODOS
A. Preparacién de los extractos de hoja de muérdago (psittacanthus calyculatus)

Se utiliz6 la metodologia de Keskin y Ceyhan-Guvensen [4], con algunas modificaciones.
Se utilizaron dos sistemas de extraccion los cuales fueron metanol y cloroformo para lo
cual, se peso6 1 g de harina de hoja de muérdago psittacanthus calyculatus, la extraccién
fue continua durante 24 horas a temperatura ambiente con una agitacion oscilante de 120
rpm. Los extractos se filtraron mediante un sistema de vacio con papel Whatman no. 4, se
recolecto el filtrado para su evaporacion en un rotavapor al vacio a 50°C. Las muestras
secas se trataron de la siguiente forma, el extracto de metanol se resuspendié en 2 ml con
el mismo solvente y el extracto de cloroformo en 2 mL de dimetilsulféxido (DMSO al 5%
wiv).

B. Actividad antimicrobiana

El presente trabajo se utiliz6 la metodologia realizada por Jacobo Salcedo et al. [1] con
algunas modificaciones.

Se trabaj6 con tres cepas patégenas identificadas como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae. Las cepas fueron sembradas previamente
en caldo BHI e incubados por tres horas a 37° C, hasta alcanzar una densidad microbiana
de 1 x 108 UFC/mL (0.5 Unidades en la escala de MacFalrand) antes de realizar la prueba
antimicrobiana.

Se utilizd6 en método difusion de disco [2]. Se utilizaron discos de papel filtro Whatman
estériles (6 mm de diametro). Los discos fueron impregnados con los extractos de hoja de
muérdago, en concentraciones desde 20 hasta 400 ug/disco. Se usé un control negativo
impregnado con solvente, como control positivo el antibidtico kanamicina a una
concentracion de 50 pg/ disco, la actividad antimicrobiana se definié por el tamafio en mm
del halo de inhibicion tras 24 horas de incubacién a 37° C.

C. Andlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado y fueron expresados como el valor medio
+ la desviacién estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba de ANOVA de una
via para determinar los efectos de los tratamientos y las diferencias entre los valores medios
se compararon mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p < 0.05,
utilizando Minitab 18 (State College, PA 16801 USA). Para realizar el efecto dosis respuesta
se utilizé el Originlab para el andlisis de estos datos, mediante la ecuacién de Hill (ec. 1).

Pégina298



24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

y=S+(E-=5) x*n/(k"n+x"n)
(ec. 1)

S= Constante de inicio
E= Constante de termino
x= Concentraciéon

n= Orden de la ecuacién

k= Constante de Hill

IV. RESULTADOS

En la figura 1 se muestra el efecto de la Dosis-Respuesta de la bacteria E.coli para con el
extracto metandlico acoplado al modelo de Hill, donde se encontr6 que el modelo explica el
96% de la variabilidad (R, = 0.96)

En la figura 2 se muestra el efecto de la Dosis-Respuesta de la bacteria S. aureus para con
el extracto metandlico acoplado al modelo de Hill, donde se encontrd que el modelo explica
el 96% de la variabilidad (R;; = 0.97)
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Figura 3 Efecto Dosis-Respuesta de E.coli con el extracto metandlico de P. calyculatus.
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Figura 4. Efecto Dosis-Respuesta de S. aureus con el extracto metandlico de P. calyculatus.

Tabla 1. Efecto de los extractos de hoja de muérdago sobre el crecimiento de
bacterias patégenas

Halo de inhibicion (mm)

Solvente/ Bacteria

antibidtico E. coli S. aureus K. pneumoniae
Metanol 14.6+2.08*" 18.6+1.52%" 13+1%
Cloroformo NP °* NP ®* NP °*
Kanamicina 14.3£1.15%" 153+1.15% 15.3+1.52 %

*Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (P <0.05)

En la tabla 1 se muestran los efectos de los extractos de hoja de muérdago sobre el
crecimiento de bacterias patdgenas. Para todas las bacterias se observa que no existen
diferencias significativas entre el extracto de metanol y la Kanamicina (p>0.05). Sin
embargo, entre los extractos el cloroformo y la Kanamicina asi como con los metandlicos
se encontrd existe una diferencia significativa (p<0.05) ya que no presenté inhibicién.

