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PROLOGO

Biotecnologia y Ciencias Alimentarias como Herramientas de Solucion a Problemiticas Actuales es un e-book que
presenta la compilacién de los mejores trabajos en extenso especificamente en las siguientes areas te-
maticas: ciencia y tecnologia de los alimentos, nutricion, biotecnologia industrial, bioingenieria y repro-
duccién vegetal. Todos los trabajos fueron presentados en el Congreso Internacional de Biotecnologia
y Ciencias Alimentarias realizado en el Instituto Tecnoldgico de Sonora por el Departamento de Bio-
tecnologia y Ciencias Alimentarias, a través de sus Programas Educativos de Ingeniero Biotecndlogo y
de Licenciado en Tecnologia de Alimentos, en conjunto con los Cuerpos Académicos de Ambiente y
Salud, Bioprocesos y Bioproductos, Biotecnologia y Ciencias Alimentarias y Biotecnologia y Produc-
tos Naturales; se llevo a cabo, por primera vez y en su totalidad en modalidad virtual, apoyandonos en
la tecnologia de comunicacion de internet por diversas plataformas de transmisién en linea, siendo un
gran reto, y todo un éxito, gracias a la participacion de la comunidad cientifica nacional e internacional

a través de académicos y estudiantes de diversas universidades e institutos de investigacion.
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Capitulo I.

Calidad de la dieta y variables relacionadas

con la salud cardiovascular de adolescentes

Quality of diet and variables related to cardiovascular health in adolescents

Ricardo Terminel-Zaragoza,
Ana Renteria-Mexia™,
Gabriela Ulloa-Mercadoa,
Araceli Serna-Gutiérreza,
Pablo Gortares-Moroyoguia,
Denisse Serrano-Palacios
Instituto Tecnologico de Sonora,

*Autor de correspondencia: ana.renteria(@jitson.edu.mx

Resumen

LLa dieta y el estilo de vida estan relacionados con la salud cardiovascular desde la juventud. El objetivo
fue analizar variables del estilo de vida y consumo de alimentos como indicadores de salud cardiovas-
cular acorde a la AHA (Asociacion Americana del Corazoén), en adolescentes universitarios. Se evalud
antropometria e historia clinica, se aplicaron dos cuestionarios de frecuencia de consumo de alimen-
tos validados contra el promedio de dos recordatorios de 24-horas. Se realizé chi-cuadrada y prueba
t-test para muestras independientes por sexo, con significancia p<(.05. Participaron 230 adolescentes
(18£0.5 afios), 44.3% mujeres. Se encontro diferencia significativa entre sexos en peso, indice de masa
corporal (IMC), circunferencia de cintura, grasa corporal, presion arterial y actividad fisica, asi como
en consumo de nueces y semillas, y carnes procesadas (p<0.05). El consumo de alimentos relacionados

con la salud cardiovascular en este grupo de poblaciéon no cumplié con las recomendaciones ideales

de la AHA.

Abstract

Diet and lifestyle have been associated with cardiovascular health since youth. The objective was to
analyze lifestyle variables and food consumption as indicators of cardiovascular health according to
the AHA (American Heart Association), in college adolescents. Anthropometry and medical history
were evaluated, two validated food frequency questionnaires were applied against the mean of two 24-
hour recalls. Chi-square and t-test were performed for independent samples by sex, with significance
p <0.05. Participants were n=230 adolescents (18%0.5 years), 44.3% women. Significant difference

was found between men and women in weight, body mass index (BMI), waist circumference, body fat,



blood pressure and physical activity, as well as in consumption of nuts and seeds, and processed meats
(p<0.05). The consumption of foods related to cardiovascular health in this group did not meet the

ideal recommendations from the AHA.
PALABRAS CLAVE: calidad de la dieta, salud cardiovascular, adolescentes.

Introduccion

En México, las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte, por lo que
resulta de vital importancia monitorear los patrones de estilo de vida desde la adolescencia (Mendo-
za-Herrera et al., 2019). Sonora forma parte de la region Norte, donde se encuentra la prevalencia mas
alta de sobrepeso y obesidad en México (Shamah-Levy et al., 2019). Ademas, es uno de los estados
con mayor tasa de eventos cardiovasculares anuales en el pafs (Campos-Nonato, et al., 2018; Barquera
& White, 2018). Si bien las tasas de mortalidad por ECV suelen asociarse a factores de riesgo como la
obesidad (central, principalmente), la alimentacion también esta involucrada debido a que la dieta del
sonorense se caracteriza por un elevado consumo de carnes rojas, harina blanca, grasa saturada, aztcar
y sal (Meléndez & Cafiez, 2010).

Por esta razon y con el fin de reducir la morbilidad y mortalidad por ECV, la Asociacién Americana
para el Corazon (AHA, por sus siglas en inglés) establecié un concepto denominado “Salud Cardio-
vascular Ideal” (Steinberger et al., 2016), definido por la ausencia de enfermedad, y la presencia de 7
componentes, de los cuales 4 se relacionan con el estilo de vida: seguir las pautas dietéticas de reduc-
cion de grasa saturada, sodio, carne y carnes procesadas; no padecer sobrepeso u obesidad (tener IMC
en rango normal >18.5 y <25 kg/m?2); practica habitual de actividad fisica; y evitar tabaquismo. Los
otros 3 factores son biologicos: colesterol [1200 mg/dL, presion arterial [1120/7 80 mmHg, y glucosa
en ayunas [] 100 mg/dL.

Con la definicion del concepto de salud cardiovascular ideal por la AHA, los habitos de estilo de vida
juegan un rol importante en la misma, y los adolescentes son un grupo vulnerable debido a que estan
expuestos a estilos de vida no saludables desde etapa temprana. A la fecha, no se han reportado estu-
dios que evalden la asociacion de la dieta con la salud cardiovascular en adolescentes sonorenses.

El objetivo del estudio fue analizar variables del estilo de vida y consumo de alimentos y nutrimentos
como indicadores de salud cardiovascular acorde al criterio de la AHA (Asociacion Americana del

Corazon) en adolescentes universitarios del Sur de Sonora.

Material y métodos

El presente estudio es transversal, con muestreo no probabilistico por conveniencia. El estudio se rea-
liz6 en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico de Sonora ITSON), Campus Nainari, Cd. Obregon,
Sonora, durante Agosto-Diciembre 2018. Los criterios de inclusiéon fueron adolescentes menores de
20 afios, de nuevo ingreso al ITSON. Los criterios de exclusion fueron: embarazo, presencia de enfer-
medad cardiometabdlica como diabetes, hipertension, etc., ser deportistas de alto rendimiento.

Se aplicaron historia clinica, cuestionario internacional de actividad fisica (IPAQ), cuestionarios de
frecuencia de consumo de alimentos (CFCA) y recordatorios de 24-horas (24hR). Las encuestas die-

tarias se aplicaron por duplicado, con tres meses de distancia entre uno y otro, siguiendo los pasos de



la USDA (Blanton et al., 2006). Para medicion antropométrica se siguié el protocolo internacional
acorde al Anthropometric Standardization Reference Manual (Lohman et al., 1988). Todas las medidas
se realizaron por triplicado. El peso y la grasa corporal se midieron con una bascula electrénica con
impedancia eléctrica (Body Composition Scanner BC-533, marca TANITA), la talla con un estadi-
metro portatil (Modelo 213, marca SECA), la circunferencia de cintura con una cinta antropométrica
estandarizada (marca Lufkin) y la presion arterial con un baumanémetro digital (marca OMRON).

Se analiz6 la normalidad de los datos por las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y graficas de kurtosis
y sesgo, v las variables que no cumplieron con la distribuciéon normal se transformaron matematica-
mente. Se obtuvieron los promedios y desviacién estandar para variables continuas, total y por sexo;
para las variables categoricas se calcularon los porcentajes. Se realizé la prueba t-test para muestras
independientes por sexo para las variables numéricas, y la Chi-cuadrada para las categoricas, con un
nivel de significancia p<0.05 (SPSS, version 21.0, 2009, SPSS Inc, Chigado, IL).

Resultados y discusion

De 264 adolescentes, el 87.1% (n=230) fueron incluidos en este estudio, quienes completaron ambas
administraciones del CFCA y del 24hR. La edad promedio fue 18.520.4 afios a la fecha de muestreo,
44.3% mujeres, en la Tabla 1 se muestran las variables relacionadas con la salud cardiovascular de los
participantes del estudio. En ella se reportan los resultados de la evaluacién antropométrica, compo-
sicion corporal, actividad fisica y presion arterial. Los hombres presentaron mayor estatura y peso
(p<0.001), IMC (p<0.015), circunferencia de cintura (p<<0.001) y presion arterial tanto sistélica como
diastolica (p<0.001 en ambas). Las mujeres presentaron mayor porcentaje de grasa corporal (p<0.001),
como era de esperarse por genética, y mayor actividad fisica en METs (equivalente metabdlico por acti-
vidad) que los hombres (p<<0.002). Con base en el criterio de salud cardiovascular de la AHA, algunos
de los resultados interesantes de este estudio son que la mayorfa de los adolescentes cumplen con un
criterio ideal para tabaquismo (90.9%), refiriendo no haber probado el tabaco o nunca haber fumado

un cigarro entero. En promedio, los participantes tuvieron un nivel ideal para el percentil de IMC.

Tabla 1.

Variables antropométricas relacionadas con la salud cardiovascular de adolescentes universitarios, me-

dia (DE).

Variable Total Femenino Masculino Valor de p*
n=230 n=102 n=128

Edad (afios) 18.5(0.4) 18.4 (0.4) 18.4 (0.3) 0.247
Peso (kg) 67.9 (16.5) 60 (15.3) 74.1 (14.7) 0.001
Altura (m) 1.7 (0.1) 1.6 (0.6) 1.7 (0.6) 0.001
indice de Masa Corporal (IMC) 23.9 (4.8) 23.3 (5.5) 24.3 (4.1) 0.015
(kg/m?) **

Percentil IMC™ 59.2 (30.8) 55.6 (31.1) 62 (30.4) 0.073
Circunferencia de cintura (cm) 77.3(12.5) 72.3 (12.5) 81.1 (11.1) 0.001
Porcentaje de grasa (%) 21.5(7.6) 25.6 (6.6) 18.1 (6.6) 0.001
Actividad Fisica (METs) 2167.4 (1876.2) | 2515.9 (1885.5) | 1739.5(1782.3) 0.002




Presion Arterial (mmHg)
Sistdlica
Diastélica

113 (11.6)
71.9 (9.4)

107.2 (10.2)
69 (9.1)

117.6 (10.5)
74 (9.0)

0.001
0.001

*Prueba t-test para muestras independientes

**Se transformo a la inversa para t-test

*#*Se transformo por raiz cuadrada para t-test

En la Tabla 2 se presenta el consumo promedio reportado de los CFCA, organizados por grupos de

alimento y nutrimentos. Ambos sexos tuvieron un consumo similar en los grupos de frutas y verduras

(p=0.77), y pescados y matriscos (p=0.67). Los hombres reportaron un consumo mayor no significativo
que las mujeres en sodio de 464.5 mg/dia (p=0.23) y bebidas azucaradas de 529.4 mL/semana (p=0.52).

El promedio de consumo fue similar para ambos sexos respecto a granos enteros y grasa saturada (g/dfa,

kcal/dia y porcentaje) (p>0.05). El grupo de nueces y semillas (en conjunto) (p=0.042) y carnes procesa-

das (p=0.002) presenté un promedio de consumo significativamente mayor en hombres.

Tabla 2.
Consumo por grupos de alimentos de adolescentes universitarios, media (DE).
Variable Total Femenino Masculino Valoi de
n=228 n=102 n=126 =
Frutas y verduras (tazas/| 3.60 (2.2) 3.34 (0.7) 3.29 (0.7) 0.772
semana)
Pescados y mariscos (g/| 507.4 (422.9) | 501.7 (428) | 513.1 (450.7) 0.671
semana) **
Sodio (mg/dia) ** 2248.3 1994 2458.5 0.239
(1720.1) (1717.3) (1836.3)
Bebidas azucaradas (mL/ 3551.7 3261.9 3791.3 0.52
semana) (2016.9) (1984.3) (2022.8)
Granos enteros (g/sema-| 73.7 (42.8) 73.7 (39.6) 76.5 (42.5) 0.49
na)
Nueces y semillas (g/se- 28 (17.5) 25.2(17.2) 30.3(17.2) 0.042
mana)**
Legumbres (tazas/sema-| 1.06 (0.73) 0.99 (0.71) 1.12 (0.75) 0.133
na)**
Nueces, semillas y legum-| 1.21 (0.71) 1.13 (0.71) 1.28 (0.70) 0.127

bres
(porciones/semana)**




Carnes procesadas (g/se-| 638.4 (527.6) 503.6 749.8 (639) 0.002
mana)** (300.3)

Grasa saturada (g/dia) 17.5 (6.8) 17 (7) 17.8 (6.7) 0.369

Grasa saturada (kcal/dia) 157.5 (61.8) | 153.4 (63.2) | 160.9 (60.7) 0.369

Grasa saturada (%/dia) 10 (4.6) 10.6 (4.8) 9.5(4.4) 0.129

*Prueba t-test para muestras independientes

**Valor transformado por raiz cuadrada

De los componentes del patron de dieta saludable, seis grupos de alimentos se situaron en promedio
en el nivel intermedio de alimentacion saludable; pescados y mariscos en ideal; nueces y semillas, y
carnes procesadas en nivel pobre.

En la ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién) 2018 se evaluaron varios grupos de ali-
mentos, dentro de los que figuran la fruta con 35.2%, y verdura con 24.9%, en su consumo cotidiano
entre adolescentes de 12 a 19 afios, resultados mayores que el promedio de nuestra muestra. Esto en
parte puede explicarse por el grado moderado y severo de inseguridad alimentaria en la zona urbana
(19.6%) y rural (28.9%) (INEGI, 2018b). Otra posible explicacion es el bajo porcentaje destinado al
gasto para estos grupos de alimentos, acorde a la INEGI en 2018, las familias destinan un 13.9% men-
sual a la compra de frutas. Para las verduras, su porcentaje esta combinado con legumbres, leguminosas
y semillas, lo que vuelve dificil medirlo, y corresponde al 11.7% mensual INEGI, 2018a). Otros estu-
dios han reportado que en el Norte del pais el porcentaje de energia que aportan las frutas y verduras
a la dieta total es el mas bajo de todos (Ortega-Avila, Papadaki, & Jago, 2019).

De los resultados de la ENSANUT 2012, dos estudios han analizado la ingesta de pescados y mariscos
para la muestra de adolescentes: el primero de ellos por Gaona-Pineda et al., (2018), combiné este
grupo con pollo, y reporté ingesta promedio de 18.4 g/dia hombres, 20 g/dfa mujeres, y energfa 34
kcal/dfa hombres, 36.9/d mujeres. El segundo, por Rodtiguez et al., (2017) analiz6 la calidad de la die-
ta de los adolescentes por medio del Indice de Dieta Saludable (HET; por sus siglas en inglés), donde
obtuvieron un promedio de consumo de 3.2 de 5 para el grupo de pescados y mariscos. Comparando
con nuestros resultados se demuestra que el consumo de pescados y mariscos es adecuado entre los
adolescentes sonorenses comparado con la ingesta del promedio del pafs.

En estudios que inclufan adolescentes mexicanos, el consumo total de granos enteros fue en promedio
de 20 g/dia en hombres y 24 g/dfa en mujeres, una cantidad mayor al promedio de nuestra muestra
tanto para hombres como mujeres (Betancourt-Nufiez et al., 2018; Gaona-Pineda et al., 2018; Rodri-
guez et al., 2017). Sin embargo, la ingesta de granos enteros de nuestra muestra superd a la reportada en
otros estudios en adolescentes mexicanos (Nieto et al., 2017). Una posible explicacion es el consumo
frecuente de tortillas de maiz, las cuales son componente de la dieta tradicional sonorense (Sandoval
Godoy et al., 2012).

Similar a otros estudios realizados en México, la ingesta de bebidas azucaradas en adolescentes se re-
porta muy alta. En 2012, la ingesta de estas bebidas fue de 497.8 mL/dfa, muy similar a nuestra muestra
(Stern et al., 2014). En otro estudio, encontraron que en el Norte el porcentaje de energfa proveniente

del consumo de bebidas azucaradas era el mas alto en el pafs (12.3%) (Ortega-Avila et al., 2019). En



México, en estudios previos en adultos se ha encontrado asociaciones entre el consumo de bebidas
azucaradas y cereales refinados con el incremento del IMC, elevacion de la presion arterial y glucosa
en ayunas (Denovall Gutiérrez et al., 2010).

Conclusiones

Esta investigacion contribuye de manera importante al estudio de la salud cardiovascular mediante la
calidad de la dieta y estilo de vida de adolescentes del Norte de México. El presente estudio sefiala los
grupos de alimentos y comportamientos mas relacionados con el desarrollo de ECV, y que pueden
necesitar una atencion especial durante la implementacién de intervenciones dietéticas. Los resultados
encontrados enfatizan la importancia de la educaciéon nutricional y promocion de estilos de vida salu-
dables desde la adolescencia. A su vez, podrian dar pie a estudiar mas de cerca la relacion del consumo
de ciertos grupos de alimentos con determinados factores de estilo de vida. Nuestros resultados exigen
la necesidad de generar un entorno alimentario propicio para una dieta mas saludable en los adoles-

centes del Sur de Sonora.
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Resumen

Los alimentos funcionales se consideran como los alimentos que tienen un efecto potencialmente po-
sitivo en la salud mas alld de la nutricion basica. Para probar estos efectos es necesaria la realizacion de
estudios in vitro para la determinacioén de bioactividades. Por ello, el objetivo fue determinar la capaci-
dad antioxidante en alimentos funcionales, mediante el ensayo del poder antioxidante reductor férrico
(FRAP). Para la realizacién del ensayo se utiliz6 Trolox como estandar, cuya capacidad antioxidante
equivalente fue evaluada en las mismas condiciones de trabajo que las muestras, presentando una alta
linealidad. Para las muestras se encontraron concentraciones en un rango de 2162.5 — 49162.50 (en uM
Trolox). Sin embargo, tres de las muestras no mostraron capacidad antioxidante. El ensayo nos ofrecio
una buena herramienta para medir la capacidad antioxidante en un alimento, dando como resultado

una base cientifica con respecto a las funcionalidades que estos alimentos declaran.

Abstract

Functional foods are considered foods that have a potentially positive effect on health beyond basic



nutrition. To test these effects, it is necessary to carry out in vitro studies to determine bioactivities.
Therefore, the objective was to determine the antioxidant capacity in functional foods by the ferric
reducing antioxidant power (FRAP) assay. To carry out the assay, Trolox was used as a standard, who-
se equivalent antioxidant capacity was evaluated under the same working conditions as the samples,
showing high linearity. Concentrations were found in a range of 2162.5 - 49162.50 (in uM Trolox) for
the samples. However, three of the samples did not show antioxidant capacity. The assay offered us
a good tool to measure the antioxidant capacity in food, resulting in a scientific basis regarding the

functionalities that these foods declare.
PALABRAS CLAVE: Antioxidante, autenticidad, bioactividad, declaraciones

Introduccion

Los alimentos funcionales se consideran como los alimentos que estan destinados a ser consumidos
como parte de la dieta normal y que contienen componentes que tienen un efecto potencialmente
positivo en la salud mas alla de la nutricién basica. Sin embargo, debido a la creciente demanda de
alimentos y al aumento de la globalizacién del comercio, existe un mayor riesgo de que este tipo de ali-
mentos no sean auténticos (Martirosyan y Singharaj, 2016; Pravst et al., 2018). Como los productos no
auténticos son de interés econémico y pueden tener riesgos para la salud, por esta razén y con el fin de
luchar contra la adulteracion y la falsificacion de productos alimenticios, es un requisito la informacion
completa y veraz sobre los productos alimenticios que se comercializan (Kamiloglu, 2019).

Dado el potencial interés de los alimentos funcionales para la salud publica, es de gran importancia
que los consumidores tengan una clara comprension de sus potenciales beneficios, y el nivel de con-
fianza se fortalecera en relacion a la base cientifica que se utilice para documentar los efectos de salud
y declaraciones. Hay evidencia que incluir este tipo de productos en la dieta es efectivo promotor para
una buena salud y disminucion de enfermedades (Kuster-Boluda y Vidal-Capilla, 2017). Para probar
los efectos beneficiosos de un alimento funcional es necesaria la realizacién de estudios in vitro para la
determinacién de la capacidad biolégica (bioactividades) del producto. Por este motivo, para conseguir
un verdadero éxito con estos alimentos es necesario que la informacioén transmitida al consumidor
corresponda a lo declarado en la etiqueta y basada en evidencias cientificas (Granato et al., 2017; Pilar
Callao y Ruisanchez, 2018).