V. DISCUSION

De los extractos de metanol y cloroformo utilizados para obtener los componentes
bioactivos de la hoja de muérdago, se encontré que al ser probados contra 3 bacterias
patégenas para evaluar su actividad antimicrobiana, los extractos metandélicos fueron
aquellos que mostraron una mejor respuesta inhibitoria, especialmente para
Staphylococcus aureus en el cual se mostr6é la mayor area de inhibicién de 22 mm de
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diametro (Figura 2), las zonas de inhibiciébn se encuentran en el rango de 6-22 mm de
diametro. De acuerdo con los resultados presentados por Keskin y Ceyhan-Guvensen [4],
los extractos metandlicos también fueron los de mejores resultados, para la bacteria S.
faecalis teniendo la zona de inhibicibn 22 mm de didmetro, para S. aureus la zona de
inhibicion tuvo un tamafio de 15 mm, siendo menor a nuestros resultados, pero congruente
debido a que la concentracion maxima de extracto usada por ellos fue de 50 pg/disco que
es 8 veces menor a la concentracibn maxima que se trabajoé.

De acuerdo con la caracterizacion quimica realizada por Moustapha [3] el muérdago
psittacanthus calyculatus, es rico en compuesto fendlicos beneficiosos como el 4cido galico
y flavonoides como kaempferol, compuestos considerados polares, haciéndolos solubles y
afines a solventes polares tales como el metanol, este es el mas polar de los dos solventes
utilizados, esto explica que la mejor respuesta inhibitoria que se dio fuera la del extracto de
metanol, ya que este pudo arrastrar de mejor manera que el cloroformo todos esos
compuesto fendlicos de la hoja del muérdago psittacanthus calyculatus.

Se han reportado por diversos autores actividad antimicrobiana en los extractos de
muérdago en bacterias que afectan la salud humana [5]. El extracto metandélico de
Korthalsella japonica, un muérdago coreano, inhibié S. epidermidis, B. subtilis, K.
pneumonia y E. coli [6]. El extracto de muérdago Loranthus micranthus mostr6é un efecto
inhibidor contra E. coliy Proteus vulgaris [7]. El extracto de Calotropis procera, un muérdago
inexplorado de la India que crece en los arboles de mango mostré efectos antimicrobianos
contra las bacterias resistentes a la meticilina. Esto permite considerarlo como una posible
alternativa a los antibiéticos existentes.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se encontr6 que los extractos metandlicos presentaron la mayor actividad
antimicrobiana.

Se comprobéd que los extractos polares (metanol) obtenidos de las hojas del muérdago
presentaron mejor actividad antimicrobiana que los extractos obtenidos mediante solventes
de baja polaridad (cloroformo y hexano).

VII. RECONOCIMIENTOS

Expreso mi agradecimiento al Instituto Tecnoldgico Superior de Purisima del Rincén por
las facilidades y el apoyo otorgado para la realizacién de la estancia de verano.
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Resumen — ElI plastico es uno de los materiales méas utilizados globalmente, sin embargo, su
acumulacion en el ambiente perjudica a los ecosistemas y a la salud humana. De los distintos
tipos de pléstico, se enfatizd en poliestireno y polietileno. La biodegradacion es una alternativa
de bajo impacto ecologico que propone eliminar estos componentes, siendo factible la aplicacion
de microorganismos. La larva de la polilla Achroia grisella se ha implementado para biodegradar
plasticos, por lo que es de interés su microbiota intestinal. Se realiz6 la activacion de
microorganismos previamente aislados de A. grisella, registrando 4 cepas bacterianas capaces
de biodegradacion en las cuales se identificaron consorcios de bacterias Gram positivas y
negativas, de distintas morfologias.

Palabras clave — Poliestireno, polietileno, biodegradacion, morfologia

Abstract — Plastic is one of the most worldwide used materials, nevertheless, its accumulation
in the environment damages the ecosystems and human health. There are different kinds of
plastic, but polystyrene and polyethylene are the focus of the project. Biodegradation is an
alternative with low environmental impact that can remove plastics. The larvae from the moth
Achroia grisella has been used in plastics biodegradation, so there is interest in its intestinal
microbiota. Some microorganisms, isolated from A. grisella have been activated, registering 4
strains capable of biodegradation, with consortia of Gram positive and negative bacteria, with
different morphologies.

Keywords — Polystyrene, polyethylene, biodegradation, morphology
l. INTRODUCCION

El plastico es ampliamente usado debido a su estabilidad y durabilidad, ademas de sus
bajos costos de produccion y la facilidad de su manufactura, con aplicaciones que van
desde envases para alimentos, hasta partes de maquinas o peliculas para los cultivos
agricolas [1]. Existen varios tipos de plastico, sin embargo, la presente revision se enfocara
en poliestireno (PS) y polietiieno (PE). Aunque los beneficios que proporcionan los
productos plasticos son numerosos, la contaminacion por su acumulacion en el ambiente
es un riesgo latente, tanto para los ecosistemas como para la salud humana [2].

Usualmente se recurre a la incineracion, depdsitos sanitarios y reciclado para eliminar
los residuos plasticos, sin embargo, estos procesos son costosos y conllevan mayor
contaminacién. Por ello en la actualidad se busca potenciar los procesos de biodegracion,
ya que ésta permite descomponer materiales organicos en componentes simples mediante
accién microbiana, lo cual genera menor impacto secundario en el entorno [2]. Se ha
estudiado la biodegradacion de poliestireno con bacterias nativas de suelos como
Microbacterium sp. NA23, Paenibacillus urinalis NA26, Bacillus sp. NB6, and Pseudomonas

Pégina303


mailto:issell.sandoval@uaq.edu.mx
mailto:1bdeloera@gmail.com

24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro.

aeruginosa. Usualmente son varios tipos de microorganismos los que se requieren para
degradar poliestireno de manera efectiva. Asimismo, se ha estudiado la degradacion de tal
plastico mediante larvas y gusanos, cuya actividad degradadora depende de la microbiota
de su intestino [3]. Como ejemplo de ello esta la Tenebrio molitor, cuya microbiota intestinal
logra degradar significativamente el poliestireno, arrojando resultados que sugieren la
posible mejora del proceso ex situ para obtener tazas de degradacion mas altas. En cuanto
al polietileno, también se ha estudiado el efecto degradativo que alcanza la Galleria
mellonella, en la cual se evidencié la influencia de su microbiota intestinal, ya que, al
suprimir la actividad de ésta, la larva es incapaz de degradar polietileno [2,4].

En el presente reporte se analizardn cepas bacterianas y fingicas previamente aisladas
del intestino de la larva de Achroia grisella, buscando inducir su activacién para evaluar su
capacidad degradadora de polietileno y poliestireno.

. MARCO TEORICO

El plastico es un polimero sintético que consiste en carbono, hidrégeno, silicio, oxigeno,
cloro y nitrégeno. Se obtiene a partir de distintas fuentes, como el aceite, el carbén y el gas
natural. Asimismo, existen diferentes tipos de plasticos, como son el polietileno (PE), el
tereftalato de polietileno (PET), el polipropileno (PP), el poliestireno (PS), el policloruro de
vinilo (PVC) y el poliuretano (PUR) [1].

Haciendo énfasis en el poliestireno y el polietileno, el primero es un polimero de alto
peso molecular posee en su estructura un esqueleto carbonado, con cadenas unidas a
fracciones fenilo. El poliestireno es el quinto tipo de plastico mas utilizado, principalmente
en contenedores térmicos de alimentos y bebidas, sin embargo, su estructura lo vuelve muy
dificil de degradar [3]. De igual manera, el polietileno es un polimero sintético de alto peso
molecular conformado por un esqueleto de carbono saturado; es el plastico mas
ampliamente utilizado y su demanda incrementa anualmente. Dada su alta hidrofobicidad y
la fuerza de los enlaces en su estructura, se limita su eficiente degradacion [2]. Es por ello
por lo que constantemente se buscan alternativas, preferentemente sustentables, a fin de
reducir la acumulacion de estos plasticos en el ambiente.

Dado que ambos tipos de plastico pueden ser degradados por Achroia grisella, es
importante investigar la capacidad de los microorganismos pertenecientes a su microbiota
de degradar estos plasticos. A. grisella es una especie de polillas de la cera cuyas larvas
son plagas agresivas de las colmenas de abejas [5]. Se han reportado resultados eficientes
de la degradacion de peliculas de polietileno con A. grisella, sin embargo, no fue posible
determinar si la degradacion es producto de accién enzimatica o por efecto de la microbiota
intestinal [6].