Existen una gran cantidad de antioxidantes en los alimentos, especialmente si consideramos los ali-
mentos provenientes de plantas. La importancia de la ingesta de alimentos ricos en antioxidantes es el
beneficio que proporciona a la salud de las personas. Debido al valor de los antioxidantes, varios ensa-
yos han sido propuestos para evaluar la capacidad antioxidante en alimentos, entre ellos, el ensayo del
poder antioxidante reductor férrico (FRAP), el cual es relativamente simple, rapido, sensible y no tan
caro para desarrollar. Es importante mencionar que el ensayo puede ser empleado para detectar adul-
teracion de alimentos (Martins et al., 2013). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar la

capacidad antioxidante en alimentos funcionales disponibles en el mercado mediante el ensayo FRAP.



Material y métodos

Fueron adquiridos en supermercados locales y utilizados como muestras 15 productos comerciales de-
nominados como alimentos funcionales, incluyendo aquellas que declaran algun ingrediente o poseer
alguna bioactividad en su etiquetado.

Para la deteccion de la capacidad antioxidante se utilizo el ensayo FRAP de acuerdo a lo reportado por
Benzie y Strain (1996). El reactivo FRAP fue preparado mezclando un buffer acido acético-acetato de
sodio (300mM) (pH 3.0), con 2, 4, 6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (10mM) disuelto en HCI (40mM) y
FeCl3-6H20 (20mM) en una relacién 10:1:1. Por cada 10 pl de muestra se tomaron 300 pl del reactivo
FRAP de preparacion reciente y 30 ul de agua desionizada, la mezcla fue dejada en la oscuridad por 8
min. Las mediciones de las muestras fueron realizadas en paralelo a un calibrador para generar la curva
de referencia usando Trolox como patrén a una longitud de onda de 593 nm en un espectrofotémetro
Multiskan GO (Thermo Scientific). La curva de calibracién fue preparada utilizando soluciones es-
tandar de Trolox en concentraciones 300 uM, 150 uM, 75 uM, 37.5 uM, 18.75 un M, 9.375 uM y 4.688
puM. Todas las muestras fueron llevadas a cabo por triplicado y los resultados se expresaron como pM

Trolox.

Resultados y discusion

Para poder llevar a cabo la evaluacion de la capacidad antioxidante por el ensayo FRAP, se realizé una
curva de calibracion, utilizando soluciones estandar de Trolox, el cual es un compuesto analogo de la
vitamina E, que actia como antioxidante (Figura 1). La ecuacion obtenida (y=0.0005+0.3003) median-
te la curva de Trolox mostré una alta linealidad para el ensayo, con un valor aceptable (R2=0.9996) en
un rango de concentraciones de 300 uM hasta 4.68 uM, con lo cual se obtuvieron los valores de las

muestras comerciales analizadas.

Curva calibracion Trolox
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Figura 1. Curva de calibraciéon de Trolox para ensayos FRAP. Diluciones seriadas de concentraciones
conocidas (300 uM - 4.688 uM)



El ensayo FRAP evalu6 la capacidad antioxidante de las muestras de acuerdo con su capacidad para
reducir el Fe+3 presente en un complejo con TPTZ hasta la forma Fe+2. Los resultados encontrados
nos muestran distintos valores del poder antioxidante reductor férrico. En el caso de las 15 muestras se
obtuvieron valores en un rango de 2162.5% 3.89 uM a 9162.50% 6.62 uM. Sin embargo, en tres de las
muestras analizadas no se logré detectar la capacidad antioxidante utilizando el método FRAP (tabla
1). En este sentido, diferentes componentes antioxidantes de las muestras pueden actuar por distintos
mecanismos dentro de la matriz y, por lo tanto, tener diferentes reacciones quimicas que pueden resul-
tar en distintos grados de capacidad antioxidante. Asi pues, la capacidad depende esencialmente de la

naturaleza de los antioxidantes y la matriz alimentaria (Correa et al., 2017).

Tabla 1.
Capacidad antioxidante FRAP de los productos comerciales. ND = No detectado; valores medios £

desviacion estandar (coeficiente de variacion).

ALIMENTO Concentraciéon uM Trolox
Muestra 1 36150.0 + 19.09 (2.64)
Muestra 2 6925.0 £ 3.94 (4.51)
Muestra 3 ND
Muestra 4 2162.5 + 3.89 (8.99)
Muestra 5 7166.7+ 6.66 (4.65)
Muestra 6 14925.0 £ 2.12 (0.71)
Muestra 7 30025.0 £ 9.19 (1.53)
Muestra 8 4162.5 £ 0.35 (0.42)
Muestra 9 3787.50 + 5.30 (7.0)
Muestra 10 ND
Muestra 11 ND
Muestra 12 34325.0 £ 4.24 (0.62)
Muestra 13 14708.33 + 8.81 (2.99)
Muestra 14 15200.0 £ 7.78 (2.56)
Muestra 15 49162.50 + 6.62 (1.69)

Las muestras que presentaron mayor capacidad antioxidante fueron la 1 (bebida arandano), 12 (té) y
15 (jugo) con valores de 36150.0 £ 19.09, 34325.0 £ 4.24, 49162.50 £ 6.62 respectivamente. Esto con-
cuerda de acuerdo a lo declarado en su etiquetado a que contiene antioxidantes en el alimento, donde
estas fueron bebidas derivadas de frutos, y compuestos de algunas plantas reportadas previamente con
actividad antioxidante (Baret et al., 2013, Huang et al., 2005).

En estudios anteriores se han reportado valores para diferentes muestras (jugo de frutas, té, vinos y



otras bebidas) en un rango de 1100-120000 uM, (Benzie & Choi, 2014; Martins et al., 2013). Enton-
ces, estos valores concuerdan con los de este trabajo donde los valores de Trolox se encuentran dichos

rangos para muestras similares como los jugos.

Conclusiones

Se logré determinar la capacidad antioxidante utilizando ensayos FRAP, y se encontré que algunos de
los productos no presentan capacidad antioxidante a pesar de declararlo en su etiqueta. El ensayo utili-
zado nos ofreci6 una herramienta rapida, sencilla y flexible para medir la capacidad de los antioxidantes
en un alimento, dando como resultado informacién que servira como una base cientifica con respecto
a las funcionalidades que estos alimentos declaran. Ademas, el ensayo FRAP se usa ampliamente en
distintas partes del mundo, y ahora existe una base de datos de valores reportados en alimentos, bebi-

das, especias y hierbas, entre otros productos.
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Resumen

Los Programas Prerrequisitos (PPR) son un componente esencial para los establecimientos procesado-
res de alimentos y tienen como finalidad, evitar que los peligros de bajo riesgo se transformen en alto
riesgo. El presente trabajo tuvo como objetivo el desarrollo documental de programas prerrequisitos
para el procesamiento de carne molida de ave tomando como modelo el esquema de establecimiento
Tipo Inspeccion Federal (TIF). Para lo anterior se tomaron como referencia las propuestas de forma-
tos de PPR formulados por diversos autores y los PPR aplicables establecidos en el manual para la
verificacion de los prerrequisitos en establecimientos TIE La revision bibliografica dio como resultado
un formato integrado por 13 elementos, de estos, 4 estuvieron enfocados a identificar el documento,
definir y especificar la finalidad del PPR, 2 con la finalidad de proveer una referencia conceptual, ade-
mas de una referencia normativa, 6 enfocados al desarrollo, control y validacion de las actividades de
cada programa y finalmente una para sustentar la informacién contenida en los PPR . Es importante
mencionar que dicho formato es tnico para este establecimiento y para PPR; ya que los documentos de
autocontrol de los establecimientos (Procedimientos Operacionales Estandarizados de Saneamiento
(POES), PPR, Analisis de Peligros y Puntos criticos de control (HACCP) se realizan en funcién de las

necesidades, actividades y/o procesos de cada empresa, lo cual les confiere especificidad.

Abstract

The Prerequisite Programs (PRP) are an essential component for food processing establishments and
have as their purpose, to prevent low-risk hazards from becoming high risk. The purpose of this work
was the documentary development of prerequisite programs for the processing of ground poultry

meat taking as a model the scheme of establishment Type Federal Inspection (TIF). For this were



taken as a reference the proposals of formats of PPRs formulated by various authors and the applica-
ble PPRs established in the manual for the verification of the prerequisites in TIF establishments, the
bibliographic review resulted in the integration of 13 elements in the format that was built. of these, 4
were focused on identifying the document, defining and specifying the purpose of the PPR, 2 in order
to provide a conceptual reference, in addition to a normative reference, 6 focused on the development,
control and validation of the activities of each program and finally one to support the information
contained in the PPRs. It is important to mention that this format is unique for this establishment and
for PPR; since the self-control documents of the establishments (Standardized Operational Proce-
dures of Sanitation (SOPS), PRP, Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) are specific

because they are carried out according to the needs, activities and / or processes of each company.
ParLaBras crLAve: Control del proceso, contaminacion cruzada, inocuidad de carne

Introduccion

Se estima que la principal causa de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) y del deterioro
de éstos se debe a la presencia o acciéon de microorganismos, lo que produce pérdidas econémicas
importantes en términos de gastos en salud, ausentismo laboral y pérdidas de alimentos que afectan
sin distincion el nivel de desarrollo de los paises. Menos frecuente, pero de igual importancia es la
ocurrencia de riesgos originados por peligros de naturaleza fisica y quimica (Castro, 2015). La inocui-
dad de los alimentos es una responsabilidad ampliamente compartida entre todos los que componen
la cadena agroalimentaria (Barclay, 2015). Por ello, recientemente se ha incrementado la demanda de
alimentos seguros en cuanto a inocuidad y calidad por parte de los consumidores. El aseguramiento del
cumplimiento de los requisitos legales para el producto es también un aspecto que toda organizacion
perteneciente a la cadena alimentaria debe contemplar en su gestién (Castro, 2015).

LLas Buenas Practicas de Manufactura (BPM) son una herramienta basica para la obtencion de produc-
tos seguros para el consumo humano, que se centralizan en la higiene y en la forma de manipulacion
y han sido definidas por la Organizacién Panamericana de la Salud como un método moderno para
el control de las ETAS (Bastias et al., 2013). Otra de las herramientas basicas para la obtencion de
productos inocuos son los programas prerrequisitos (PPR), los cuales se definen como las practicas y
condiciones necesarias antes y a lo largo de la implementacién del Sistema de HACCP y son esenciales
para la inocuidad alimentaria; L.os PPR consideran los peligros provenientes del entorno de trabajo,
incluidos los producidos por contaminaciones cruzadas, a diferencia del Plan de HACCP el cual con-
sidera los peligros especificos del proceso de produccion (Aragones et al., 2005). La implementacion y
la excelencia en el disefio apropiado, monitoreo, validaciéon y mejoramiento continuo de los Programas
Prerrequisito pueden contribuir en un alto porcentaje a prevenir y/o eliminar los peligros asociados
con la inocuidad del alimento (Castro, 2015).

Material y Métodos
Para realizar el diagndstico fue necesario visitar una planta en busqueda de areas de oportunidad iden-
tificando inconsistencias o necesidades de mejora en el proceso productivo, las instalaciones, el equi-

pamiento y las practicas del personal. Una vez hecho esto se procedié a la busqueda de informacion



relacionada con el disefio de programas prerrequisitos, como el marco regulatorio nacional y las pro-
puestas de PPR existentes elaboradas por diferentes autores y/u organizaciones, una vez seleccionada
la informacion, esta se analizo y clasificé mediante fichas de trabajo y cuadros comparativos siguiendo
una metodologfa establecida.

Finalmente, se procedio a la construccion de un formato para la elaboracion de los programas prerre-
quisitos requeridos por el sistema TIF; este formato se bosquejoé basandose en disefios preexistentes
elaborados por Aragones et al. (2005) y Castro (2015). La inclusion de las secciones contenidas en el
formato se bas6 en un esquema de decisiones a partir de las siguientes preguntas guia ¢qué se va a con-
trolar? sPara qué se va a controlar? ¢Quién lo va a controlar? ;Dénde se va a controlar? ;Cuando se va

a controlar? :Con qué se va a controlar? ;Cémo se va a controlar? y ;Cémo se va a verificar el control?

Resultados y discusion

El diagnostico dio como resultado una lista de desviaciones presentes en diferentes niveles relaciona-
dos a la produccién dentro del establecimiento (instalaciones, equipamiento, procesos y personal). A
continuacion, se muestran algunos de los resultados obtenidos durante el diagndstico y los documen-

tos que se elaboraron para la correccion y control de las desviaciones. (Tabla 1).

Tabla 1.

Necesidades detectadas en el establecimiento y acciones realizadas para su correccion.

Problemas Necesidades

El establecimiento carece de documentos
que establezcan los procesos que se rea- | Elaboracion de programas prerrequisitos.
lizan.

El personal no cumple con sus obligacio-

g ' Elaboracion de los PPRs capacitacion del personal y
nes como manipuladores de alimentos.

evaluacion de la higiene y salud del personal.

Elaboracion de los PPRs para el control de manejo
de aditivos restringidos y alergenos y etiquetado de
productos.

Uso de ingredientes no declarados en las
etiquetas de los productos.

Deteccidn de insectos de las areas de pro-
cesamiento de alimentos. Disefio de un PPR para el control de fauna nociva.

Elaboracion de un PPR de mantenimiento preventivo y

Deteccién de 6xido y desgaste en los equi- - !
correctivo de equipos.

pos.

Se detecto la formacion de escarcha den-
tro de las camaras de refrigeracion y altas
temperaturas dentro de las areas de proce-
samiento de alimentos.

Elaboraciéon de un PPR para el control de temperatu-
ras de refrigeracion y congelacion.




Se detectd la presencia de material de de-
secho dentro de las camaras de almacena-
miento de materia prima.

Elaboracion del PPR control de desechos y materia
extrafa.

La materia prima no provenia de estableci-
mientos certificados, ademas, no se cuenta
con un documento que establezca condi-
ciones de recepcion.

Elaboracién del PPR control de recepcion y manejo de
materia prima, empaques y embalajes.

Se identificé el uso inadecuado de los qui-

micos de limpieza. Elaboracion de un PPR de control de quimicos.

Se detectaron lecturas erréneas de los ter-
mometros de tipo reloj de las camaras de

) > z Elaboracion de un PPR de calibracion de equipos.
refrigeracion y congelacion.

Se detectd la presencia de lamparas fun-
didas en las areas de inspeccion y de pro-
ceso.

Elaboraciéon de un PPR de control de la iluminacion.

El establecimiento no cuenta con un plan
escrito de mantenimiento de instalaciones,
ademas, cuando llega a realizarse el man-
tenimiento utilizan materiales inadecuados.

Elaboracion de un PPR de mantenimiento preventivo y
correctivo de las instalaciones.

El establecimiento no lleva un control de la
trazabilidad de los productos y no cuenta
con un programa de retroalimentacion.

Disefio de un PPR de trazabilidad y recuperacion de
producto.

Se detecto el transporte inadecuado de los
productos desde la planta a los puntos de
venta.

Elaboracion de un PPR para el control del procedi-
miento para el transporte de los productos.

El analisis de la informacién consultada y la revision de formatos determinaron que cada PPR seria
estructurado con 13 elementos (Tabla 2), los cuales representan la informacion minima requerida
en un PPR. Para realizar los formatos se tomaron en cuenta diferentes factores entre los que estan
la normativa nacional, los programas prerrequisitos requeridos por el Servicio Nacional de Seguri-
dad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) para los establecimientos TIF y los PPR
aplicables para el tipo las actividades productivas del establecimientos planteado en este proyecto.
Cabe mencionar que dicho formato es unico ya que fue construido a partir de informacién especifica
considerando las necesidades de un establecimiento que procesa carne molida de ave; de acuerdo con
Aragones et al. (2005), los prerrequisitos deben ser especificos para cada establecimiento, ya que cada

uno necesita los propios de acuerdo con sus actividades y/o sus procesos particulates.



Tabla 2.

Elementos seleccionados para la conformacion del formato de programas prerrequisitos.

Elemento Funcién Contenido
Logotipo de la empresa, logotipo TIF
con numero de establecimiento, titulo
Identificacion y clasificacion del do- | 98! o , o
Encabezado cumento. PPR, version, vigencia y codigo de
entrada del manual de supervision del
sistema TIF.
Informacién sobre la importancia del
Introduccién Explicar al lector Ia. importancia del | PPR en el procesamiento de los pro-
PPR y de su cumplimiento. ductos.
Definir que se quiere alcanzar y
Objetivo brindar una guia para el desarrollo
del trabajo
Areas, equipos, utensilios, superficies,
Alcance Distinguir entre que incluir en el pro- | materiales, etc. relacionados con el
grama y que no PPR.
Definiciones Aclarar o p_recisar el sentido de cier- Conceptos
tas expresiones o palabras
o Se enlistaron los decretos guberna-
Normatividad | Brindar una referencia sobre el | mentales y privados (de caracter obli-
aplicable marco regulatorio. gatorio y/o no obligatorio).

Actividades gene-
rales

Definir las acciones que deben rea-
lizar los responsables de la ejecu-
cion de las actividades descritas en
el PPR.

Mandatos relacionados al cumplimien-
to de las actividades del PPR.

Responsables

Definir a los encargados de llevar a
cabo los procedimientos.

Nombres y cargos de empleados del
establecimiento.

Actividades espe-

Definir las acciones relacionadas
con el alcance y el objetivo, éstas

Procedimientos que deben realizarse
para controlar procesos relacionados

cificas deben verificarse. al objetivo del PPR.
Aqui se incluyen los procedimientos
Detectar incumplimientos en las ac- | que se realizan para supervisar que las
Monitoreo tividades y/o determinar la eficacia | actividades descritas en los PPR sean
de los programas llevadas a cabo.
Definir las metodologias que se | Métodos y herramientas mediante los
Verificacion emplearan para realizar las activi- | cuales se controlan las actividades.

dades descritas en el PPR.




Acciones correc-

Definir las acciones a realizar en

caso de que algunas disposiciones | Procedimientos a seguir en caso de
del programa no se lleven a cabo | que surja algun problema que impida
por fallas en los equipos, incumpli- | el cumplimiento de las actividades es-

tivas
mientos y/o en caso de deteccion | tablecidas.
de deficiencias en el programa.
Respaldar el contenido tedrico del Fuentes bibliograficas que sean utiliza-
Referencias PPR. das para la elaboracion del PPR (inclu-

yendo normatividad).

Tomando en cuenta lo anterior se elaboraron 19 programas prerrequisitos, los cuales se agruparon en

4 categorfas dentro de las BPM (Tabla 3).

Tabla 3.

Clasificacion de los programas prerrequisitos de acuerdo con la funcién que cumplen

Categoria

Programas prerrequisitos incluidos

Expectativas

Control y man-
tenimiento de
instalaciones

e Mantenimiento preventivo y correc-
tivo de instalaciones

e Control de la condicién sanitaria de
los exteriores

e Control de la iluminacion

e Control de la ventilacién

Se espera que los PPRs agrupados
en esta categoria contribuyan al co-
rrecto funcionamiento del estableci-
miento y sus procesos, ademas de
ayudar a prevenir el deterioro de las
instalaciones.

Control y man-
tenimiento  de
equipos

e Mantenimiento Preventivo y co-
rrectivo de equipos

e Calibracion de equipos

e Control de temperaturas de refrige-
racion y congelacion

e Control de temperaturas en esteri-
lizadores y equipos que requieran
calor para su funcionamiento

Se espera que los PPRs agrupados
en esta categoria ayuden a prevenir
el deterioro de los equipos.

LLa Tabla continta en la pagina siguiente




Control de pro-
ceso productivo

Trazabilidad y recuperacion de
producto

Identificacion, segregacion y dispo-
sicién de producto no conforme
Identificacion, segregacion y dispo-
sicién de producto no comestible
Control de desechos y materia pri-
ma

Control de recepcién y manejo de
materias primas, empaques y em-
balajes

Se espera que los PPRs agrupados
en esta categoria ayuden a controlar
el proceso productivo y a prevenir
situaciones que favorezcan la conta-
minacién de los alimentos.

e Control de productos quimicos

e Manejo de aditivos restringidos y
alergenos

e Potabilidad del agua

e Control de fauna nociva

Se espera que los PPRs agru-
pados en esta categoria ayuden
a promover la capacitacion de
los manipuladores de alimentos
dentro del establecimiento.

Control de Ia
salud, higiene
y capacitacion
del personal

e Capacitacién del personal
e Evaluacion de la higiene y salud
del personal

La agrupacion mostrada sirvid para desarrollar un mecanismo de gestion mads eficiente, ya que nos
permitié tener la informacion agrupada y a facil acceso, debido a que cada carpeta se formé con PPR
relacionados entre si. De acuerdo con Aragones et al. (2005) todos los documentos y registros deben
ser accesibles para ser consultados por cualquier persona autorizada que requiera realizar una revision.
Por este motivo, deben mantenerse siempre ordenados y actualizados, sea cual sea el soporte docu-
mental en el que se encuentren, por esta razon se decidié que todos los PPR elaborados y sus respec-
tivos formatos de control fueran archivados en una carpeta documental. En este trabajo se utilizé esta
clasificacion, sin embargo, cada establecimiento puede clasificar sus documentos de acuerdo con sus

procesos y necesidades.

Conclusiones

Con el diagnostico realizado al establecimiento se pudieron encontrar deficiencias, las cuales fueron
consideradas como areas de oportunidad que sirvieron para la elaboracion de PPR.

La construccién de un marco de referencia para la elaboracion de programas prerrequisitos aporto la
informacion necesaria para elegir los elementos a incluir en dichos programas, a su vez, el disefio de los
13 elementos fue util para estructurar toda la informacién dentro de los PPRs.

El agrupar los prerrequisitos dentro de cuatro categorias de las BPM ayudé a construir en forma pre-

cisa los prerrequisitos necesarios para un control integral del establecimiento.
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Resumen

La inclusiéon de antibidticos en alimento para camardn para el tratamiento de enfermedades, puede
incrementar los costos de produccion, propiciando el uso de practicas sin control de calidad. En este
estudio se evaluaron dos procesos de adiciéon de oxitetraciclina (OTC) a alimento para camardn, que
fueron un método industrial (OTC1) y otro manual (OTC2) y se determiné la concentracién maxima
(Cmax) del antibidtico en musculo y hepatopancreas. Estadisticamente se observo efecto en la Cmax
en ambos tejidos respecto al tiempo de tratamiento (P=0.000) y al proceso de adicion (P=0.001), ob-
teniéndose una Cmax mayor en un 62 % para musculo y 23 % para hepatopancreas, en el tratamiento
OTCI1 respecto a OTC2. Esto demostré que la adicion del antibiético al alimento sin control de cali-
dad, afecta su acumulacién en los tejidos, pudiendo provocar que no se alcancen las concentraciones
suficientes en tejidos, para contrarrestar bacterias patégenas, representando un riesgo por el desarrollo

de resistencia bacteriana.

Abstract
The inclusion of antibiotics in shrimp feed for the treatment of diseases could increase production

costs, propitiating the use of practices without quality control. In this study, two processes of addition



of oxytetracycline (OTC) on the shrimp feed were evaluated: industrial process (OTC1) and manual
(OTC2), and the maximum concentration (Cmax) of the antibiotic in muscle and hepatopancreas was
determined. Statistically, an effect was observed in the Cmax in both tissues regarding to the treatment
time (P=0.000) and the addition process (P=0.001), obtaining a greater Cmax by 62 % for muscle and
23 % for hepatopancreas, in the treatment OTC1 versus OTC2. This showed that the addition of the
antibiotic to the feed without quality control affects its accumulation in the tissues, causing that the
sufficient concentrations in tissues are not reached, to counteract pathogenic bacteria, where it could

represent a risk by the development of bacterial resistance.
PArABrAS cravE: Oxitetraciclina, alimento para camardn, acumulacion, tejidos.

Introduccion

En paises con alta produccion de camarén de cultivo Penaeus vannamei, el uso de antibidticos adi-
cionados en el alimento sigue siendo una practica comun sin restricciéon (Lunestad et al., 2015). In-
formacion sobre el tipo y dosis de antibidticos utilizados en la acuicultura es escasa. En México, los
antibiéticos mas utilizados, especificamente en el cultivo de camarén P. vannamei son, oxitetraciclina,
florfenicol y enrofloxacina (Santiago et al., 2009). Estos antibiéticos han mostrado su eficacia en el tra-
tamiento de vibriosis y de infecciones causadas por bacterias con morfologia de cocos Gram positivos
y bacilos Gram negativos (Soto-Rodriguez et al., 2008; Lara-Espinoza et al., 2015).

La administracion de alimento para camardn adicionado con antibidticos incrementa los costos de pro-
duccién en las granjas acuicolas (Nga et al., 2014). Esto ha propiciado que se utilicen procedimientos
sin control de calidad para la adicién de antibiéticos en el alimento (Luu et al., 2021). Entre los proce-
sos de adicién mas utilizados se encuentra el rociar el antibiético en solucion sobre el alimento comer-
cial, o bien, mezclar un alimento comercial con el antibiético en solucidn, agitandolo por corto tiempo;
dichos procedimientos cuentan con poca estandarizacion y control ademas de que no garantizan una
adecuada homogenizacién del farmaco (Davis et al., 2021), ni aseguran la concentracion deseada del
antibiético en el alimento, previo a su aplicacion en los estanques de cultivo (Li et al., 2021).

Es escasa la informacion existente relacionada con las practicas de adicion de antibidticos en las granjas
acuicolas. Generalmente, los procedimientos utilizados para la adicion de antibiéticos, las condiciones
de almacenamiento y el manejo de los alimentos medicados, se realizan en base a los criterios de los
responsables técnicos de las granjas (Cabello et al., 2013). Es importante contar con informacion fun-
damentada que ponga de manifiesto las implicaciones que tiene el método de adicionar el antibiético
en el alimento, asi como la acumulacion que se alcanza en los tejidos de los organismos para contrarres-
tar infecciones bacterianas, como las ocasionadas por bacterias del género Vibrio, que son causantes
de altas mortalidades en camarén de cultivo. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue evaluar dos
procesos de adicion de oxitetraciclina (OTC) al alimento para camarén y determinar la concentracion

maxima (Cmax) alcanzada del antibitico en tejidos de camarén Penaeus vannamei.

Materiales y métodos
Aseguramiento de Ia calidad de los datos

El método utilizado para la cuantificacion de OTC por cromatografia de liquidos de alta resolucion



(HPLC) fue desarrollado tomando como base la metodologia publicada por Bermudez et al. (1999)
y validado en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo (Espinosa et al., 2012), con el propésito
de establecer los parametros de desempefio y compararlos con las especificaciones de validacion de
métodos analiticos (USDA, 1987). Los parametros obtenidos en dicha validacion fueron: linealidad,
12=0.9999; limite de deteccion, 0.01 ng mI-1; limite de cuantificacion, 0.05 pg g-1 y exactitud, 91.5 £

12.7 % de recuperacion para musculo y 90.1 £ 17.3 % para hepatopancreas.

Alimento para camaron

Las muestras de alimento para camarén con y sin OTC se adquirieron en una empresa local fabricante
de alimentos balanceados. El alimento con OTC declaraba en la etiqueta una concentracion de 8000
mg Kg-1. El alimento sin OTC se adicioné con el antibiético de acuerdo al procedimiento indicado
por la granja acuicola, el cual consistié6 en homogenizar 8 g de OTC pura en una solucién de 250 mL
de agua. Esta solucion fue afiadida a 1 kg del alimento y mezclada durante 15 min empleando una
revolvedora mecanica (Cipsa Ultra 10) con motor Honda de 9 hp, para obtener una concentracion de
8000 mg Kg-1. Posteriormente, el alimento se coloc6 en una charola para secatlo y se cubrié con papel
aluminio para protegerlo de la luz, una vez seco se administré a los organismos.

Ambos alimentos fueron preparados a una concentracion tedrica de 8000 mg Kg-1 de OTC. Se deter-
mino la concentraciéon de OTC en los alimentos previo a su administracion a los organismos, siguiendo
el procedimiento descrito por Houglum et al. (1997) y un método de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC). El andlisis de las muestras de alimento se realizé por duplicado, incluyendo un
control negativo (alimento sin antibiéticos) y un control positivo (alimento con OTC a una concentra-

cién conocida).

Bioensayo experimental

Se realiz6 un bioensayo durante 30 dias en una granja acuicola ubicada en Bahia de Kino, Sonora, México
(28°48’57.1”N 111°54°32.6”W). Se emplearon 180 camarones juveniles de la especie P. vannamei, obtenidos
de los estanques de la granja acuicola, los cuales se distribuyeron al azar en peceras de 40 L, colocando 20
organismos en cada pecera mantenidas con aireacion constante durante todo el bioensayo. Se conformaron
tres grupos de 60 organismos cada uno, identificindolos como OTC1, OTC2 y el grupo control como
COTC. Se registr6 el peso y talla inicial de los camarones, que fue de 3.37£1.36 g y 66.6817.86 mm para
el grupo OTC1; 3.36£1.09 gy 66.88+6.93 mm para OTC2 y 3.59£1.22 g y 68.45£7.07 mm para el grupo
COTC respectivamente.

Los camarones se aclimataron durante seis dias, recibiendo durante ese periodo alimento sin antibioticos.
Posteriormente, se inici6 la aplicacion de los tratamientos durante 14 dias. El grupo OTC1 correspondio a
los organismos tratados con el alimento adicionado con OTC a través del proceso industrial, en la fabrica
de alimentos balanceados, y el grupo OTC2 represent6 a los camarones tratados con alimento comercial
sin OTC que fue adicionado con el antibidtico de acuerdo al protocolo establecido en la granja acuicola. El
grupo COTC recibi6 alimento sin OTC.

Al finalizar la aplicacion de los tratamientos, todos los organismos recibieron alimento sin antibiético du-
rante 10 dfas. La tasa de alimentacion fue al 4 % de la biomasa, y se administré 30 % del alimento por la

mafana, 30 % en la tarde y 40 % en la noche, de acuerdo al protocolo de alimentacién de la granja acuicola.



Toma de muestras
Se tomaron muestras cada tercer dia durante la realizacién del bioensayo, colectando seis organismos
de cada grupo en cada muestreo. Se disectd asépticamente el hepatopancreas y el musculo de cada

organismo, y se almacenaron en congelacion a -20° C hasta su analisis.

Determinacion de oxitetraciclina en tejidos de camaron

Para la extraccion y determinacion de OTC en musculo y hepatopancreas de camarén se siguid la me-
todologia reportada por Gémez-Jiménez et al. (2008). El analisis estadistico de los datos se realizo a
través del software Minitab 19.0.

Resultados y discusion

Determinacion de oxitetraciclina en alimento

LLa concentracion del antibiético determinada analiticamente en el alimento OTC1 fue de 4684.38 mg
kg-1y para OTC2 de 776.81 mg kg-1. La diferencia en la concentracion teérica que fue de 8000 mg kg-
1, y la obtenida analiticamente del antibidtico en ambos alimentos, demostré que los procedimientos
de adicion no fueron adecuados, siendo mas deficiente el proceso de adiciéon empleado en la granja, ya
que en este caso se obtuvo el 9.71 % de la concentracion tedrica de OTC. Mientras que en el alimen-
to preparado industrialmente, la concentraciéon de OTC determinada analiticamente correspondié al
58.56 % del nivel teérico calculado. Se confirmé la ausencia de OTC en el alimento comercial libre de
antibioticos.

Si se considera que el alimento representa entre el 50 y 70 % de los costos de produccién en el cultivo
de camaron, es importante asegurar que éste sea lo mas eficiente posible (Faillace et al., 2016). Por lo
que se debe confirmar la concentracién del antibiético en el alimento antes de que éste sea administra-

do a los organismos en cultivo.

Acumulacion de oxitetraciclina en tejidos de camaron

La acumulacién de OTC en los tejidos de camarén después del primer dia de tratamiento fue, para el
grupo OTC1 de 2.02 £ 0.35 pg g-1 en musculo y 9.63 £ 6.41 ug g-1 en hepatopancreas; para el grupo
OTC2 fue de 0.57 + 0.08 y 5.21 £ 1.09 pg -1, en musculo y hepatopancreas respectivamente. En el
grupo OTCI, a los seis dfas de tratamiento se registr6 la Cmax, con un valor de OTC de 17.08 £ 1.10
ug g-1 en musculo y en hepatopancreas se alcanzé a los nueve dias, con un nivel de 122.03 £ 29.71 pg
g-1. En tanto que en el grupo OTC2, la Cmax se alcanzo a los 11 dias en musculo, con una concen-
tracion de 6.50 = 0.29 pg g-1 y en hepatopancreas se obtuvo a los nueve dias con un nivel de 93.90 £
10.4 pg g-1.

Autores como Ma et al. (2019) evaluaron la acumulacion de OTC en tejidos de camarén y en hemo-
linfa, encontrando una Cmax de 1.67 ug g-1 para musculo y de 124.34 ug g-1 para hepatopancreas.
Estos resultados se asemejan con los encontrados en nuestro trabajo en funcion a la Cmax obtenida en
hepatopancreas, demostrando que la farmacocinética en nuestro estudio fue adecuada. Por otra parte,
Avunje et al. (2021) evaluaron la acumulacién y eliminaciéon de oxitetraciclina en tejidos de camarén
Penaeus vannamei, encontrando que se requieren al menos siete dias de administracion de tratamiento

para alcanzar la Cmax del antibiético en los tejidos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en



esta investigacion al administrar una dieta con antibiético con altos estandares de calidad, en donde se
alcanzé la Cmax a los seis dias de administracion del tratamiento. El comportamiento de la acumula-
cion de OTC en los distintos tejidos se observa en la Figura 1.

A) Musculo (n= 180) B) Hepatopancreas (n=180)
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Figura 1. Comportamiento de la acumulaciéon de OTC en tejidos de camarén Penaeus vannamei. A)
Musculo, B) Hepatopancreas.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente, observando un efecto en la Cmax alcanzada en
ambos tejidos con relacion al tiempo transcurrido durante el bioensayo (P=0.000) y al procedimiento
de adicién de OTC al alimento para camarén (P=0.001), obteniéndose en el grupo OTC1 que recibi
el alimento medicado industrialmente, una Cmax 62 % mayor en musculo y 23 % en hepatopancreas,
comparada con la encontrada en el grupo OTC2, que recibi6 el alimento adicionado con OTC en la
granja. Esta diferencia en la concentracion de OTC en los alimentos tuvo un efecto significativo en la
Cmax alcanzada en musculo y hepatopancreas, demostrando que la adicién del antibiético al alimento
sin un control de calidad adecuado, afectd la acumulacion en los tejidos. Esto puede provocar que no se
alcance la concentracion necesaria en los tejidos de los organismos, principalmente en hepatopancreas,
que es el 6rgano que se ve afectado en la mayoria de las infecciones bacterianas en camarén, y por lo
tanto, no se pueda contrarrestar al agente patégeno causante de una infeccion.

Estudios previos han evaluado la acumulaciéon de OTC en musculo y hepatopancreas de camaron
(Gomez-Jiménez et al., 2008; Bermudez-Almada et al., 2014), sefialando que la acumulacién del an-
tibiotico en los tejidos depende de diversos factores bidticos (factores propios de la farmacocinética
de OTC como sitio activo, dosis administrada, ruta que toma el antibidtico para actuar y el periodo
de exposicién) y abidticos (salinidad, pH, temperatura y calidad del agua de los estanques). Aunado
a esto, investigaciones relacionadas con la Cmax alcanzada en los tejidos de camarén, han demostra-
do que ésta depende de la pureza del antibiético, del proceso de adicioén del antibidtico al alimento y
de la efectividad del mecanismo de accion del mismo (Ma et al., 2019). Por otra parte, autores como
Avunje et al. (2021) determinaron que la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) para especies de
Vibrio expuestas a OTC fue de 1.96 * 0.15 ug mL-1. En nuestro estudio las Cmax alcanzadas con



ambos alimentos medicados fueron cercanas a esa CMI. Sin embargo, dichas concentraciones pueden
ser insuficientes para contrarrestar la presencia de bacterias patogenas que han desarrollado una alta
resistencia a oxitetraciclina.

Se observoé que al finalizar el bioensayo (dia 30), la residualidad de OTC en los tejidos de los organis-
mos, fue de 0.04 + 0.02 ug g-1 en musculo y 0.34 £ 0.12 pg g-1 en hepatopancreas en el grupo OTCI,
y para el caso del grupo OTC2, de 0.06 £ 0.02 y 1.65 £ 0.18 pg g-1 en musculo y hepatopancreas
respectivamente. Cabe resaltar que para el caso de musculo, que es el tejido comestible, en ambos
tratamientos se tuvo al finalizar el ensayo, una concentracion por debajo de los limites maximos esta-
blecidos por el Departamento de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA) (0.2 pug g-1), y por
la Unién Europea (0.1 ug g-1). Aspecto de gran importancia, ya que niveles por encima de los limites
maximos permitidos, pueden repercutir en el rechazo del producto en los mercados, con las conse-

cuentes implicaciones econémicas y comerciales.

Conclusiones

Los procesos de adicion de OTC al alimento para camarén que se evaluaron mostraron una falta de
control de calidad, ya que los niveles de concentracion detectados en ambos alimentos estuvieron por
debajo de la concentracion tedrica establecida; siendo menor en el alimento obtenido bajo el proceso
de adicién en la granja acuicola, donde se obtuvo el 9.71% de la concentracion teérica de OTC; mien-
tras que en el alimento preparado industrialmente, la concentracion de OTC determinada analitica-
mente correspondio al 58.56% del nivel tedrico establecido.

La acumulacién maxima de OTC en musculo y hepatopancreas de camarén fue mayor en el grupo
tratado con el alimento adicionado con el antibiético de forma industrial, respecto al adicionado ma-
nualmente. Aun cuando las Cmax alcanzadas en los tejidos de camarén fueron cercanas a las CMI
reportadas, pueden ser insuficientes para contrarrestar la presencia de bacterias patégenas que han de-
sarrollado una alta resistencia a oxitetraciclina. Por ello, es importante asegurar el control de calidad en
la adicion de antibiéticos en alimento para camaroén, ya que su aplicacion en cantidades subterapéuticas

puede provocar el desarrollo de resistencia bacteriana en los sistemas de cultivo.
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Resumen

El gen de la decorina (DCN) esta relacionado con la terneza de la carne. El objetivo del estudio fue
medir la expresion relativa del gen de la DCN en el musculo Longissimus dorsi de siete bovinos (hem-
bras) de 23 meses de edad, de dos grupos raciales (Piedmontese x Hereford x Angus, y Piedmontese x
Angus x Criollo) y relacionarlo con la dureza de la carne. Se midio el esfuerzo al corte en un texturéme-
tro mediante Warner Bratzler; se realiz6 PCR para identificar el gen DCN y PCR cuantitativa (qPCR)
para medir su expresion, utilizando Beta actina (3-Act) como gen de referencia; la expresion de DCN
se reporta segun el método 2- ACt de Livak y Schmittgen; las muestras se analizaron estadisticamente,
por grupo racial con una prueba t de student, utilizando el software estadistico SAS. No se encontro
diferencia significativa (p>0.05) en la expresion de DCN entre grupos raciales, aunque hubo mayor
terneza en PxAxC (P<0.05). A pesar de no existir relacion entre la expresion de DCN vy la terneza de
la carne, es importante buscar polimorfismos simples de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en

inglés) que puedan afectar la funcion de la proteina.

Abstract
The decorin gene (DCN) is related to the tenderness of meat. The aim of the study was to measure the
relative expression of the DCN gene in the Longissimus dorsi muscle of seven cattle (females) of 23

months of age, of two breed groups (Piedmontese x Hereford x Angus, and Piedmontese x Angus x



Criollo) and to relate it to the hardness of the meat. Shear stress was measured in a texturometer using
Warner Bratzler; PCR was performed to identify the DCN gene and Quantitative PCR (qPCR) to me-
asure its expression, using Beta actin (3-Act) as a reference gene; the expression of DCN is reported
according to the 2- ACt method of Livak and Schmittgen; the samples were analyzed statistically, by
racial group with a student t test, using the statistical software SAS. No significant difference was found
(p>0.05) in DCN expression between breed groups, although there was greater tenderness in PxAxC
(P<0.05). Although there is no relationship between DCN expression and meat tenderness, it is im-
portant to look for simple single nucleotide polymorphisms (SNP) that may affect protein function.