1. MATERIALES Y METODOS
1) Obtencién de las cepas

Las cepas evaluadas se obtuvieron en trabajos anteriores del grupo de investigacién del
tracto digestivo de larvas de Achroia grisella sometidas a dietas con PE y PS. Las cepas se
encontraban en medio basal sélido con plasticos o en medio basal liquido con plasticos.

2) Preparacion de medio basal con plasticos

&
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El medio basal liquido se preparé siguiendo la siguiente formulacién para 1L: 0.7 g
(KH)2(PO)4, 0.7 g K2(HPO)4, 0.7 g MgS0O4.H,0O, 1 g NH4sNO3, 0.005 g NaCl, 0.002 g
FeS04(7H20), 0.001 g MnS0O4.H,0; ajustando a pH 7. Los sistemas de biodegradacion con
medio basal liquido se prepararon colocando 25 mL en matraces de 50 mL y se esterilizaron
a 121°C durante 15 min, seguido de la adicién del plastico sanitizado con etanol al 70%. El
poliestireno se desbaratd, mientras para el polietileno se cort6 un cuadrangulo de
aproximadamente 4x4cm.

El medio basal sélido se preparé afadiendo 15 g/L de agar bacteriolégico a la
formulacion previamente descrita. Una vez solidificado, se agregaron laminas
cuadrangulares de poliestireno disuelto con cloroformo en algunas cajas, mientras que en
otras se coloco el polietileno en tiras. Ambos previamente sanitizados con etanol al 70%.

3) Seleccién de los microorganismos con presunta actividad degradadora evaluados
en medio basal

A partir de cultivos solidos con plastico, se seleccionaron diversas colonias, tanto
bacterianas como flngicas, cuyo crecimiento se localizaba en las periferias del plastico. Se
distinguieron 5 bacterias en placas de medio basal s6lido con PS (B1 en la caja 1, B2A y
B2B en la caja 2; B3 y B4 en la caja 3) y 3 hongos de las mismas placas (H1 de la cala 1,
H2A y H2B en la caja 2). De cada uno se tom6 una muestra con el asa bacteriolégica y se
sumergié en solucién salina fisiologica (SSF) estéril. De ésta se inocularon 100 ul en cada
uno de los tipos de medio (Soélido+PE Sélido + PS, Liquido+PE, Liquido+PS). Se inocularon
también 100 pl de cultivos liquidos basales con PS en nuevos medios (M1, M2, M3),
evaluando en ambos tipos de plastico. Se dejaron en incubacién a temperatura ambiente
hasta la aparicion de turbidez en los liquidos o desarrollo de unidades formadoras de
colonias en los sdlidos.

4) Evaluacion de la capacidad degradadora

A partir de los cultivos liqguidos que manifestaron turbidez se inocularon nuevamente 200
ul por triplicado en un matraz con medio basal liquido y el plastico correspondiente. Cabe
recalcar que el peso del plastico en cada matraz se registré cuidadosamente (Po). Se
dejaron incubando en agitacion y a temperatura ambiente durante 20 dias. Al término del
plazo se sumergio el plastico de cada matraz en SDS 2% durante 4 horas, se enjuag6o con
agua corriente y se lavé con metanol al 10% para dejar secar a 50°C por 24 horas.
Finalmente se peso (Pf), para determinar gravimétricamente la capacidad de degradacion.
Finalmente, se llevdé a cabo un analisis de T pareada con significancia de 0.05 para
identificar las muestras donde hubo diferencias significativas. Con estas muestras se
hicieron conservas y se observaron al microscopio, luego de realizar tincion de Gram.