PArABRAS cLAVE: Textura de la carne, Expresion genética, Proteoglicano, Calidad de la carne.

Introduccion

La terneza es la facilidad o dificultad con la cual la carne se puede cortar o masticar (Gémez, 2016). Se
considera como el factor mas importante para determinar la satisfaccion del consumidor y es uno de
los criterios de seleccién mas relevante al comprar carne (Desgarennes, Del Moral, Meza, Pefia, Zarate
y Abad, 2017), siendo necesario disponer de bovinos genéticamente capaces de producir carne con
terneza aceptable por los consumidores. La terneza no es verificable hasta después del sacrificio (Nishi-
mura, 2015), por lo que es importante buscar otras opciones para identificar la calidad. Recientemente,
con la gendmica, existe evidencia de algunos genes que afectan la terneza de la carne, lo que permite la
identificacién de marcadores genéticos con fines de mejoramiento de la calidad de carne bovina (Pini-
lla, 2014). Actualmente, existe gran interés en las pruebas moleculares para encontrar variantes favora-
bles en la terneza de la carne. Los SNP pueden ser importantes marcadores que indican cambios en el
DNA, especificamente con la sustitucion de un s6lo nucledtido por otro, deleciones o inserciones que
se identifican al ser comparados con genomas de individuos de la misma especie (Molano, 2016). Los
proteoglicanos (PG) son componentes de la matriz extracelular entre los que destaca la DCN, que es
un PG pequeno de 37 kDa de peso molecular en bovinos (Pinilla, 2014). Se ha reportado como un gen
relacionado con la miogénesis y terneza: puede ligarse a mas de dos fibrillas de colageno influyendo en
la dureza de la carne (Nishimura, 2015), promueve la regeneracion en el muisculo esquelético y acelera
la cicatrizacion después de la lesion; se ha demostrado que la expresion de DCN se relaciona con la
expresion de colageno tipo I, y que en los musculos de bovinos que han presentado mayor expresion
de DCN, han mostrado mayor dureza (Pinilla, 2014). Por ello, es importante generar mas informacion
sobre la presencia de SNP en el gen de la DCN que puedan afectar su expresion o funciéon en bovinos
de carne, impactando en caracteristicas de importancia econdémica.

El objetivo de esta investigacion fue medir la expresion de DCN en musculo de bovinos de dos grupos

raciales y analizar su relacién con la dureza de la carne.

Materiales y métodos

El presente estudio se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Zootecnia
y Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua. Se emple6 RNA del musculo Longissimus
dorsi de siete hembras de 23 meses de edad, tres F1 Angus x Criollo de Chihuahua (AxC) y cuatro
Hereford x Angus (HxA), todas hijas de padre Piedmontese. El RNA fue extraido con el reactivo TRI-



zol™ (Invitrogen™) siguiendo las instrucciones del fabricante, fue cuantificado en un espectrémetro
Nanodrop 2000 (Termo Fisher Scientific) y su integridad fue verificada por electroforesis en gel de
agarosa (1%). A partir de 1 ug de RNA total se sintetiz6 DNA complementario (c(DNA) mediante
PCR transcripcion reversa (RT-PCR) con el kit PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser (Takara)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé PCR a partir del cDNA, utilizando los primers
forward 5’ATGAAGGCAACTATCATCTTTC3 y reverse 5’GTTCAGCTTGGAAACTACAAG3,
para amplificar la secuencia codificante de DCN (1080 pares de bases (pb)). La reacciéon de PCR fue
realizada en un volumen final de 25 pL. (5 uL. de Green or colotless Gotaq Flexi Buffer 5X, 0.5 uL. de
dNTPs a 10 mM, 2.5 pul. de MgClI2 a 25 mM, 1.0 pL. de cada primer a 10 uM, 0.2 uL. de GoTaq® DNA
polymerase (Promega), 1.5 de ul. de cDNA y 13.3 ul. de agua libre de nucleasas).

La reaccién de PCR punto final fue realizada en un termociclador (Mastercycler® Nexus, Eppendorf)
con las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 95° C por 2 minutos; 35 ciclos de 20 s 2 95°C; 20 s a
53° C; 80 s a 72° C; extension final de 7 min a 72° C, y enfriamiento a 4°C. Los productos se analizaron
por electroforesis en gel de agarosa (1.5%) con bromuro de etidio y se utiliz6 un marcador molecular
de DNA (EZ Load™ 100 bp, BIO-RAD). Los geles se observaron en un transiluminador BioDoc-Itm
Imaging System benchtop 2UV. El producto restante de PCR fue colocado en viales para su posterior
secuenciacion en el Laboratorio de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Para medir la expresion por PCR cuantitativa (QPCR), se disefiaron primers para DCN y Beta actina
(B-Act), utilizando este dltimo como gen de referencia. Ia reaccion se realiz6 en un termociclador
(Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR system Thermal Cycling Block), en un volumen final
de 20 uL. (10 uL. de PowerUp™SYBR™Green Master Mix 2X, 0.35 pL. de cada primer a 10 uM, 8.3 uL.
de agua libre de nucleasas, y 1 ul. de cDNA (proveniente de 12.5 ng de ARN total). Para cada corrida
de qPCR se utiliz6 una curva estandar de cinco puntos, generada a partir de diluciones 1:3 de cDNA.
Con las siguientes condiciones: 50°C por 2 min (1 ciclo); 95°C por 2 min (1 ciclo) y 40 ciclos de 95°C
por 15 s; 58°C por 15 s y 72°C por 40 s. Se utiliz6 un programa de curva de disociaciéon que parte de
60°C hasta 95°C, aumentando 0.5°C en cada ciclo de 5 s. La expresion de DCN se reporta en relacion
con la expresion de B-act de siete muestras de cDNA, un control negativo y los cinco puntos de la
curva, con dos réplicas técnicas cada una, utilizando el método 2- ACt de Livak y Schmittgen.

Las muestras de carne de los siete animales analizados fueron sometidas a maduracion (15 dias), coc-
ci6én (71°C) y enfriamiento (24 h). Se determiné su esfuerzo al corte mediante cizallamiento con Wat-
ner Bratzler, en un texturémetro a una velocidad de 20 cm/min. Para identificar la relacién entre la
expresion de DCN y esfuerzo al corte, se analizé estadisticamente mediante el modelo: Yij = p+ Gi +
eij, donde Y es la variable dependiente y representa el esfuerzo al corte y la expresion génica de DCN;
w es la media; Gi corresponde al i-ésimo grupo racial; y e representa el j-ésimo error experimental del
i-ésimo grupo racial. Las muestras se analizaron por grupos raciales (PxAxC y PxHxA), y la compa-
racion se realizé con una prueba t de Student (con un o =< 05), utilizando el software estadistico SAS
(version 9.2; SAS Institute, Inc., 1999).

Resultados y discusion
En el analisis por qPCR, la curva estandar mostré una R* de 0.99 y una eficiencia de 62%. La eficiencia

se pudo haber visto afectada por la presencia de inhibidores en la PCR o falta de especificidad en los



primers. Como se puede observar en la Figura 1, se muestra la expresion de DCN relativa a 3-actina,
pero no hubo diferencia estadistica por grupo racial (p>0.05). Sin embargo, estas son medias globales

por lo que es importante analizar la expresion por individuo como se muestra en la Tabla 1.
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Figura 1. Medias de expresion génica de DCN relativa a 3-actina, en dos grupos raciales (PxAxC y
PxHxA).

Enla Tabla 1 se muestran los valores de expresion génica de DCN relativa a B-actina, y se observa que
en los grupos raciales existe gran variabilidad, por lo que los resultados de busqueda de SNP podran
revelar diferencias importantes. El rango de expresion en PXAXC va de 0.473028823 a 1.021012126
Ct; mientras que en PXHXA de 0.712025098 a 1.049716684 Ct.

Tabla 1.
Expresion génica de DCN relativa a B-actina en distintas muestras.
Muestra Grupo racial ExPreSiégodzegt(;N (Méto-
18B PXAXC 0.473028823
9B 0.820741609
15B 0.852634892
4B 1.021012126
8B PXHXA 0.712025098
7B 0.962594443
16B 1.049716684

De acuerdo con la Figura 2, hay una diferencia de 0.8 kg/fuerza entre grupos raciales, siendo PxAxC
el que posee mayor terneza (2.1 kg/f), y PxHxA con menor terneza (2.9 kg/f). Se puede observar una

tendencia que en el grupo racial que presenté mas niveles de DCN, también tuvo mayor dureza.
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Figura 2. Esfuerzo al corte de muestras de carne de ambos grupos raciales. Las literales a y b indican

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (P<0.05).

La expresion de DCN varfa debido a muchos factores, segin Dubost, Micol, Lethias, y Listrat (2015)
su expresion es musculo dependiente ya que encontré que la proporcion de DCN con respecto al
colageno era mayor en Biceps femoris que en Longissimus thoracis. También menciona que es mayor
en la zona del Endomisio que en Perimisio (r=0.57 y 0.52, respectivamente). Nishimura et al. (2015)
menciona que el nivel de DCN es mas bajo en el musculo Semitendinoso que en el Longissimus. En
nuestra investigacioén se analiz6 un solo musculo, pero en dos grupos raciales. En el presente estudio,
los valores de esfuerzo al corte fueron de 2.1 kg/f en PxAxCy 2.9 kg/f en PxHxA por lo que, en el
grupo racial con componente Criollo hubo una mayor terneza. Ambos grupos raciales presentan car-
nes muy suaves, ya que de acuerdo con Molano (2016), la terneza aceptable es aquella <3.2 kg/f. La
diferencia entre grupos raciales concuerda con la revisiéon de Anderson, Estell, Gonzalez, Cibils y To-
rell (2015), donde mencionan que, en un estudio realizado en Argentina, se examiné carne de bovinos
Criollos de argentina (Bos taurus) y mestizos (inclufan Hereford) criados en pastizales semiaridos, muy
similares a los de esta investigacion y concluyeron que la carne criolla era mas tierna que la de mestizos.
Dentro de una misma raza, la genética controla cerca del 30% de la variacion de la terneza y el 70% es
explicado por el medio ambiente. El porcentaje de la raza Bos indicus incrementa significativamente la
dureza de la carne (Anderson et al., 2017). En nuestra investigacion, la diferencia de terneza observada
no se debe a la presencia de B. Indicus, ya que entre ambos grupos raciales la unica diferencia es Vs y
se trata de las razas Hereford y Criollo para cada grupo (no hay alguno donde predomine la raza Bos
indicus). Ademas, podemos notar que en ese estudio los esfuerzos al corte fueron mas altos que los
obtenidos en nuestra investigacion.

Desdémona (2017) menciona que si el ganado Bos indicus se incluye mas del 37.5% en los cruzamien-
tos, podria haber mayor dureza de la carne. En el caso de las muestras del estudio, la raza Piedmontese
de origen Bos indicus, esta en un 50% en ambos grupos raciales y presentan una terneza aceptable,

por lo que es posible que existan variantes genéticas en genes involucrados con la terneza en estos ani-

un
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males. Desdémona (2017) reporta valores de esfuerzo al corte en promedio de 7.4 kg/f en el musculo
Longissimus de animales Hereford, y 4.15 kg/f en musculos de filetes obtenidos del lomo, indicando
valores muy superiores de los obtenidos aqui.

Los niveles de expresion de DCN de ambos grupos raciales son relativos, no podemos asegurar si la
expresion de DCN afect6 la terneza, a pesar de que PxAxC tuvo un esfuerzo al corte de 2.1 kg/f y una
media de expresion de 0.7919, mientras que PxHxA un esfuerzo de corte de 2.9 kg/f y una media de
expresion de 0.9081 kg/f. Para ello se debera contar con un tamafio de muestra mas grande. Sin embar-
go, es importante buscar posibles SNP en DCN que puedan relacionarse con la funcién de la proteina
e incluso medir la interaccion con otros genes candidatos como la calpaina proteasa y su inhibidor
enddgeno calpastatina; proteinas que se han caracterizado como principales factores en la terneza de la
carne. En este sentido, Desgarennes et al. (2017) describe dos SNP responsables de variacion del gen
de p-calpaina. El tener conocimiento sobre estos SNP, podrian sugerir la presencia de SNP en el gen
de la DCN y una asociacién con la terneza. Otra posible interaccion de la DCN que se deberia estudiar
es con el colageno, ya que la terneza de la carne depende, entre otros factores, de la cantidad de tejido
conectivo que se encuentra presente en el musculo, siendo la concentracion de coldgeno una de las
causas que incrementa la dureza de la carne (Goémez, 2016). Por otro lado, el tipo y la cantidad de PG
son importantes para determinar el nivel de susceptibilidad del colageno a la digestion enzimatica; y
la solubilidad del colageno aumenta debido a la accién combinada de colagenasa con B-glucuronidasa
o hialuronidasa, respectivamente. Debido a esto, puede existir la posibilidad de que las glucosidasas
lisosomicas expongan las fibrillas de colageno de los PG circundantes y faciliten su degradaciéon por
la colagenasa, lo que resulta en la desintegracion del IMCT durante el envejecimiento postmortem de
la carne (Nishimura et al., 2015). Por lo tanto, la cantidad de DCN puede ser mayor en el musculo in
vivo que en la muestra de carne, ya que in vivo no estarfa sufriendo la digestion enzimatica. Esto da
pauta a realizar la medicion de la expresion de DCN tanto en el musculo in vivo, como en musculo ya
transformado en carne. Como se menciond anteriormente, existen estudios como evidencia de que la
expresion del RNAm de DCN en el muasculo Semitendinoso fue mayor que en Psoas mayor, a la vez
que present6é mayor dureza, lo que permite sugerir que DCN juega un papel importante en los entre-
cruzamientos del colageno (Pinilla, 2014). Por otro lado, en esta investigacion se amplifico la secuencia
codificante del gen de la DCN en animales de ambos grupos raciales y quedaron listas para su posterior
secuenciacion y busqueda de SNP. La presencia de SNP en el gen DCN pueden asociarse a la funcién
a nivel muscular, ya que de acuerdo con Nishimura (2015), la DCN contribuye en la formacién y es-
tabilizacion de las fibras de colageno en el perimisio que soportan fibras musculares ensambladas en
la miogénesis; por lo que investigaciones adicionales de estructura y funcién de DCN son esenciales y

significativas.

Conclusiones

Ambos grupos raciales presentaron valores muy similares en cuanto a la expresion relativa de DCN.
Sin embargo, la terneza de la carne fue diferente, ya que los demas factores ambientales fueron iguales.
Se sugiere, que la diferencia en terneza se puede deber a posibles SNP en DCN u otros genes, que

puedan estar afectando la funcién de las proteinas.
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Resumen

Las arqueas haléfilas son microorganismos extremofilos que necesitan altas concentraciones de cloru-
ro de sodio para sobrevivir, se ha demostrado que tienen un alto potencial en aplicaciones biotecnolo-
gicas dentro de los cuales estan los polisacaridos asi como los biosurfactantes y bioemulsificantes, que
presentan la cualidad de ser activos y estables a altas concentraciones de sal. Se evaluaron 11 cepas de
5 géneros distintos de arqueas pertenecientes a Haloarcula, Halorubrum, Halolamina, Natronococcus
y Halobacterium suplementando el medio basal con sacarosa como fuente de carbono para la produc-
ci6n de polisacaridos. Se determiné que 7 arqueas haléfilas pertenecientes a los géneros Haloarcula,
Halolamina, Halorubrum, Natronococcus y Halobacterium probablemente son productoras de polisa-
caridos ya que cuando fueron cultivados en medios suplementados con sacarosa las colonias presenta-
ron morfologias tipicas de microorganismos productores de polisacaridos como son mucosidad, halos

brillantes alrededor de la colonia y eran convexas.

Abstract

Halophilic archaea are extremophilic microorganisms that require high concentration of sodium chlo-
ride to survive, they offer potential applications in fields of biotechnology including polysaccharides,
biosurfactants and bioemulsifiers, those molecules present properties like being active and stable at
high salt concentrations. We evaluate eleven strains of halophilic archaea isolated from saline ecosys-
tems: Haloarcula, Halorubrum, Halolamina, Natronococcus and Halobacterium as polysaccharides
producers. A culture media supplemented with sucrose as carbon source was used for screening to

produce polysaccharides. We determined seven halophilic archaea belonging to the genera Haloarcula,



Halolamina, Halorubrum, Natronococcus and Halobacterium are probably polysaccharide producers
because when were cultivated in media supplemented with sucrose, the colonies exhibiting typical
morphologies of polysaccharide producing microorganism such as mucoid, bright halo around the

colony and they were convex.
PALABRAS CLAVE: Arqueas, halofilas, polisacaridos.

Introduccion

Las arqueas son parte de uno de los tres dominios de la vida, en conjunto con los grupos eucariota y
bacteria, dentro del dominio Archaea hay cinco filos que son Euryarchaeota, Crenarchaeota, Thaumar-
chaeota, Korarchaeota y Nanoarchaecota (Madigan, Martinko, Sender, Buckley & Stahl, 2015). Gene-
ralmente estos microorganismos son extremofilos, es decir, viven en condiciones elevadas de tempe-
raturas, pH y concentraciones de sal denominados haléfilos, estos son clasificados de acuerdo con la
concentracion de cloruro de sodio que necesitan para crecer de manera éptima como bajo 0.2-0.85 M
(1-5%); moderado a 0.85-3.5 M (5-20%) y extremo 3.4-5.1 M (20-30%). Los requerimientos de iones
de sodio dependen de la temperatura, pH y medio de crecimiento (Amoozegar, Safarpour, Noghabi,
Bakhtiary & Ventosa, 2019).

Las arqueas haldfilas se caracterizan por vivir en ecosistemas hipersalinos distribuidos en diferentes
areas de la tierra como lagos salados, marismas y suelos salinos. I.a salina de Santa Barbara, Sonora, en
México de donde se aislaron cepas pertenecientes a los géneros Haloarcula, Halorubrum y Halolamina
es un area productora de sal en una zona no protegida y es clasificada como un humedal salado que tiene
una biodiversidad de especies hal6filas, incluyendo bacterias y arqueas (Vazquez et al., 2021); el Salar de
Uyuni ubicado en Bolivia donde se aislaron Halobacterium salinarum y Halorubrum tebenquinchense
también es un ecosistema heterogéneo en donde estan presentes bacterias y arqueas hal6filas y halotole-
rantes, es decir, microorganismos capaces de crecer en ausencia o presencia de sal (Delgado et al., 2019).
Finalmente Natronococcus fue aislado de las aguas de Golea Sebkha, localizado en el Sahara de Argelia
que contiene concentraciones salinas de hasta 300 g/L. (Bhatnagar, 2005).

Los microorganismos haléfilos juegan un papel importante dentro de la industria ya que producen
pigmentos rojizos que son carotenoides de 50 atomos de carbono empleados como colorante, aditivo
alimenticio, antioxidante, antitumoral y agente preventivo para evitar enfermedades al corazén (Naziri,
2014); proteinas retinianas, enzimas hidroliticas, biofertilizantes y polisacaridos, los cuales son polimeros
de carbohidratos de alto peso molecular, generados como mecanismo de resistencia al estrés biotico y
sefalizacion, permitiendo la proteccion de la integridad de la membrana celular (Corral, Amoozegar &
Ventosa, 2019).

Los polisacaridos sintetizados por las arqueas haléfilas, pueden tener una amplia variedad estructural
incluyendo los polisacaridos intra y extracelulares denominados exopolisacaridos, que estain compuestos
por azucares y son secretados al medio ambiente circundante por los microorganismos.

Los principales azucares presentes en los polisacaridos de arqueas son la manosa, glucosa, galactosa y
ramnosa. Se ha reportado que Haloferax produce un polimero conformado por 3-D-Glucosa(1,6)-a-D-
manosa-(1,4)-B-D-Glucosa, con unidades acetiladas y sulfatadas; por otro lado, el género de Haloarcula

presenta polimeros formados por manosa, galactosa y glucosa (Nicolaous, Kamburova & Toksoy, 2009).



Segun los reportes de Demirici, Haskoyld, Eroglu, Hemberger & Toksoy en 2020, los polisacaridos
de tipo levano producidos por la bacteria hal6fila Halomonas, han sido empleados para la elaboracion
de hidrogeles con la finalidad de tener una liberaciéon controlada de anfotericina B para el tratamiento
antimicotico local dérmico de Candidias, ademas de encontrar que el valor de hinchamiento mas alto
en el hidrogel se logré con condiciones de pH basico, el cual ha sido el mas alto reportado para los
hidrogeles basados en levanos.

En estudios previos han mostrado que los polisacaridos producidos poseen propiedades tecno-funcio-
nales como gelificantes, estabilizantes y emulsionantes; presentando beneficios a la salud como antimi-
crobianos y antioxidantes para su uso dentro de la industria alimentaria; a nivel ambiental pueden ser
empleados para inmovilizar metales pesados como plomo y cobre (Lopez et al., 2020).

El objetivo de este trabajo fue identificar las posibles arqueas hal6filas productoras de polisacaridos de

acuerdo con la morfologfa que presentan en un cultivo sélido suplementado con sacarosa.

Materiales y métodos

Microorganismos y condiciones de cultivo

Se analizaron 11 arqueas halofilas; 8 fueron aisladas de la Salina de Santa Barbara, Sonora, pertenecien-
tes a los géneros Haloarcula, Halorubrum y Halolamina; Natronococcus de las aguas de Golea Sebkha,
localizado en el Sahara de Argelia; Halobacterium salinarum y Halorubrum tebenquinchense del Salar
de Uyuni en Bolivia.

Las cepas se reactivaron y cultivaron en el medio ATCC2185 que se esterilizé con la concentracion
final de (g/L): NaCl, 233.6; MgSO47H20, 20; citrato de sodio, 3; KCl, 2; extracto de levadura, 3; trip-
tona, 5; y 0.1 mL/L de la solucién de elemento traza (en g/L; ZnSO47H20, 6.6; MgSO47H20, 1.7;
Fe(NH4)(SO4)26H20, 3.9; CuSO45H20, 0.7). Se ajusté el pH a 8 antes de esterilizacion (121°C, 15
minutos). Todas las cepas fueron reactivadas en medio liquido, incubadas a 250 RPM y 40°C, durante

siete dias.

Biisqueda de cepas productoras de polisaciridos en medio sélido

Se suplement6 el medio ATCC2185 con 10 g/L de agar y 50 g/L de sacarosa, de una solucién de sa-
carosa concentrada (600 g/L) previamente esterilizada para evitar las reacciones de Maillard. Se tomé
una asada de cultivo fresco y se estrié en platos de agar para observar su morfologia en estereoscopio;
se consideraron como colonias productoras de polisacaridos aquellas que exhibian morfologias mucoi-
des, convexas y brillantes (Kirtel, Versluys, Van den Ende & Toksoy, 2018).

Para realizar la evaluacion de lo mucoide en la cepa con un asa estéril se tomo una colonia para identi-
ficar su textura; las colonias convexas presentaban una elevacion curva en la morfologfa de la colonia

y lo brillante era por un halo transparente que se formaba alrededor de la colonia.

Resultados y discusion

Todas las arqueas hal6filas crecieron en el medio suplementado con sacarosa, 7 cepas fueron seleccio-
nadas pertenecientes al género Haloarcula, Halolamina, Halorubrum, Natronococcus y Halobacterium
(Tabla 1) como posibles productoras de polisacaridos de acuerdo con los criterios expuesto por Kirtel
et al., 2018.



Nicolaous, Kamburova & Toksoy, 2009 han reportado que los géneros de arqueas haléfilas que pueden
excretar polisacaridos son Haloferax, Haloarcula, Halococcus, Natronococcus y Halobacterium, algu-

nos coinciden con los elegidos por la morfologfa que presentaban.

Tabla 1.
Criterios de seleccion preliminar para identificar posibles cepas productoras de polisacaridos.
Cepa Género Procedencia Mucosidad Brillante Convexa

1 Haloarcula Salina de Santa Barbara, Sonora ooao oo a
2 Halorubrum Salina de Santa Barbara, Sonora 0 1] a
3 Halolamina Salina de Santa Barbara, Sonora oo oo a
4 Halorubrum Salina de Santa Barbara, Sonora oo oo a
5 Halorubrum Salina de Santa Barbara, Sonora 0 1] a
6 Halorubrum Salina de Santa Barbara, Sonora 0 1] a
7 Halorubrum Salina de Santa Barbara, Sonora 0 1] a
8 Halorubrum Salina de Santa Barbara, Sonora 0 oo a
9 Natronococcus Lago Salado Golea Sebkha, Argelia ] oo 0
10 Halobacterium salinarum Salar de Uyuni, Bolivia 0 oo 0
11 Halorubrum tebenquinchense Salar de Uyuni, Bolivia 0 an a

Cepas seleccionadas.
Mucosidad: [ Nivel baja de mucosidad; L[| Nivel medio de mucosidad; /][] Nivel alto de mucosidad.
Brillante: [ | Halo pequefio formado; [/[] Halo prominente formado.

Convexa: [ S es convexa; [ Presenta otra morfologia.

Se tomo en cuenta principalmente la formacion de un halo brillante alrededor de las colonias de color
transparente debido a que probablemente sea la acumulacién de polisacarido como lo menciona Lépez
et al., 2020 (Figura 1); estos autores reportaron que la arquea haléfila Haloferax mucosum produjo un
exopolisacarido de 152 kDa, con actividades emulsionantes en rangos amplios de temperatura, pH y
concentraciones de cloruro de sodio.

Segun reportes por Kirtel, Versluys, Van den Ende & Toksoy en 2018, arqueas pertenecientes a la clase
de haléfilas del género Halomicrobium, Haloferax y Natronococcus son capaces de producir levanos
o inulinas con diferentes grados de ramificacioén (10-16%), estos polisacaridos se obtuvieron al sumi-
nistrar 50 g/L de sacarosa en el medio basal, por lo que el halo presente alrededor de Natronococcus

pudiera ser el polisacarido envolviendo a las células.



Salina de Santa Barbara, Sonora Polisacérido

Halolamina

Lago Salado Golea Sebkha, Argelia

Polisacarido

Cepa 9

Matronococcus

Salar de Uyuni, Bolivia

Cepa 10 Cepa 11

Halobacterium Halorubrum

Figura 1. Cepas seleccionadas como posibles productoras de polisacaridos por halo transparente for-

mado alrededor de las colonias.

Conclusiones
Arqueas hal6filas pertenecientes a los géneros Haloarcula, Halolamina, Halorubrum, Natronococcus y
Halobacterium probablemente son productoras de polisacaridos ya que presentaron mucosidad, halos

brillantes alrededor de la colonia y con morfologia convexa.
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Resumen

El nogal pecanero (Carya illinoinensis) es una especie vegetal de interés agrondémico, que se caracteriza
por su longevidad y hojas caducas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la oxidacién en foliolos de
pecanero adulto, desinfectados y cultivados in vitro, recolectados en distintos meses de la temporada,
para el establecimiento de una fecha éptima de muestreo. El procedimiento de recoleccion de foliolos
de nogal pecanero adulto fue replicado 16 veces, en el periodo abril-agosto de 2021. Con cada réplica
de muestreo, se realizé un determinado numero de desinfecciones. Al final de cada desinfeccion se
evalu6 la oxidacion del tejido, y los foliolos saludables fueron cultivados in vitro, e incubados por 50
dfas. Se comprobé que es mas adecuado recolectar foliolos de pecanero adulto en abril, ya que fue el

mes en el que se presentd un grado de oxidacion significativamente inferior.

Abstract

Pecan trees (Carya illinoinensis) are a plant species of agronomic interest, characterized by its longevity
and deciduous leaves. The objective of this study was to evaluate the oxidation in adult pecan leaflets,
disinfected and in vitro cultivated, collected in different months of the season, for the establishment
of an optimal collection date. The procedure for collecting adult pecan leaflets was replicated 16 times,
between April and August 2021. With each replication of collection, a certain number of disinfections
were carried out. At the end of each disinfection, the oxidation of the tissue was qualitatively evalua-
ted, and the healthy leaflets were cultured in vitro, and incubated for 50 days. It was found that it is
more appropriate to collect adult pecan leaflets in April, since it was the month in which a significantly

lower degree of oxidation occurred.

PALABRAS cLAVE: Carya illinoinensis, carbendazim, lluvia, oxidacién, contaminacion



Introduccion

El tipo y cantidad de microorganismos presentes en un tejido depende de la especie vegetal, el habitat
en el que creci6 el individuo, la temporada en la que la muestra de tejido es recolectada, asi como la
edad, salud y vigor de la planta (Bunn y Tan, 2002).

Entre mas joven es el tejido vegetal, menor sera la incidencia de contaminacién microbiana superficial
y endogena (Bunn y Tan, 2002). Esto se debe a que las infecciones microbianas se acumulan en la plan-
ta; por ejemplo, la colonizacioén fungica es superior en hojas de mayor edad (Saikkonen, 2007). Schan et
al. (2018) comprobaron que, en el caso del abeto de noruega (Picea abies), los arboles mayores tienen
una poblacién de hongos mas diversa que los arboles jovenes, considerando arboles de 70 y 10 afios de
edad, respectivamente. De igual modo, se ha comprobado que el follaje joven generalmente tiene una
colonizacién fungica menos pronunciada que el follaje maduro (Stone et al., 2004).

Reconocer que la edad de la planta e incluso la edad especifica del tejido que serd usado como fuente de
explantes, influye en la cantidad y diversidad de microorganismos presentes, adquiere relevancia cuan-
do tenemos interés por cultivar tejido de arbol in vitro, pues los arboles son especies particularmente
longevas (Issartel y Coiffard, 2011).

El nogal pecanero (Carya illinoinensis) no es la excepcion en lo que respecta a la longevidad de los ar-
boles. Esta lefiosa puede llegar a vivir por cientos de afios (Joyce et al., 2006). De acuerdo con el analisis
de anillos anuales, es comun que los nogales pecaneros alcancen los 100 afios de edad, y se estima que
la longevidad maxima de esta especie es de 300 anos. Incluso se ha reportado la existencia de un nogal
pecanero de 400 anos de edad, establecido en Jiménez, México (Chung et al., 1995).

Ademas de la edad del tejido, se debe considerar el impacto que tiene la fecha de su recoleccion sobre
el éxito del cultivo in vitro. Si se contempla el explante de foliolo como material para el cultivo in vitro
de nogal pecanero, se deben tener en cuenta dos limitantes: en primer lugar, C. illinoinensis es un arbol
caducifolio (Joyce et al., 20006), por lo tanto, no es posible disponer de hojas en todo momento del
afio. En el Valle del Yaqui, por ejemplo, el nogal pecanero empieza a producir su follaje a mediados de
marzo, y lo pierde en diciembre-enero. En segundo lugar, las condiciones ambientales cambian cada
mes, y modifican el desempefio de los explantes.

La elevada incidencia de luz, las bajas temperaturas, las infecciones por microorganismos patégenos, y
las deficiencias nutrimentales, son fuentes ambientales de estrés que pueden inducir la sintesis de com-
puestos fendlicos y la produccion de especies oxidativas, como los radicales libres, en los tejidos de las
plantas (Grace y Logan, 2000). Como consecuencia de la exposicion a estos factores ambientales, se
puede presentar oscurecimiento en los tejidos vegetales, el cual generalmente se debe a la oxidacion de
compuestos fendlicos, por acciéon de la enzima polifenoloxidasa (Babaei et al., 2013).

En un estudio realizado con tejido de pera silvestre (Pyrus pyrifolia), se observé que el establecimiento
aséptico de yemas era significativamente superior en yemas recolectadas en primavera y en invierno,
que en yemas recolectadas en temporada de lluvias. Ademas, los antioxidantes utilizados para mitigar el
oscurecimiento enzimatico del tejido de pera silvestre, perdieron efectividad en muestras recolectadas
en verano, la temporada de lluvias y otofio, en comparaciéon con las muestras recolectadas en prima-
vera e invierno. Esto puede deberse a que las yemas concentran una mayor cantidad de compuestos
fendlicos en las fechas en que se presenta la mayor incidencia de oxidaciéon (Thakur y Kanwar, 2008).

De hecho, uno de los mayores problemas que enfrenta la micropropagacion es la contaminacion fun-



gica en yemas. Se ha observado que, en el cultivo in vitro de yemas de falsa pimienta negra (Embelia
ribes) de la India, la mayor incidencia de contaminacion se presenta en el periodo comprendido entre
junio y octubre, el cual se caracteriza por humedad elevada, bajas temperaturas y lluvias recurrentes
(Dhavala y Rathore, 2010).

Objetivo
El objetivo de este trabajo fue evaluar el oscurecimiento oxidativo y contaminacién microbiana, en
foliolos de nogal pecanero adulto, sometidos a desinfeccion y cultivo in vitro, recolectados en distintos

meses de la temporada, para el establecimiento de una fecha éptima de muestreo.

Materiales y métodos

Material biologico.

Se recolectaron hojas completas de arboles de nogal pecanero de 16 anos de edad, del cultivar Wichi-
ta, provenientes de un huerto de 50 ha, ubicado en el bloque 1010 del Valle del Yaqui (Cd. Obregén,
Sonora, México), con coordenadas 27°20°23.26”N y 109° 55’42.83”O. Las recolecciones se realizaron
durante la mafiana, entre abril y agosto de 2021. Inmediatamente después del corte de cada hoja, se
aplico solucion de 25 g/ L de sulfato caprico en la zona de corte del peciolo, y se pulverizé la supetficie
de la hoja con solucién antioxidante de 4cido ascérbico (0.125 g/L) y acido citrico (0.075 g/L).
Seleccion de foliolos. Durante la seleccion de los foliolos, se descartaron aquellos que presentaban
lesiones causadas por la incidencia de luz solar o mordeduras de insectos, asi como los foliolos conta-

minados por excremento de aves. Y unicamente se trabajé con foliolos apicales.

Desinteccion del tejido vegetal.

Se pesaron aproximadamente 3 g de foliolos enteros, después éstos fueron desinfectados mediante
inmersién consecutiva en una serie de soluciones desinfectantes y agua, en agitaciéon constante. Se uti-
lizaron 200 mL de cada solucién mencionada. El orden de las soluciones y los tiempos de inmersion
fueron los siguientes: etanol al 70% (v/v) por 2 min; solucién a 1.8-2.7% de hipoclorito de sodio, adi-
cionada con 2 gotas/L de Tween 80 por 2 min; agua destilada estéril durante 1 min, cuatro veces; solu-
cién fungicida de Carbendazim [1 g/L en las desinfecciones efectuadas del 20 de abril al 20 de mayo, y
8.8 g/L en las desinfecciones efectuadas del 26 de mayo al 20 de agosto], adicionada con 2 gotas/L de
Tween 80, por 20 min; y agua destilada estéril por 1 min, cuatro veces. Al final de la desinfeccion, los
foliolos fueron sumergidos en solucién de acido ascorbico (0.125 g/L) con acido citrico (0.075 g/L.)
durante 12 h.

Descripcion del explante y medio de cultivo.

Los foliolos desinfectados fueron disectados en campana de flujo laminar. Se cortaron piezas de apro-
ximadamente 1 cm2, las cuales fueron sembradas individualmente, en medio de cultivo compuesto
por 30 g/L de sacarosa, 7.5 g/L. de agar bacteriolégico, 1.46 g/L de sales de Murashige y Skoog con

componentes organicos M6899 (Sigma, México), 1 ppm de acido 2,4-diclorofenoxiacético.



Desarrollo del cultivo.

Los explantes cultivados fueron incubados por 50 dias, a 25°C, en ausencia de luz.

Disefio experimental.

Se aplico un disefio en bloques incompletos. Las unidades experimentales (los foliolos enteros) fue-
ron clasificadas en dos grupos homogéneos (foliolos apicales, y el resto de los foliolos de la hoja). El
unico bloque sometido al tratamiento de desinfeccion, fue el constituido por los foliolos apicales. Las
variables independientes contempladas fueron el ortet, localizacion del foliolo en la hoja compuesta,
localizacion de 1a hoja en la corona del arbol, e integridad de la hoja. Las variables dependientes consi-
deradas fueron el oscurecimiento enzimatico en foliolos desinfectados y la contaminacién microbiana

en los explantes cultivados.

Resultados y discusion

El procedimiento de recoleccién de foliolos de nogal pecanero en huerto, fue replicado 16 veces. Y
con cada réplica de muestreo, se realizé un determinado nimero de desinfecciones (n). Este numero
n fue considerado el 100% de las repeticiones del proceso de desinfeccion realizadas por muestreo.
En la Figura 1, se muestra el porcentaje de desinfecciones que resultaron exitosas en cada muestreo,
entendiendo por exitosa a toda aquella desinfeccién que result6 en foliolos con, al menos, 15 cm2 de

tejido libre de oscurecimiento oxidativo (y por ende, apto para el cultivo in vitro).
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Figura 1. Réplicas exitosamente desinfectadas, segun la fecha de recoleccion de los foliolos en campo.

Nuestros resultados concuerdan con los de Wang et al. (2020), quienes trabajaron en el cultivo in vitro
de segmentos de tallo de kiwi (Actinidia deliciosa) y comprobaron que éstos sufrian un oscurecimiento
enzimatico significativamente inferior cuando eran recolectados en abril. Ellos observaron que la tasa
de oxidacién aumentaba gradualmente con el paso de la temporada, alcanzando su maximo nivel en
septiembre.

En agosto, durante la recoleccién de foliolos, se observo que prevalecia un aspecto oscurecido en las
hojas de los arboles de nogal pecanero. Y, a pesar de que se recolectaron unicamente hojas de apariencia

saludable, los foliolos seleccionados se oxidaron por completo al terminar su proceso de desinfeccion.



Tabla 1.
Repeticiones del tratamiento de desinfeccion que presentaron un grado de oxidacién minima y que,

por lo tanto, fueron aptas para el cultivo in vitro.

Fecha de muestreo % de repeticiones de desinfeccion exitosas cv

20y 25 de abril 96.67+5.772 0.06

20, 26 y 29 de mayo 42.22+23.41° 0.55

15y 25 de junio 43.75+8.84° 0.20
19 de agosto 0.00+0.00° 0

Los datos son la media del porcentaje de repeticiones exitosamente sembradas. Los distintos superin-
dices indican diferencias significativas entre medias (ANOVA de una via P<0.05). & sefiala la desvia-
cion estandar

La Tabla 1, explica que las desinfecciones efectuadas en la segunda mitad del mes de abril, resultaron
en una cantidad significativamente superior de foliolos sanos, en comparaciéon con las desinfecciones
aplicadas en la segunda mitad de los meses de mayo, junio y agosto. De manera que, en abril, hubo una
menor pérdida de foliolos a causa del oscurecimiento oxidativo, previo a su cultivo in vitro.

Por otra parte, para evaluar la incidencia de contaminacion, en funcién de la temporada de muestreo,
las réplicas y repeticiones fueron redefinidas. Se consideré réplica a cada lote de 2-3 g de foliolos ente-
ros que fueron desinfectados simultineamente, en el mismo recipiente. Asimismo, se considero repeti-
ci6n a cada uno de los 15 explantes disectados a partir de un lote de foliolos desinfectados.

No hubo una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de explantes contaminados,
segun el dia de muestreo y desinfeccion. Sin embargo, en la Tabla 2, se observa que, en el mes de abril,
la incidencia de contaminacién microbiana fue notoriamente inferior a la observada en los siguientes
meses de la temporada.

Las diferencias en la incidencia de contaminacion microbiana en los meses de primavera y verano, pue-

den ser ocasionadas por cambios en la humedad relativa y temperatura ambiental.

Tabla 2.
Porcentaje de explantes contaminados, en réplicas del tratamiento de desinfeccién, después de 50 dias

de incubacién

Fecha de siembra % total de explantes contaminados Ccv
26/04/2021 2.67+3.65 1.37
07/05/2021 9.33+10.11 1.08
18/05/2021 21.33+20.76 0.97
27/05/2021 14.66+2.98 0.20

01y 03/06/2021 13.3318.16 0.61
21/08/2021 30.67+21.40 0.70




Los datos son la media del porcentaje de contaminaciéon observado en 5 réplicas del tratamiento de
desinfeccion. * senala la desviacion estandar de n=15 (15 explantes de foliolo).

La humedad atmosférica generalmente es el factor ambiental mas determinante para la severidad de la
contaminacion fungica en las plantas. LLos hongos que son transmitidos a través del aire, infectan las
plantas con mayor facilidad cuando la temperatura ambiental es de 15-40°C. Asimismo, el crecimiento
de hongos se ve favorecido por la humedad elevada y temperaturas moderadas, por otra parte, la baja
humedad, asi como las temperaturas extremas, inhiben el crecimiento del hongo y la germinacion de
esporas (Talley et al., 2002).