5) Seleccién de los microorganismos con presunta actividad degradadora evaluados
en medio nutritivo

Se preparé medio nutritivo liquido. Para ello se colocaron 23 g de medio en 1L de agua
destilada y se disolvié en agitacién, en seguida se repartié en matraces de 50 mL y se
esterilizaron en autoclave. Posteriormente, a partir de las cajas con medio basal sélido que
mostraron crecimientos en las periferias del plastico, se tomaron muestras con el asa
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bacteriolégica y se sumergieron en SSF estéril, para posteriormente inocular 100 pl en 25
mL del medio nutritivo. Esto con el fin de potenciar la proliferacién de los presuntos
microorganismos degradadores. Una vez que mostraron suficiente turbidez, se separé la
biomasa mediante la centrifugacién del medio a 3000 rpm durante 20 minutos, para
después lavar 3 veces la pastilla con solucion salina fisiologica estéril (SSF) al 8%, a fin de
retirar los restos de medio nutritivo. La pastilla se resuspendié en 10 mL de SSF y se midio
la absorbancia de la solucion a 600 nm. Una vez obtenidos valores de absorbancia menores
a 1, se determiné el volumen correspondiente para alcanzar una densidad de 10°
células/mL. El volumen se determiné con la férmula C.V:= C,V,, donde C: fueron las
unidades de absorbancia obtenidas a partir de la multiplicacién de la absorbancia del
indculo por el factor de dilucion 10, con esto, se justd el volumen para tener 1 unidad de
absorbancia en 1 mL de inéculo. Dicho volumen se inoculé nuevamente por triplicado en
matraces con medio basal y el plastico previamente pesado (Po). Se dejaron incubar en
agitaciéon a 150 rpm a temperatura ambiente por 20 dias. Finalmente se determiné
gravimétricamente la capacidad de degradacion.

6) Descripcion morfolégica de microorganismos biodegradadores

Los cultivos que mostraron capacidad de biodegradaciéon de algun plastico se analizaron
para realizar la descripcién morfoldégica macro y micro usando la tincién de Gram.

V. RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas fungicas se descartaron para el andlisis morfolégico, ya que no fue posible
separar la biomasa de los plasticos. Sin embargo, se han reportado distintas especies del
género Aspergillus, principalmente, capaces de degradar polietileno. Desafortunadamente,
lo logran en tazas muy bajas [6], alcanzando Unicamente un 5% de degradacion después
de 60 dias de incubacién [8]. En cuanto al resto de los microorganismos aislados, es
remarcable su naturaleza aerdbica o anaerébica facultativa, cuestion que se mantuvo
constante durante el periodo de incubacion, ya que la incorporacion de oxigeno es crucial
para la degradacion del plastico a mayor velocidad [4]. Como se observaenla Tablal, a
pesar de establecer las mismas condiciones de activacidon para todos, no se desarrollé
turbidez al mismo ritmo ni se alcanzaron las mismas tasas de degradacion, lo cual confirma
gue se trataba de organismos distintos con diferente velocidad de crecimiento. Asi, por
ejemplo, Acinetobacter sp. alcanza la fase de crecimiento exponencial en 1-6 dias, mientras
gque Pseudomonas sp. lo hace en un rango de 1-4 dias. El proceso de activacién se
enriquecio notoriamente al inocular el medio nutritivo, donde se pudo ajustar el indculo
mediante la determinacion de la densidad Optica, un proceso comparable al que se realiza
con Escherichia coli, a fin de excluir la proliferacién celular como factor influyente en la
degradacion [3].
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Tabla 1. Andlisis gravimétrico de la activacién de microorganismos de tracto de Achroia

MUESTRA

B1-PS
B4-PE
B3-PS
B3-PE
B2A-PS
B2B-PS
B4B-PS
M1-PS
M2-PS
M3-PS
B2B-PE
HI-PE
H2A-PE
H2B-PE
H1-PS
H2B-PS
M1.PE
B1-PE

La degradacion de plasticos mediante Achroia grisella ha sido reportaba Unicamente con
polietileno de alta densidad (HDPE), donde la larva logra alcanzar un nivel de ingesta de
HDPE por larva de 1.83 mg al dia en un periodo de ocho dias [5]. En cuanto al poliestireno,
se ha recurrido principalmente a la larva Tenebrio molitor. En ambos casos, se destaca la
influencia de las proteinas secretadas por las glandulas salivales de estos tipos de insectos.
Los ensayos de estos insectos usando dietas suplementadas con antibioticos, a fin de
suprimir la actividad de su microbiota intestinal, demostraron que ésta es indispensable para