En la presente investigacion, los foliolos desinfectados en agosto, fueron los mas afectados por la
presencia de contaminacion fingica. Esta situacion puede deberse a que agosto es el mes mas calido y
humedo del verano. Por ejemplo, en la primavera y verano de 2015, en el Valle del Yaqui, se registraron
los siguientes promedios de temperatura diurna y temperatura nocturna: 29°C y 17°C en abril, 33°C'y
19°C en mayo, 35°C y 27°C en junio, y 35°C y 29°C en julio y agosto. Asimismo, se reportaron los si-
guientes promedios de porcentaje de humedad relativa diurna y humedad relativa nocturna: 35y 75 en

abril, 20 y 57 en mayo, 35 y 62 en junio, 45 y 67 en julio, y 55 y 77 en agosto (Leyva-Corona et al., 2015).

Conclusiones

La fecha 6ptima de muestreo de foliolos de nogal pecanero adulto, que han de ser cultivados in vitro,
son los dias del mes de abril, ya que, las muestras recolectadas en este mes, pueden ser sometidas a los
tratamientos de desinfeccion sin padecer un excesivo oscurecimiento oxidativo. Ademas, los muestreos
en abril también resultaron en una incidencia de contaminaciéon microbiana inferior a la encontrada en
explantes provenientes de foliolos recolectados en meses posteriores. Conforme avanza la temporada,

se reduce el potencial de los foliolos como fuente de explantes.
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Resumen

Las aguas residuales (AR) poseen contaminantes provenientes de diversas fuentes de origen. Durante el
proceso de tratamiento de AR se generan biosélidos con elevados niveles de contaminantes, entre los
que se encuentran patégenos como la bacteria Salmonella spp. Con la finalidad que los biosélidos sean
reutilizados en diferentes actividades sin riesgo para la poblacion, se planteé como objetivo la identifica-
cién de Salmonella spp mediante técnicas de cuantificacion tradicionales y moleculares. Se estandarizé
una técnica de extraccion de ADN de Salmonella spp. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas
del ADN total, para evaluar la sensibilidad de la técnica de PCR. Se analizaron dos muestras de biosoli-
dos basados en la NOM-004-SEMARNAT-2002 (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), 2002). Se establecieron las condiciones para la extracciéon de ADN y la sensibilidad de la

técnica de PCR, las cuales permitieron la deteccién de Salmonella spp. de forma mas eficiente.

Abstract

Wastewater (WW) contains contaminants from various origins. During the WW treatment process, bio-
solids are generated with high levels of contaminants, including pathogens such as the bacteria Salmo-
nella spp. To reuse biosolids in different activities without risk to the population, the objective was to
identify Salmonella spp. through traditional and molecular quantification techniques. A DNA extraction
technique for Salmonella spp. was standardized. Subsequently, serial dilutions of total DNA were per-
formed to evaluate the sensitivity using the PCR technique. Two biosolids samples were analyzed based
on NOM-004-SEMARNAT-2002 (SEMARNAT, 2002). The conditions for DNA extraction and the
sensitivity of the PCR technique were established, which allowed the detection of Salmonella spp. in a

more efficient way.



PALABRAS CLAVE: Biosolidos, Salmonella spp, PTAR, PCR

Introduccion

En el mundo y en México, la crisis de agua va en aumento debido a diversos factores, entre los cuales
destaca el incremento y concentracion de la poblacion, asi como al uso desmedido del agua en plantas
industriales (Duran-Juarez, & Torres-Rodriguez, 2006). Esto ha propiciado la edificacién de plantas
tratadoras de aguas residuales que dan tratamiento a las aguas negras de forma que sea aceptable para
su utilizacion en las areas de la agricultura, riegos de parques y recarga de los mantos acuiferos (Ro-
jas-Remis, & Mendoza-Espinosa, 2012).

En el afio 2011 se produjeron alrededor de 6.7 millones de m3 de aguas residuales, desencadenando
una produccién de 640,000 t de lodos residuales en el 2011 y con estimaciones 880,000 t para el afio
2031 (Rojas-Remis, & Mendoza-Espinosa, 2012). En los lodos residuales se pueden encontrar diversos
microorganismos patégenos, como es el caso de la Salmonella spp., un bacilo Gram negativo pertene-
ciente al grupo de la familia Enterobacter. Pueden provocar salmonelosis, por medio de S. typhi ente-
rica serovar y por S. paratyphi. La cual es una infeccién severa que es capaz de generar complicaciones
como: calambres abdominales, fiebre, vomito, diarrea y malestar estomacal, incluso en algunos casos la
muerte (Qu et al., 2012). Por lo antes mencionado el objetivo general de esta investigacion fue el Iden-
tificar la presencia de Salmonella spp, en muestras de biosélidos mediante técnicas de cuantificacion

tradicionales y moleculares para comprobar si cumple con las especificaciones de la NOM-004-SE-
MARNAT-2002 (SEMARNAT, 2002).

Materiales y métodos

Obtencion de Ia muestra

Se empled una cepa de Salmonella spp. previamente identificada y conservada en caldo tripticasa de
soya con glicerol al 15% a -70° C. La cepa criopreservada se sembroé en una caja Petri con agar tripticasa
de soya (ATS) por el método de estrias por agotamiento, incubandose a 36 °C por 24 h.

Extraccion de ADN

Se analizaron tres métodos para encontrar el mas eficiente. El primer método empleado fue con co-
lumnas Qiagen (DNaesy Blood & Tissu Handbook), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
El segundo método fue el de extraccion por hervido, descrito en el Manual de Analisis Bacteriologico
(BAM, por sus siglas en inglés) (Feng, et al., 2020). El tercer método de extraccion se realizé con el
Protocolo de extraccion de ADN por separacion de fases (Raeder y Broda, 1985), con la siguiente mo-
dificacion, se tomé 1 mL de caldo tripticasa de soya con cultivo bacteriano de 24 h de incubacion, se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min., hasta formar una pastilla, se retiré el sobrenadante y se continué
con lo descrito en protocolo.

Cuantificacion del ADN

Las extracciones de ADN se cuantificaron en un espectrofotometro NanoDrop 2000¢ (Thermoli-
sher, Inc., Wilmington DE, EE.UU.), utilizando 1uL. de muestra. Se evaluaron las relaciones de pureza
260/280 y 260/230, para considerar una muestra de ADN pura.

Integridad de ADN. Se realiz6 mediante un gel de agarosa al 1%. Tomandose 1 ul. de Buffer 6X y 5

pL de muestra de ADN. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1Kb, las condiciones del equipo



de electroforesis fueron 90 V por 50 minutos, posteriormente se visualiz6 en MiniBis Pro (DNR Bio
Imaging System, Neve Yamin, Israel).

Sensibilidad de Ia PCR

Se tom6 el ADN extraido del proceso mas eficaz, para determinar el numero de copias que se te-
nfa, usando una calculadora cientifica del programa “Sciecie Primer” (https://scienceprimer.com/
copy-number-calculator-for-realtime-pcr), se realizaron diluciones seriadas para disminuir el numero
de copias y determinar por medio de PCR la cantidad minima necesaria para que el termociclador las
amplifique, esto se realiz6 por triplicado para tener una validez estadistica.

Especificidad de los oligonucledtidos

Se realizaron corridas de PCR a temperaturas de alineamiento de 53, 54, 55, 56, 57 y 58 °C, esto con el
fin de visualizar una mejor banda en el gel de agarosa de la electroforesis, a la par se corrié un control
negativo para corroborar su integridad. Se utilizaron los oligonucleétidos con las cepas Listeria mo-
nocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, para determinar la
especificidad con Salmonella spp.

Condiciones para PCR

Se utiliz6 una mezcla con volumen final de reacciéon de 12.5 ul. compuesto por agua ultra pura, 3 uM
de MgCl2, 1 uM de buffer 10X (-MgCl2), 0.2 pM de dNTP’s, 0.2 uM de cada oligonucleétido, 0.1 puL.
de Taq Polimerasa 5 U/ uL y 0.5 uL. de ADN templado con 30 ng / uL. Las condiciones del termo-
ciclador fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 4 min., 30 ciclos a 95°C por 40 s, 58°C por 30 s
para el anillamiento de los oligonucleo6tidos, elongacion a 72°C por 30 s y una elongacion final a 72°C
por 5 min. Los oligonucle6tidos empleados para la reaccion fueron los ST11-F (57 GCCAACCATT-
GCTAAATTGGCGCA) y ST15-R B’ GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTG) (Thung et. al., 2018)
obteniendo un producto de 381 pb. En todo proceso de PCR, se utilizé un control negativo, usando
agua ultra pura y un control positivo, usando el ADN de Salmonella spp.

Electroforesis

Para la visualizacion de los productos de PCR y las extracciones de ADN se mezclaron 5 pl. de pro-
ducto de PCR o de extracciéon de ADN, con 1 pL. de colorante de carga DNA Gel Loading Dye (6X)
(Cat. No. R0611). Se colocaron en gel de electroforesis de agarosa al 1%, corriendo el gel en buffer
0.5X TAE a 90V, durante 50 minutos, usando un marcador de peso molecular de 1 kb plus DNA La-
dder (Invitrogen No. Cat. 10787-018) y se usé bromuro de etidio adicionado a la agarosa para poder
visualizar las bandas bajo la luz ultravioleta en fotodocumentador MiniBis Pro (DNR Bio Imaging
System, Neve Yamin, Israel).

Identificacion de Salmonella spp. basada en Ia NOM-004-SEMARNAT-2002

Esta Norma Oficial Mexicana establece las especificaciones y los limites maximos permisibles de con-
taminantes en los lodos y biosélidos provenientes del desazolve de los sistemas de alcantarillado urba-
no o municipal, de las plantas potabilizadoras y de las plantas de tratamiento de aguas residuales, con
el fin de posibilitar su aprovechamiento o disposicién final y proteger al medio ambiente y la salud
humana.

Toma de muestra

Se obtuvo una muestra de lodo de una planta tratadora de aguas residuales de Cd. Obregdn, Sonora.

Se trasladé al laboratorio en bolsa de polietileno dentro de una hielera protegiéndola del sol. En el



laboratorio la muestra se dividio en dos, a una de ellas se le adicion6 0.1 ml. de cultivo de Salmonella
spp. (106 UFC ml-1), se homogenizé y se usé como muestra problema, analizandose de inmediato.
Enriquecimiento de la muestra. Se suspendieron 4 g de muestra en 36 mL de caldo tetrationato, mez-
clandose por 2 min. en vértex, hasta completar la disolucién, se incub6 a 37°C por 24 h. Posteriormen-
te, se prepararon diluciones decimales seriadas, transfiriendo 1 mL de caldo tetrationato en 9 mL de
agua destilada previamente estéril, y se homogenizé en vortex por 8 s, asi sucesivamente hasta obtener
la diluciéon 10-4. Se inoculé por triplicado 1 ml en tubos de ensayo con 10 ml. de caldo selenito y
cistina, para cada dilucién, se incubaron a 41°C por 24 h, si se observaron virado de color a naranja
intenso después del tiempo de incubacién, se consideran positivos.

Aislamiento e identificacion presuntiva de Salmonella spp. Los tubos positivos, se inocularon por es-
trfas de agotamiento en placas con agar XLD y se incubaron a 35°C por 24 h para obtener colonias
aisladas. Las colonias sospechosas (coloracién roja, con o sin centro negro) se resembraron en placas

con ATS y se incubaron a 35°C por 24 h, posteriormente se realizé identificaciéon molecular.

Resultados y discusion
Extraccion de ADN. Este método es esencial para conseguir una muestra de ADN integra y pura para
alcanzar datos confiables y reproducibles. Los resultados de los diferentes tipos de extracciones se

muestran en la Tabla 1 y las integridades se muestran en la Figura 1.

Tabla 1.
Cuantificacion de ADN.

. » Acido nucleico

Tipo de extraccion ng/pL
Por membranas 50.1
Por hervido 1
Por separacion de 3
fases

Figura 1. Gel de agarosa de 1%. Integridad de las extracciones de ADN. Carril 1. Marcador molecular
1Kb, Carril 2 y 3. ADN de Salmonella spp. A) Extraccion por membranas, B) Extraccion por hervido,

C) Extraccion por separacion de fases.
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El método mas eficiente de extraccion, considerando la concentracion y costo fue el de separacion de
fases, dando resultado de concentracion de ADN. Sanchez (2017), reporté resultados similares por el mé-
todo de separacion de fases con Burkholdetia cepacia (Gram -), obteniendo 2.45 ng/ pLy 3.04 ng/ uL.
Sensibilidad de Ia PCR.

En la Figura 2 se muestra que el termociclador tiene la capacidad de ampliacién de hasta 1002, 883
y 1084 nimeros de copias de ADN de Salmonella spp., para que el equipo pueda realizar réplicas de
interés de una region especifica.

B)

Figura 2. Resultados de la sensibilidad de la PCR con los oligonucleétidos para Salmonella spp. A)
Repeticion 1, B) Repeticion 2, C) Repeticion 3. M: Marcador molecular 1Kb, (-): Control negativo
(agua ultra pura).

Especificidad de los oligonucleétidos. Los oligonucledtidos son especificos para la deteccion de Sal-
monella spp., debido a que no presentaron amplicones en cepas de L. monocytogenes, E. coli, S. au-
reus. y P. aeruginosa, sélo para el patégeno principal de este trabajo (Figura 3), ademas de determinar

que la mejor temperatura de anillamiento fue de 58°C.

Figura 3. Resultados de la especificidad de los oligonucle6tidos para Salmonella spp. Carril 1: Marca-
dor molecular 1Kb, Carril 2. ADN de Salmonella spp., Carril 3. ADN de L. monocytogenes, Carril 4.
ADN de E. coli, Carril 5. ADN de S. aureus. Carril 6. ADN de P. aeruginosa Carril 7. Control negativo
(agua ultra pura)
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Identificacion de Salmonella spp. basada en Ia NOM-004-SEMARNAT-2002.

De las dos muestras enriquecidas que se analizaron (muestra biosolido y muestra problema), solo se
detectaron el total de los tubos con caldo selenito y cistina, con vire de color a naranja en la muestra
problema, considerandolos como positivos. Posteriormente se resembro una placa Petri con agar X1.D
por cada tubo positivo, se obtuvo colonias tipicas en el total de las placas y se resembraron en ATS,
para la extracciéon de ADN, obteniendo los resultados de cuantificaciéon y pureza que se muestran en

Tabla 2 e integridad mostrada en Figura 4.

Tabla 2.
Cuantificacion y pureza de ADN extraido.

Clave Acido nucleico | Relacién
ng/pL 260/230
10-1 (a) 25 153
10-1 (b) 3 1.76
10-1 (c) 36 1.47
10-2 (a) 1.3 2.03
10-2 (b) 27 2.32
10-2 (c) 24 1.73
10-3 (a) 23 1.4
10-3 (b) 0.8 1.75
10-3 (c) 23 1.16
10-4 (a) 3.2 1.82
10-4 (b) 3 1.95
10-4 (c) 15 8.59

Figura 4. Integridad de la extraccion de ADN de muestra problema. Gel de agarosa de 1%. Carril 1.
Marcador molecular 1 kb; Carril 2. ADN Salmonella spp.; Carril 3. 10-1 (a); Carril 4. 10-1 (b); Carril
5. 10-1 (c); Carril 6. 10-2 (a); Carril 7. 10-2 (b); Carril 8. 10-2 (c); Carril 9. 10-3 (a); Carril 10. 10-3 (b);
Carril 11. 10-3 (c); Carril 12. 10-4 (a); Carril 13. 10-4 (b); Carril 14. 10-4 (c).

Con las extracciones de ADN, se realiz6 la PCR obteniendo amplicones de 381 pb para el total de las

diluciones como se muestra en Figura 5.
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Figura 5. Resultado de la PCR de las diluciones de la muestra problema. Gel de agarosa de 1%. Carril
1. Marcador molecular 1 kb; Carril 2. Producto de PCR con ADN de Salmonella spp .; Carril 3. 10-1
(a); Carril 4. 10-1 (b); Carril 5. 10-1 (c); Carril 6. 10-2 (a); Carril 7. 10-2 (b); Carril 8. 10-2 (c); Carril 9.
10-3 (a); Carril 10. 10-3 (b); Carril 11. 10-3 (c); Carril 12. 10-4 (a); Carril 13. 10-4 (b); Carril 14 . 10-4
(0); Carril 15. Control negativo (agua ultrapura).

El NMP de Salmonella spp. se obtuvo a partir del cédigo compuesto por la combinacién de tubos
positivos en el caldo de selenito cistina, confirmados por la PCR, se compararon con la tabla del na-
mero mas probable, con limite de confianza al 95% y dio como resultado mayor a 11,000 NMP/g de
acuerdo a la tabla de Official Methods of Analysis of AOAC International (Horwitz, 2010). Estudio
realizado por Soto-Alcocer et al. (2019) demostr6 la incidencia de Salmonella spp en muestras de bio-
s6lidos de una PTAR de la ciudad de Purisima del Rincon, Guanajuato donde se analizaron 4 muestras,
y una de ella no mostré la presencia del patégeno, 2 muestras fueron <300 y solamente una tuvo 1500
de NMP/g. Por otra parte, segun la NOM-004-SEMARNAT-2002 los limites maximos permisibles
pata poder aprovechar los biosélidos en alguna area debe tener un resultado menor a 300 NMP/¢g
(SEMARNAT, 2002).

Conclusiones

Se determiné que el método de extraccion de ADN mas eficiente fue el de separacion por fases, debido
a que se obtienen resultados favorables a bajo costo, ademas se demostré la sensibilidad del termoci-
clador realizando réplicas con poca cantidad de material genético, favoreciendo que las técnicas mole-
culares pueden sustituir a los métodos bioquimicos, haciendo mas eficaz el proceso de identificacion

de Salmonella spp. en biosélidos.
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Resumen

En la actualidad se busca el desarrollo de energfas renovables que permitan reemplazar el uso de com-
bustibles fosiles, la produccion de biocombustibles desarrollados a partir de biomasa lignocelulésica es
una de ellas, pero la produccion sostenible de estos son un desafio. Mediante la simulacién de modelos
matematicos de cinética enzimatica se pretende conocer mejor el proceso de hidrélisis y asi poder aten-
der esos desafios. En este trabajo se implementé un modelo basado en la ecuacion Michaelis-Menten
haciendo uso del software Berkeley Madonna, teniendo como objetivo el obtener los parametros del
modelo de hidroélisis enzimatica de biomasa lignocelulésica, con el fin de validarlos para un conjunto
especifico de datos experimentales. Los resultados indican, mediante la validacion del modelo, que este
modelo fue capaz de capturar el efecto de la hidrélisis enzimatica de lignocelulosa ya que se obtuvo un

coeficiente de determinacién mayor a 0.9 en todos los casos.

Abstract

Currently, the development of renewable energies seeks to replace the use of fossil fuels, the produc-
tion of biofuels from lignocellulosic biomass is one of them, and sustainable production of biofuels is
one of the greatest challenges in biorefinery. Through simulating mathematical models of enzymatic
kinetics, it is intended to better understand the hydrolysis process and thus be able to address these
challenges. In this work, a model based on Michaelis-Menten was implemented using the Berkeley Ma-
donna software, aim to obtaining the parameters of the lignocellulosic biomass enzymatic hydrolysis
model, in order to validate them for a specific set of experimental data. Results indicate, through the

validation of the model, that this model was able to capture the effect of the enzymatic hydrolysis of



lignocellulose since a coefficient of determination greater than 0.9 was obtained in all cases.
PALABRAS CLAVE: Biomasa lignocelulésica, hidrolisis enzimatica, modelo cinético.

Introduccion

En los ultimos afios la demanda energética a nivel mundial ha aumentado, esto debido al crecimiento
de la poblacién y el desarrollo industrial, este aumento trae consigo el alto consumo de combustibles
tosiles, los cuales son el mayor contribuyente a la huella de carbono por las emisiones de gases de efec-
to invernadero en la atmosfera. Debido a los problemas mencionados, y al agotamiento previsto de las
fuentes fosiles, se han buscado alternativas como la obtencién de energia a partir de biocombustibles
de residuos organicos (Sanchez et al., 2017). Actualmente, las energias renovables representan apro-
ximadamente el 18% del consumo total de energfa a nivel mundial, dentro de ese porcentaje el 72.3%
corresponde al uso de biomasa (WBA, 2018).