PESO INICIAL (PO)
Desv Est

Promedio

0.0997
0.0739
0.0964
0.0634
0.0964
0.1024
0.0977
0.0965
0.0996
0.1019
0.0595
0.0617
0.0617
0.0511
0.0857
0.0952
0.0504
0.0587

0.009
0.008
0.003
0.015
0.003
0.014
0.001
0.006
0.003
0.006
0.024
0.024
0.010
0.013
0.003
0.011
0.001
0.018

grisella

PESO FINAL (PF)

Promedio

0.0930
0.0736
0.0902
0.0632
0.0919
0.0959
0.0901
0.0926
0.0974
0.0977
0.0588
0.0610
0.0613
0.0492
0.0000
0.0000
0.0485
0.0440

Desv Est

0.006
0.008
0.002
0.015
0.002
0.009
0.005
0.005
0.002
0.005
0.024
0.024
0.010
0.013
0.000
0.000
0.003
0.003

gue la degradacion del plastico se lleve a cabo [4].

TIEMPO DE
DEGRADACION

20 dias
20 dias
20 dias
20 dias
20 dias
20 dias
30 dias
30 dias
20 dias
20 dias
30 dias
20 dias
20 dias
20 dias
20 dias
20 dias
20 dias
20 dias

DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA

No significativa
No significativa
Significativa
No significativa
Significativa
No significativa
No significativa
Significativa
Significativa
Significativa
Significativa
No significativa
No significativa
No significativa
No significativo
No significativo
No significativa
No significativa
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Tabla 2. Estudio morfolégico de cepas con capacidad de degradacion de plasticos.

Muestra Morfologia macroscépica Morfologia microscépica Posible
Descripcién Imagen Descripcion Imagen identificacion

B3-PS Puntiforme, Cocos Gram -Acinetobacter
blanquecina, negativos sp. [2,6]
cremosa y
brillante.

B2A-PS | Puntiforme, -Cocos Gram ;CitrogaCZer
blanca, positivos _fé‘i:e't'o[bicter
cremosa Yy -Cocos y sp.[2,6]
opaca. bacilos Gram -Pseudomonas

negativos sp. [2,6]
-Staphylococcus
sp. [6]

M2-PS | Puntiforme en Cocos y -Staphylococcus
agregados estafilococos sp. [6]
grandes, Gram -Micrococcus
blanca positivos sp. [6]
cremosa y
brillante.

M3-PS | Puntiforme, Cocos Gram -Acinetobacter
transparente, negativos sp. [2,6]
cremosa y
brillante.

M1- PS | Puntiforme, -Cocos Gram -Acinetobacter
blanquecina, positivos sp.[2, 6]
cremosa Yy -Cocos Gram -Pseudomonas
brillante negativos sp-[2,6]

-Micrococcus
sp. [6]

B2B-PE | Puntiforme, Cocos, -Staphylococcus
blanca y estafilococos sp. [6]
opaca. y bacilos Eg/}licrococcus sp.

Gram -Bacillus sp [6]
positivos -Brevibaccillus
borstelensis [6]

Aunado a esto, y como se aprecia en la Tabla 2, se identific6 mediante la tincion de Gram
que las muestras consistian en consorcios de microorganismos, ya que se observan
diferentes morfologias tanto Gram positivas como negativas. Esta reportado que se
requiere de varios tipos de microorganismos para descomponer activamente el poliestireno
[3]. Entre las bacterias Gram negativas relacionadas con la degradacion y posiblemente
identificadas en las muestras se encuentran el bacilo Citrobacter freundii, Klebsiella
aerogenes [4], el cocobacilo Acinetobacter sp. y Pseudomonas sp. [2,6]. En cuanto a las
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Gram positivas se destacan Staphyloccocus sp., Micrococcus sp., Brevibaccillus
borstelensis [6]. De estas, Pseudomonas ha sido de mucho interés debido a su habilidad
inigualable de metabolizar distintos polimeros mediante enzimas hidroliticas y oxidacién
extracelular, lo cual facilita la interaccién de biopeliculas bacterianas y las superficies de los
polimeros. Brevibacillus bortelensis, ha reportado reducciones hasta del 30% de polietileno
de baja densidad (LDPE) con periodos de incubacién de 30 dias. Por su parte, las del
género Klebsiella tiene la capacidad de adherirse a la superficie del HDPE, logrando una
disminucion del peso del plastico de 18% si a éste se le da un tratamiento térmico [8]. En
cuanto a Citrobacter freundii, es una bacteria capaz de degradar polimeros de cadena larga
y se asocia intimamente con la microbiota intestinal de larvas alimentadas bajo dietas tanto
de PS como PE [4].