La produccion sostenible de bioetanol a partir de materiales de biomasa lignoceluldsica es uno de los
mayores desafios en la biorrefinerfa (Sun et al., 20106). La hidrdlisis de la lighocelulosa es una etapa
importante en la producciéon de etanol, ya que esta decide la cantidad de glucosa que sera dada para
la fermentacién (Brodeur, 2011). Ademas, dicha etapa contribuye significativamente en el costo de la
produccion de bioetanol (Kumar y Murthy, 2011).

Los programas de modelamiento y simulacion son una herramienta ttil para el proceso de hidrolisis
enzimatica, permiten encontrar condiciones optimas de una reaccion sin necesidad de realizar expe-
rimentacion, lo que ayuda en la reduccion de costos. Uno de los primeros modelos matematicos en
presentarse en el area de bioprocesos fue en 1913, Leonor Michaelis y Maud Menten desarrollaron la
teorfa del complejo enzima-sustrato proponiendo una ecuacion de velocidad que explica el comporta-
miento cinético de las enzimas. A partir de dicho estudio diferentes autores han desarrollado una gran
cantidad de modelos aplicables a procesos biotecnolégicos, entre esos trabajos se encuentran los que
describen la modelacién cinética en sustratos de lignocelulosa (Nidetzky et al., 1994; Shin et al., 2000;
Drissen et al., 2007; Velazquez, 2017). Sin embargo, a pesar de dichos esfuerzos, el modelamiento de
la cinética de la hidrdlisis enzimatica de materiales lignoceluldsicos sigue siendo un reto para la bio-
rrefinerfa. En este sentido se plantea la siguiente hipotesis: es posible obtener y validar los parametros
cinéticos de una hidrélisis enzimatica de biomasa lignocelulésica a partir de datos experimentales uti-
lizando el software Berkeley Madonna. Y el objetivo de este trabajo es obtener los parametros de un
modelo de hidrélisis enzimatica de biomasa lignoceluldsica, por medio de simulacién en el programa

Berkeley Madonna, con el fin de validarlos para un conjunto especifico de datos experimentales.

Fundamentacién teérica

Biomasa lignoceluldsica. La biomasa lignocelulésica es un material organico renovable que se encuentra
abundante en la naturaleza, siendo el principal componente estructural de las plantas, esta compuesta
principalmente de 40-50% celulosa, 25-30% de hemicelulosa y 15-20% de lignina (Gupta et al., 2010).
Hidrolisis de lignocelulosa. La hidrolisis de la biomasa lignocelulésica se lleva a cabo por enzimas que
hidrolizan los componentes de la biomasa para liberar aztcares solubles y fermentables, las principales

enzimas capaces de catalizar los enlaces presentes en la lignocelulosa son las celulasas (endoglucanasas



exoglucanasa y [| -glucosidasa), las hemicelulasas y ligninasas (Brethauer y Studer, 2015).

Modelo de Michaelis-Menten. Es un modelo general que explica la mayoria de las reacciones enzimati-
cas. Supone un mecanismo de tres pasos, en el primero ocurre una uniéon de enzima con el sustrato for-
mando un complejo reversible, en el segundo paso la enzima se activa produciendo la transformacion
en producto, y finalmente se libera la enzima y el producto (irreversible). A continuacion, se muestra la
reaccion general (Michaelis y Menten, 1913):

E+S k1 - «<k2 ES k3 — O0P+E
Donde, (S) sustrato, (E) enzima, (P) producto, (k1) constante de velocidad de formacion,

(k2) constante de velocidad de ruptura y (k3) constante de velocidad de formacién de producto.

Materiales y métodos

Modelo utilizado

Se utilizé un modelo basado en Michaelis-Menten. A continuacion, se presentan las ecuaciones cinéti-
cas que describen dicho modelo, se considera la transformacion del sustrato tomando como producto

la formaciéon de azicares reductores durante la hidrolisis:

dc.

d_: = —k1Cs + kyCgs

55 = Jey Cs — (hey + kea)Cs
dc

d_: = kBCES

Donde,

C, es concentracion de sustrato

C, es concentracion de complejo enzima-sustrato

C, es concentracion del producto (aztcares reductores)

k ,k k. son constantes de velocidad de la reaccion

Ejecucion del modelo

Para la simulacion del proceso de la hidrolisis enzimatica se emple6 el software Berkeley Madonna 10.
Se realiz6 la programacion de las ecuaciones E1, E2 y E3, utilizando parametros con valores relativos a
los vistos en bibliografia, se consideraron las siguientes condiciones iniciales cuando t = 0, C_ES=C_
P=0y la concentracién de sustrato inicial de 50 g/L. Posteriormente se ejecut6 el codigo (Figura 1) en

el software.

starttime=@
stoptime=70
dt=8.2

{INICIALES}

init Cs=5@
init Ces=@
init Cp=@

Figura 1. Cédigo del modelo inicial.



Obtencion de pardmetros ajustados

Posterior a la ejecucion del modelo inicial, se realizaron las corridas experimentales, ajustando la cur-
va del modelo original junto con los valores experimentales obtenidos de los autores Makarova et al.
(2017), Castillo-Saldarriaga y Velasquez-Lozano (2019) y Madhusmita (2017), aplicando las condicio-
nes iniciales de concentracion de sustrato correspondiente a cada autor. Se obtuvieron asi, los parame-
tros ajustados del modelo, los cuales se aplicaron a los codigos y se ejecutaron en el software para su
simulacion y obtencion de valores predichos.

Validacion del modelo

Para la validacion del modelo, los resultados obtenidos (valores predichos de aztcares reductores) de
la simulacién de cada caso experimental se compararon con los datos experimentales de 3 autores
mencionados anteriormente. Para cuantificar el ajuste entre los datos experimentales y los datos de
la simulaciéon del modelo se utiliz6 el coeficiente de determinacion (R2), el cual se calculé mediante
Microsoft Excel.

Resultados y discusion

Ejecucion del Modelo

La Figura 2 ilustra la grafica de los resultados del modelamiento de las ecuaciones E1, E2 'y E3 en el pro-
grama Berkeley Madonna, con las condiciones de la Figura 1. En la Figura 2, se observa un decremento
en los valores de las concentraciones del sustrato y un incremento en la concentracion del producto, esto
es un comportamiento tipico de la conversion de los materiales lignoceluldsicos a azucares reductores
durante la accién de enzimas celuloliticas.

ILa biomasa lignoceluldsica contiene celulosa, hemicelulosa, lignina y algunos otros componentes que,
al actuar las enzimas, estas van hidrolizando el sustrato, por lo que podemos observar en la grafica un
decremento, y se comienzan a liberar glucosa y otros azuicares reductores (Bhaumik y Laxmikant, 2015).
Ademas, en la Figura 2 podemos observar el comportamiento de la concentraciéon de complejos enzi-
ma-sustrato (ES). Al inicio de la hidrdlisis las moléculas de sustrato se encuentran libres al igual que las
enzimas, hasta que, en un momento dado, estas moléculas se combinan con la enzima y forman un com-
plejo ES y estos posteriormente se transforman en un producto. Lo anterior describe el comportamiento
de la grafica, al iniciar la reaccioén de formacién del complejo ES la concentracién aumenta y se reduce al

ir aumentando la formacién del producto final (aztcares reductores) (Rodwell et al., 2018).
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Figura 2. Simulacién de la hidrdlisis enzimatica de biomasa lignocelulésica, grafica obtenida del pro-

grama Berkeley Madonna.



Obtencion de pardmetros ajustados
La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos al ajustar la curva del modelo original con los valores

experimentales.
Tabla 1.
Valores de los parametros ajustados para cada corrida experimental.
Valores
Parametros . . ;
Makarova et al. Castillo-Saldarriaga y | Madhusmita
Velasquez-Lozano
Tiempo (h) 72 48 84
C_sinicial (g/L) 30 50 50
k_1 (h-1) 0.18624 1.5645 1.46769
k (2) (g/Lh) 11.80732 12.2571 12.35656
k_3(g/Lh) 1.94245 0.10982 0.11095

Simulaciones de los modelos ajustados
La Figura 3 muestra las graficas resultantes de la simulacién de los modelos ajustados para cada corrida

experimental. Se puede observar que el comportamiento de la concentracion de aztcares reductores

mantiene el mismo sentido que lo descrito anteriormente en el resultado de la ejecucion del modelo

original. Los puntos en las graficas indican el tiempo y los valores predichos, los cuales fueron utiliza-

dos posteriormente para la validacién del modelo.
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Figura 3. Simulacion del modelo ajustado con datos de: a. Makarova et al. (2017), b. Castillo-Saldarriaga

y Velasquez-Lozano (2019), c. Madhusmita (2017). Concentracion de los azucares reductores contra el

tiempo de la hidrolisis enzimatica.



Validacion del modelo
El modelo se validé mediante la comparacion de datos predichos de azucares reductores de la simu-
lacién contra datos experimentales de aztcares reductores, y los coeficientes de determinacion (R2)

resultantes para cada caso se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Validacion del modelo. R2 de datos predichos de azuicares reductores contra datos expe-
rimentales de concentracién de azucares reductores de: a. Makarova (2017), b. Castillo y Velasquez
(2019), c. Madhusmita et al, (2017).

Al obtenerse resultados del valor de R2 por encima de 0.9, se puede decir que, la coincidencia cuantita-
tiva de las simulaciones del modelo con los datos experimentales indica que este modelo fue capaz de
capturar el efecto de la hidrolisis enzimatica de biomasa lignoceluldsica para cada caso, considerando
la complejidad de cada sustrato.

Conclusiones

El programa Berkeley Madonna permitié simular de manera facil y completa las ecuaciones del modelo
seleccionado para la hidrélisis enzimatica de celulosa. Ademas, permiti6 realizar el ajuste de las curvas
con los datos experimentales y el modelo original, obteniéndose los parametros ajustados para cada
caso de hidrolisis enzimatica. El modelo seleccionado, basado en el principio de Michaelis-Menten,
nos permite obtener resultados relativos a los presentados por diferentes autores, ademas su ajuste con
datos experimentales resulté en un valor de R2 mayor a 0.9, lo que indica que es un modelo aplicable
a sustratos complejos.
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Resumen

Se realiz6 una simulaciéon de un proceso de fermentacion aerobia y se analizé el efecto de la modifi-
cacion en la velocidad de agitacion y la tasa de aireacion, las cuales tienen influencia sobre el nivel de
oxigeno disuelto presente en el reactor, con el objetivo de aumentar el nivel de oxigeno disuelto a una
concentracion minima de 2 ppm. Se encontré que con el aumento de estas variables se obtiene un

mayor nivel de oxigeno disponible para el crecimiento.

Abstract

A simulation was used for the modelling of an aerobic batch fermentation in an aerated reactor, where
the physical variables of the process implied in the oxygen level received by the culture were identified
and modified to find a solution to a theoretical problem, in which a dissolved oxygen level of 2 ppm
should be met as a requirement for the cell growth. It was found that increasing the aeration rate and
stirring speed, the oxygen level also increases to meet the demand required, obtaining more bioavaila-

ble oxygen for the growth of microorganisms.
PALABRAS CLAVE: Aireacion, agitacion, cultivo batch, modelado matematico, bioprocesos,

Introduccion
En un reactor aireado, el suministro de oxigeno de la fase gaseosa al microorganismo puede ser el fac-
tor limitante en términos de productividad. Por lo tanto, la transferencia de masa gas — liquido y liquido

— s6lido (organismo) tiene un papel importante en el disefio y operacion de la mayoria de los procesos



aerobios (Perlman, 2014). Normalmente, el oxigeno necesario en un bioproceso es suministrado en
forma de aire, la fuente con mayor disponibilidad y mas econémica del gas. La demanda de oxigeno
se satisface mediante la aireacion y agitacion del medio de cultivo dentro del reactor, por lo que estos
parametros son esenciales en la determinacion de la biodisponibilidad del oxigeno en el medio y para
el disefio y operaciéon de muchos bioprocesos (Perlman, 2014; Stanbury et al., 2017). En materia de
bioprocesos, el uso de modelos es clave para entender los mecanismos de accidon que tienen lugar en
un proceso biolégico, ademas de ser una herramienta util para optimizar y disefiar procesos y equipos
(Martin-Lara & Ronda, 2020); otra de las aplicaciones que se le pueden dar a este tipo de herramientas
es la que va dirigida a la ensefianza. Las habilidades obtenidas mediante este método de ensefianza son
valiosas en el disefio de nuevos experimentos, la obtencion de datos cinéticos a partir de otros experi-
mentos, en el disefio y optimizacién de sistemas de reacciones biolégicas, asi como en el desarrollo de
estrategias utiles en el control de biorreactores (Heinzle et al., 2021).

El origen de este trabajo esta en la problematica del aprendizaje remoto debido a la contingencia por
la pandemia de COVID-19, ya que al tratarse de asignaturas completamente practicas que siempre se
han llevado a cabo en un laboratorio, se necesité encontrar nuevas herramientas que permitieran a los
estudiantes seguir avanzando con su aprendizaje sin comprometer la calidad de éste. En este aspecto,
el uso de los modelos matematicos permitié a los estudiantes abordar los mismos procesos que se han
realizado en laboratorios, de una forma mas analitica, revisando los aspectos numéricos que, en mu-
chas ocasiones, como parte de un ambiente cientifico, pueden llegar a pasar desapercibidos.

En este trabajo se realizé una simulaciéon de un proceso de fermentacion aerobia donde se aplica un
in6éculo de levadura para la produccion de biomasa y se analizé el efecto de la modificacion en la velo-
cidad de agitacion y la tasa de aireacion, las cuales tienen influencia sobre el nivel de oxigeno disuelto
presente en el reactor, con el objetivo de aumentar el nivel de oxigeno disuelto a una concentracion
minima de 2 ppm, que es el nivel critico del microorganismo a producir, ya que con un nivel menor, la
levadura tiende a pasar por el proceso de fermentacion alcohdlica y se reduce el rendimiento de bioma-
sa, que es el efecto contrario al que se busca en el proceso de produccién de biomasa (Estela-Escalante
et al., 2012).

Materiales y métodos

Se ingresé en el software Berkeley Madonna un cédigo disefiado por el Dr. Iram Mondaca Fernandez,
basado en la informacién encontrada en el libro Biological Reaction Engineering, en el cual se describen
las ecuaciones utilizadas, asi como el principio mediante el cual el software realiza los calculos (Dunn et al.,
1992). En el cédigo se colocaron datos iniciales de sustrato, biomasa y concentracion de oxigeno, rendi-
miento de biomasa/sustrato (Yx/s), aiteacion (G), agitacién (N), concentracion de oxigeno en la saturacion
(CLS), tasa de consumo de oxigeno (qO), y con los parametros necesatios de tiempo y tamafio de paso (dt
= 0.025) necesarios para el andlisis de datos mediante el método numérico de Runge — Kutta de orden 4.
Se corri6 el programa y se obtuvo la cinética de fermentacion. Se realizaron incrementos en los parametros
de Yx/s, N, G y qO, y se reportaron los cambios en la concentracion de biomasa (x), nivel de oxigeno (CL)
y tiempo de proceso (t) ocasionados por el cambio en cada uno de los parametros. Después, se cortié otro
programa de fermentacion en batch con aireacion, con nuevos valores para cada parametro y se modificaron

los parametros para encontrar las condiciones a las cuales la biomasa tuviera la concentracién de oxigeno



minima, o nivel critico necesario por las células, que en esta simulacion se plante6 de 2 ppm.

Para describir la cinética de crecimiento microbiano se utilizé el modelo de Monod. La ecuacion 1
describe el balance de biomasa (x), la ecuaciéon 2 describe la tasa de crecimiento microbiano (rx), la
ecuacion 3 describe el balance del sustrato (s) y la ecuacion 4 describe la tasa de consumo de sustrato
(rs), que esta dada en funcién del rendimiento biomasa/sustrato (y) y de la tasa de crecimiento de la
biomasa (rx).

Ecuacion 1 Ecuacion 3
—(x)=rx —(s)=rs
3 t( ) dt( )
Ecuacion 2 Ecuacion 4
X = ux rs = —rx/y

La ecuacion 5 es la ecuacion de Monod adaptada al sistema, la cual relaciona el modelo de crecimiento
microbiano con el nivel de oxigeno en el reactor.

Ecuacion 5

s CL
ks +sxkcl +CL

p = pm
Para determinar CL y resolver la problematica planteada, se utiliz6 la ecuacion 6, con la cual se des-
cribi6 el comportamiento del nivel de oxigeno, donde CL es el nivel de oxigeno disuelto, KLLA es la
constante de transferencia de masa, qO2 es el consumo microbiano de oxigeno y X es la concentracion
de biomasa.

Ecuacion 6.

4 ey = eSS CL
at - T 00, - x

Para el calculo de la KLLA se utiliz6 la siguiente ecuacion:
Ecuacion 7.

kLa = KN3G%®

Donde K es el coeficiente especifico de transferencia de masa, N es la velocidad de agitacion y G la

tasa de aireacion.

Resultados y discusion

Mediante las ecuaciones utilizadas y el tamafo de paso, con un tiempo de paro de 60 h, el software
realiz6 2400 calculos en un tiempo de 0.002 segundos.

En la Figura 1 se observa el resultado de la simulacién con los parametros originales. Se observé un
tiempo de proceso de 36.625 h (eje x en el grifico), una concentracién de biomasa de 6.7 g/L (re-
presentada por la linea en color azul) y un nivel de O2 de 0.323 ppm (representado por la linea color
amarillo, CL); el consumo de sustrato esta representado por la linea azul en el grafico, y una vez que

se consumio en su totalidad se considero el proceso terminado. El nivel de oxigeno calculado indica



que es necesario un ajuste en las variables, para aumentar el coeficiente volumétrico de transferencia de
masa, y consecuentemente, el nivel de oxigeno. Las caracteristicas del proceso y los microorganismos
utilizados indican que la demanda de oxigeno es de 2 ppm, por lo que es necesario ajustar los para-
metros para cumplir con dicha demanda, que es un requerimiento minimo para que se lleve a cabo el

proceso.
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Figura 1. Grafico obtenido al introducir los datos obtenidos en la simulacién utilizando el codigo
original. La linea azul representa el crecimiento microbiano, la linea naranja el consumo del sustrato y

la linea amarilla el nivel de oxigeno en el reactor.

Para obtener la demanda minima de oxigeno requerida por las células, se aumentaron los parametros
de agitacion y tasa de aireacion, que son los principales involucrados en el nivel de oxigeno disponible
para las células. Como se observa en la Tabla 1, se obtuvo el valor requerido al aumentar la velocidad
de agitacion de 26000 rev/h a 29000 rev/h y la tasa de aireacién de 60 m3/h a 114 m3/h.

Tabla 1. Modificaciones realizadas en los parametros del proceso y resultados obtenidos.

Modificacion

Tiempo de pro-

Biomasa (g/L)

Nivel de oxigeno

ceso (h) (Ppm)
N = 29000 rev/h 375 6.7 2.048
G =114 m3/h 375 6.7 2.018

Para obtener el valor al cual aumentar la variable, se hizo uso de la herramienta de sliders incluida en el
software, mediante la cual se pueden utilizar barras deslizables para modificar el valor de las variables
que se definan. En este caso se utilizaron sliders para las variables de agitacion y aireacion y se probd
aumentando los valores poco a poco hasta que se alcanzo el nivel de oxigeno de 2 ppm. En la Figura 2

se observa el grafico obtenido al incrementar la variable de velocidad de agitacion.
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Figura 2. Grafico obtenido después de aumentar la velocidad de agitacion de N = 26000 rev/haN =
29000 rev/h, para obtener un CL (linea amarilla) de 2 ppm.

En la Figura 3 se observa el grafico representativo del proceso obtenido al aumentar la tasa de aireacion
de 60 2 114 m3/h. En las Figuras 1 y 2 se observa como la velocidad de agitacién y la tasa de aireacion
afectan el nivel de oxigeno, y como se pueden manipular para obtener el deseado tan solo con el uso
del software, cuando en un proceso real se deben realizar numerosas pruebas con distintos valores en

los parametros para encontrar la mejor opcion.
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Figura 3. Grifico obtenido después de aumentar la tasa de aireacién de G = 60 m3/h a G = 114
m3/h, para obtener un CL. de 2 ppm.