En la Tabla 3 se destacan nuevamente las bacterias identificadas, donde las
descripciones mencionadas en cuanto a sus habilidades para intervenir en la degradacion
de plasticos sustentan la identificacién propuesta. Es destacable la estrecha interaccion que
manifiestan tales microorganismos como consorcio, cuestion manifestada en la morfologia
macroscopica uniforme. Sin embargo, se precisa mayor investigacion para determinar si la
asociacion favorece una mayor degradacion o provoca que ciertos tipos de bacterias
interfieran en la actividad de las otras.

Tabla 3. Microorganismos identificados con capacidad de biodegradacion de plasticos.

B3-PS Medio basal sélido con PS 20 dias Acinetobacter sp. [2,6]
(caja 3)
Activado en medio con PS

B2A-PS Medio basal sélido con PS 20 dias Citrobacter freundii [4] Acinetobacter sp.[2,6],
(caja 2) Pseudomonas sp. [2,6], Staphylococcus sp. [6]
Activado en medio con PS

M2-PS Medio basal liquido con PS 20 dias Staphylococcus sp. [6], Micrococcus sp. [6]
(matraz 2)

M3-PS Medio basal liquido con PS 20 dias Acinetobacter sp. [2,6]
(matraz 3)

M1- PS Medio basal liqguido con PS 30 dias Acinetobacter sp.[2, 6], Pseudomonas sp.[2,6],
(matraz 1) Micrococcus sp. [6]

B2B-PE Medio basal soélido con PS 30 dias Staphylococcus sp. [6], Micrococcus sp. [6],
(caja 2) Bacillus sp [6], Brevibaccillus borstelensis [6]

Activado en medio con PE

Se ha reportado que el porcentaje de degradacion de poliestireno alcanzado por A.
johnsonii JNUO1 y P. lini JNUO1 fue 1.52% and 1.45%, respectivamente. Cuestion
comparable al 7.4% alcanzado en 60 dias por Exiguobacterium sp o al 2.6% logrado por
Pseudomonas sp. en 15 dias [3]. Dado que los resultados significativos se obtuvieron
principalmente con poliestireno (Tabla 1), se puede comparar también aqui el 4-6% logrado
por los consorcios bactrianos aislados a partir de A. grisella.

Entre los factores que intervienen en la biodegradacién de los plasticos se destacan el
pH, la temperatura, la disponibilidad de minerales y fuentes de carbono, la concentraciéon
de sales, el agua, la humedad, el tipo de plastico y el tipo de microorganismo [7]; por lo que
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son muchas las variables que afectan de una u otra manera el proceso. Asimismo, es
necesario investigar la influencia de los componentes del sobrenadante del medio, producto
del metabolismo de lo propios microorganismos, ya que algunos podrian tener efectos
inhibitorios, especialmente a largo plazo [4], todo con el fin de potenciar el proceso
degradativo.

V. CONCLUSIONES

Se logré la activacion de cepas bacterianas y fungicas previamente aisladas a partir de
tracto digestivo de la larva de Achroia grisella. En la determinacién de capacidad
degradadora, sélo las cepas bacterianas B3-PS, B2A-PS, M2-PS y M3-PS mostraron
resultados significativos de degradacion de plastico, en este caso poliestireno.

El andlisis morfoldgico revel6 consorcios de bacterias Gram positivas y negativas, que
presentaban distintas morfologias. Se propuso que dentro de éstos organismos predominan
Citrobacter freundii, Klebsiella aerogenes, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.,
Staphyloccocus sp., Micrococcus sp. y Brevibaccillus borstelensis.

Dados los diversos factores que afectan el proceso y las bajas tasas de degradacion,
resta investigacion adicional que profundice en tales factores, a fin de potenciar la
degradacioén y lograr la aplicacién de la técnica, generando un beneficio para el ambiente.
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