En acuerdo con los resultados mostrados en las Figuras 2 y 3, tanto la modificacion de la velocidad de
agitacion como de la tasa de aireacion proveen las condiciones necesarias para obtener una concen-
tracién de oxigeno disuelto de 2 ppm en el proceso. La decision de cual variable se debera modificar
puede estar basada en el costo de cada modificacion, ya que se conoce que el resultado sera el mismo.
Estela-Escalante et al. revisaron el efecto de la aireacion en la capacidad fermentativa de una cepa
de levadura en jugo de manzana, y encontraron, en concordancia con los resultados obtenidos en la

simulacion de este trabajo, que las condiciones aerobias en el proceso de fermentacion de la levadura
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promueven el crecimiento celular, y que una mejor disponibilidad de oxigeno puede lograrse mediante
la agitacion.

Tanto el crecimiento del microorganismo como el consumo de oxigeno dependen de la tasa de airea-
cion y la velocidad de agitacion del reactor donde se produce la fermentacion (Amicarelli et al., 2008).
Y de acuerdo con Torres Lopez et al. (2008), se requiere de un suministro adecuado de oxigeno para
que se puedan satisfacer los requerimientos metabolicos de los microorganismos en un proceso de
fermentacion aerobia. L.a demanda de oxigeno esta dada por la oxidacion de la fuente de carbono y su
transformaciéon en células, productos y COZ2, y esta se debe satisfacer mediante la aireacion y el mez-
clado del cultivo, el cual se logra mediante la agitacion, ya que el oxigeno actiia como receptor final en
las reacciones de oxidacién que se llevan a cabo en la respiracién aerébica.

La concentraciéon de oxigeno disuelto presente en un cultivo aerobio depende de la tasa de transfe-
rencia de oxigeno gas — liquido, de la velocidad de transporte de este hacia las células y del consumo
microbiano de oxigeno (Buitrago et al., 2013). La aireacién provee las burbujas de aire en las cuales se
encuentra el oxigeno necesario para la célula, mientras que la agitacion permite una distribucién homo-
génea de las burbujas, asi como un menor tamafo de estas, que permite una mayor area de contacto y
por ende una mayor transferencia de oxigeno. Por lo tanto, para mantener una tasa de transferencia de
oxigeno Optima para una alta densidad celular, comunmente se recurre a una velocidad alta de agitacion
0 a una alta tasa de aireacion, ya que estas condiciones ofrecen, ademas de una mayor superficie de
contacto, una mayor fuerza impulsora y un mayor tiempo de residencia de las burbujas de aire, lo que

favorece la transferencia de oxigeno de la fase gaseosa al liquido (Huang & Tang, 2007).

Conclusiones

En este particular proceso, se demostré mediante la simulacién del proceso que los parametros de
velocidad de agitacion y flujo de aireacion influyen directamente en el valor de la constante de trans-
ferencia de oxigeno Kl.a, que afecta también la cantidad de oxigeno disuelto en el medio. Si se tiene
una agitacion y una aireacion optimas se puede lograr una mayor disponibilidad de oxigeno para el
crecimiento celular.

Se utilizo el software de modelado Berkeley Madonna exitosamente para obtener una representacion
de un proceso real, y probd ser una herramienta tutil en el campo de la ensefianza, en un panorama glo-
bal en el que los estudiantes dependen cada vez mas de s{ mismos para su aprendizaje. Esta propuesta
no solo es util en el ambito de la ensefanza, sino también en el modelado, escalamiento y optimizacion
de procesos reales, lo cual permite una reduccién en las pruebas de laboratorio que se deben realizar, y

por ende, presentan una ventaja econémica y técnica sobre métodos mas convencionales.

Referencias
Amicarelli, A., Toibero, J. M., Quintero, O., di Sciascio, F, & Carelli, R. (2008). Control de oxigeno disuelto para fermentacioén
batch de bt. In Semana Del Control Automatico XXI Congreso Argentino De Control Automatico, Buenos Aires,

Argentina.

Buitrago, G., Otalvaro, A. M., & Duarte, P. G. (2013). Evaluacién de la transferencia de oxigeno en un biorreactor

convencional con aireador externo. Revista Colombiana de Biotecnologia, 15(2), 106-114.



Dunn, I. ], Ingham, J., Heinzle, E., & Prenosil, J. E. (1992). Biological Rection Engineering. Weinheim: VCH.

Estela-Escalante, W., Rychtera, M., Melzoch, K., & Hatta-Sakoda, B. (2012). Effect of aeration on the fermentative activity

of Saccharomyces cerevisiae cultured in apple juice. Revista mexicana de ingenierfa quimica, 11(2), 211-226.

Heinzle, E., Dunn, I. ], Ingham, J., & Pfenosil, J. E. (2021). Biological Reaction Engineering: Dynamic Modeling
Fundamentals with 80 Interactive Simulation Examples. John Wiley & Sons.

Huang, W. C,, & Tang, I. C. (2007). Bacterial and Yeast Cultures—Process Characteristics, Products, and Applications.

Bioprocessing for value-added products from renewable resources, 185-223.

Martin-Lara, M., & Ronda, A. (2020). Implementation of Modeling Tools for Teaching Biorefinery (Focused on Bioethanol
Production) in Biochemical Engineering Courses: Dynamic Modeling of Batch, Semi-Batch, and Continuous Well-
Stirred Bioreactors. Energies, 13(21), 5772.

Perlman, D. (Ed.). (2014). Annual reports on fermentation processes. Elsevier.

Stanbury, PF, Whitaker, A. y Hall, S] (2017). Principios de la tecnologfa de fermentacion. USA: Elsevier Science.

Torres Lopez, A. M., Quintero Diaz, J. C., & Atehortia Garcés, L. (2008). Determination of the specific oxygen uptake

rate in microorganisms including electrode time response. Revista Facultad de Ingenierfa Universidad de Antioquia,
(43), 33-41.



Capitulo XI.

Modelo matematico y estimacion de
parametros cinéticos para un biorreactor Airlift de
tubos concéntricos

Mathematical model and estimation of kinetic

parameters for a concentric tube Airlift bioreactor

A.G. Herndndez!

M. A. Martinez Trujillo,

M. R. Cruz Diag!”?

'Division de Ingenieria Quimica y Bioguimica, Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec
’Departamento de Ingenieria y Tecnologia, Facultad de Estudios Superiores Cuantitlan-Campo Uno,
Universidad Nacional Autinoma de México

*Autor de correspondencia: cdmrmartin@hotmail.com

Resumen [ ]

El presente trabajo tuvo como objetivo describir los cambios transientes (X, S, P, O2,g, O2,d,) de
la produccion de pectinasas por Aspergillus flavipes FP-500 en un biorreactor Aitlift de tubo con-
céntrico (BALTC, 10L de capacidad) en modo intermitente con recirculacién mediante un modelo
matematico por secciones de N-tanques en serie (MNTS). Para ello, se incorporaron los parametros
correspondientes a la caracterizacion hidrodinamica (eg, et, ed, Dax, ULr, UGt), las relaciones geomé-
tricas caracteristicas (Ar, Ad, D1, D¢, He, V), los coeficientes de transferencia de masa (KlLar, KLLad)
y los parametros cinéticos (umax, KS, KCL, YXS, o y ) en el modelo matematico del biorreactor. El
modelo propuesto, con 5 y 4 etapas en serie en el riser y en el downcomer, respectivamente, describe
adecuadamente la evolucién del cultivo sumergido de Aspergillus flavipes FP-500 para la produccion

de pectinasas utilizando cascara de limén como fuente de carbono y energfa.

PALABRAS CLAVE: Biorreactor Airlift; Cascara de limén, Produccion de pectinasa; Oxigeno disuelto;

Modelado de N-tanques en serie.

Introduccion
Los biorreactores Airlift son tanques verticales que permiten un mezclado de las especies bajo un prin-

cipio neumatico. Funcionan a partir de la inyecciéon de una corriente gaseosa (aire) que provoca una



turbulencia en la fase liquida, necesaria para favorecer la circulaciéon y el mezclado de las fases. Esto
favorece la transferencia de sustancias gaseosas hacia la fase liquida, como el O2,g presente en el aire,
indispensable para el metabolismo microbiano en fermentaciones aerobias (Guieysse, et al., 2011). Los
reactores Airlift tienen como caracteristicas principales, en comparacion con los reactores de tanque
agitado, un bajo consumo de energia y menor esfuerzo de corte, lo que evita el dafio celular (Znad et
al., 2004).

Por otro lado, las dimensiones del reactor, especificamente la relacién altura-diametro (H/D), pueden
determinar la forma en que sucede la transferencia de masa dentro del sistema. A medida que estas
dimensiones aumentan, resulta mas dificil medir y analizar las especies que intervienen en el desarrollo
de un cultivo, como es el caso del oxigeno disuelto, y la manera como este nutriente se distribuye a lo
largo del tanque. Por lo tanto, para tener una descripcion del funcionamiento de los BALTC y su im-
pacto en el desarrollo de un cultivo, se requiere del uso de modelos matematicos.

Una descripcion matematica precisa del funcionamiento de los biorreactores Airlift es una tarea com-
plicada. Se requiere de herramientas de dinamica de fluido computacional (CFD, por sus siglas en
inglés). Estas utilizan enfoques de modelos Eurelianos o Lagregianos o su combinacion para resolver
las ecuaciones de variacion de la velocidad y transporte de masa entre las fases (Pawar, 2018; Neviani
et al., 2021). Otra opcidn es utilizar modelos simplificados; dado que el mezclado de las fases en el
BALTC suele ser imperfecto, los modelos de dispersion axial (MDA) o el modelo de N-tanques en se-
rie (MNTS) podrian describir satisfactoriamente el patréon de flujo dentro del BALTC (Sikula y Markos,
2007; Znad et al., 2004). El MDA es un conjunto de ecuaciones diferenciales parciales y condiciones de
frontera que se resuelven mediante técnicas numéricas complicadas. Por otro lado, el MNTS utilizado
en este trabajo, constituye un conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias con condiciones iniciales,
las cuales se pueden resolver relativamente de forma sencilla.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue implementar un modelo matematico por
secciones de N-tanques en serie (MNTS) para describir los cambios transientes (X, S, P, O2,g, O2,d,)
de la produccién de pectinasas por Aspergillus flavipes FP-500 utilizando cascara de limén como

fuente de carbono y energfa en un BALTC (10L de capacidad) en modo intermitente con recirculacion.

Materiales y métodos

El modelo MNTS sugiere que el disefio correcto de un BALTC se basa en la suma de los elementos en
las secciones que dividen a cada seccion del reactor (Figura 1). En este modelo se considera que en el
riser y el downcomer existen una serie de tanques agitados bien mezclados y de igual tamafio; en tanto
que la corona, por su volumen y dimensiones, es considerada como un solo tanque perfectamente
mezclado (Behin, 2010) y que cada seccion tiene un patrén de flujo caracteristico, por lo que sugiere
que el mezclado en el BALTC es imperfecto (Znad et al., 2004; Nandi, 2010).
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Figura 1. Representacion grafica Modelo N-Tanques en Serie para un Reactor Airlift. (Sikula et al,,
2007).

Ecuaciones de Ia caracterizacion hidrodindmica

De acuerdo a Znad et al. (2004), el nimero de etapas en las que se pueden dividir el riser y el downcomer

se ajusta en funcion del grado de dispersion axial (Dax), y se calcula como se indica en la ecuacion (1):
N=Pe(b+1/2) 1

Donde N es el numero de etapas de la seccion, Pe es el numero de Peclet y b es el flujo de retromez-

clado entre etapas. Cuando b es igual a 0, entonces el nimero de etapas se define de acuerdo con la

ecuacion (2):

N=Pe/2 2)
El nimero de Peclet esta definido por la ecuacion (3):
Pe=(V1_((rd) )*h_D)/Dax (3)
donde Dax es el coeficiente de dispersion axial (m2/s), y se calcula a pattir de la ecuacion (4):
D_ax=2.6D_r"1.5 U_g"0.5 “)

Donde Dr es el diametro del riser y Ugr es la velocidad superficial del gas en el riser.
Por otro lado, la altura de la dispersion (hD, en m) esta definida por la ecuacion (5):
b_(D )= b_L/(1g) ©)
hL es la altura de la fase liquida libre de gas (m) y eg corresponde al holdup del gas global; y se define
de acuerdo con la ecuacion (6):
e )AL )e(r) A ) e (d )/ (A_rtAd) ©)

donde Ar (m2) es el area transversal del riser, Ad (m2) es el area transversal del downcomer, er es el
holdup en el riser y ed es el holdup en el downcomer. Los valores de holdup estan definidos por las
ecuaciones (7) y (8) (Bello et al., 1985):

e=0.16(Ugr/ UL$)"0.57 (1+A )/ A )

g, 0.89() (8)

donde: ULt es la velocidad supetficial del liquido en el riser (m/s), y Ugt es la velocidad superficial del
gas en el riser (m/s).
La velocidad lineal de la fase liquida V1 (m/s) en el riser (t) o en el downcomer (d), se calculan a partir

de las ecuaciones de velocidad superficiales correspondientes:



VIr=ULt/(1-e_r) )
Vir (1-e_r YAr=VId(1-e_d )Ad a
VId=Vlr(1-e_r)Ar/(1-e_d )Ad (11)
El conjunto de ecuaciones (1 a 11) permite desarrollar la caracterizacion hidrodinamica del reactor.
Hay que recordar que, ademas de la hidrodinamica del reactor, el fenémeno de transferencia de masa

también depende de las propiedades reoldgicas del caldo de cultivo, que varfan conforme se desarrolla
el proceso (Doran, 1995).

Modelo cinético

Las expresiones cinéticas para la biomasa, sustrato, oxigeno y productos (endo y exo pectinasas) en
un cultivo por lotes se representan por un conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias (12 a 16)
dependientes del tiempo (Nufiez, 2014), que sugieren que el crecimiento microbiano de A. flavipes
(x) depende de la pectina (S) y el oxigeno disuelto (02,d) (Gémez Sanchez et al., 2012), por lo que la
p se expresa como una ecuacion de doble Monod; y que la formacion del producto esta parcialmente

asociada al crecimiento:

i ] . dx 5 024
Produccion de biomasa (x: 2 = hmax (Ks +.‘€) (Kﬂz.d +02.d) x (12)
Consumo de sustrato (§): % = — (Els) wmax (K;-S) (ﬁ) ¥
o ’
(13)
Generacion de producto (P)
L. S \_Pa
ar | oHmax (x5+.s') (ng_di-oz,d) gt 2 (14)
Oxigeno disuelto en la fase liquida (O r,_-t):
L . L T - e I -
ae — Kiallis — 1) Yapp K (KSH‘) (ngldwm) X3 (15)
Oxigeno en la corriente de gas (CG): % = K1.(Crs — C) (16)

donde p__es la velocidad especifica de crecimiento méxima, Ks es la constante de saturaciéon, KO2,d
es la constante de saturacion del oxigeno, Yxs es el rendimiento biomasa-sustrato, « es el coeficiente de
produccion asociado al crecimiento y B es el coeficiente de produccion independiente al crecimiento,
KLa es el coeficiente global de transferencia de oxigeno, CLs concentracion de oxigeno en equilibrio
entre la fase gas y la fase liquida, CG es la concentracion de oxigeno en la corriente de gas, Yx/o es el

rendimiento de la biomasa con respecto al oxigeno.



Tabla 1.

Ecuaciones empleadas para describir los elementos del cultivo por lotes de A. flavipes FP-500. Se esta-
blecen ecuaciones para cada una de las n etapas del riser (r), downcomer (d) y corona (c) del biorreactor
Airlift de tubo concéntrico de 10 L.

emento odelo cinético que lo describe ec-
El t Model t lod b S
cion
. aX, _ F Sir_ Cliy o
Biomasa = Trtamapy nr %)+ K#Si Koy #Clay 11 N R
X, ___F 7__ 5 Gl
at (Vc(l ) (X'” £ ) Ks+S:Kg, +CLc " € (18) c
dXig _ Sid CLig
at (- sd)( na-i = Xia) Ks+S,4Kc, +CLig " "7 (19) D
ds,, F T S CL;y
Sustrato T CIEETS) (Snr—i=5ir) =75 M i1 S KL+ CL (200| R
S, F 1 s, CL,
it ((l-¢)) (Sur-i=Sc) Yas " Ks + 35, KCL + CL, ¢ (21)] €
dS.g F 1 Sa ClLia
it (V,,,(l—s ))( na-i ~Sid) - ﬁ“Ks+sldKCL+CL,,dX“’ (22)] D
. dExo; cL;
Exopectinasas T ))( X0,-; — Ex0;,) + aExo “ms!mml i + BX; 23)| R
dExo; _ F CL,
at__ (Ve(1-g,) (Exony— — Exo) + aExo “Ks+s KCL¥CL, X + BX. (24) C
dExo;g F CL(d
at (Vd(l—fd)) (Ex0n4-i ~ Ex0iq) +aExo “Ks+51dKCL+CL . Xia + BXia (25) D
. dEnj, T CLyr ]
Endopectinasas & (Vr(l—s,.)) (Enyr—i — Enyy) + aBn p'Ks+S,,KCL+lCL SXir + BXir  (26) | R
dEn, ____F CLe
at  (Ve(1=-2,) (Enny—i = Enc) +aEn“Ks+s KCL+CL, e ¥ Bl (27) C
dEn; 4 CLiq
dt (Vd(l—sd))( Mnd—i — En“i) +akn ll1v(s+s a KCLACLy g Xia + BXia (28) D
Oxigeno disuelto R T (1-5 s (Clnr—i = CLiy) + KLa(CL, = CLiy) = dooXiy 9| R
(CL) ac, _ F
<= m(an,._i —CL;) + KLa(CL, — CL.) — qo2X; (30)| C
dCLid
At (Vd(l 27) (CLnd i Can) qo2Xia (31) D*
- dCGiy 1
Oxigeno en la e (VGM) (CGpy-i — CGia) — KLa(CL, — CLir) ;- (32)
fase gas (Cg) ace. 1
- = (VGHE )(cc;,,r_l CG.) — KLa(CLy —CLC);; (33)

*Bajo el supuesto de que la velocidad de deslizamiento de burbujas de aire es despreciable en el down-
comer, entonces la transferencia de masa en esta secciéon puede no ser considerada (Bello et al., 1985;
Guieysse et al., 2011).

Planteamiento del modelo en el BALTC

Dado que el riser y el downcomer del reactor Airlift tienen diferentes caracteristicas de flujo y mezcla-
do (Guieysse et al., 2011), y el volumen de retencién de gas en el liquido (¢) es diferente en cada una
de estas secciones (ver ecuaciones 7 y 8), es necesario plantear balances de materia dinamicos para las
diferentes etapas del riser y el downcomer. La corona exhibe un comportamiento de un tanque per-
fectamente mezclado, y puede ser tratada bajo las mismas consideraciones que la tltima etapa del riser
(Znad et al., 2004). Las ecuaciones declaradas en la Tabla 1 componen el conjunto de ecuaciones del
modelo matematico del BALTC, las cuales se programaron en Polymath 5.0 utilizando el método de
Runge-Kutta 45 para su solucion. Los valores de los parametros cinéticos se reportan en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros cinéticos empleados para resolver el modelo cinético establecido para la descrip-



cion de las especies a lo largo del cultivo sumergido de A. flavipes FP-500 en el biorreactor Airlift de

tubos concéntricos de 10 L

Parametro Valor Referencia
pmax 0.087 h-1 (Wolf et al., 2015)
KS 0.0703 g/L (Martinez-Trujillo et al., 2012)
KCL 0.001g/L (Znad et al., 2004)
Vr 3.504 L (Arauz, 2014)
Vc 3.148 L (Arauz, 2014)
Vd 3.981L (Arauz, 2014)

G 918 L/h (Vera et al., 2017)

F 192 L/h (Arauz, 2014)
O 1200 U/g,, o (Wolf et al., 2015)
Berso 1M1Ulg,. . .. (Wolf et al., 2015)
ag., 17.970U/g, (Wolf et al., 2015)
Bero 6 U9, (Wolf et al., 2015)
K. K La=4.78 (Merchuk et al., 1980)

[(F*Ar)]*0.997
o 2.2 9lg (Nuhez, 2014)
0.49 g/g (Fontana, 2009)

xs

Resultados y Discusion

Para la caracterizacion hidrodinamica del reactor y el calculo del numero de etapas para la seccion del
riser y el downcomer del BALTC, se utilizaron las siguientes dimensiones geométricas del BALTC
construido en el presente trabajo: Ar = 0.0033m2, Ad = 0.047 m2, Dr = 0.065 m y Dc = 0.095 m, asi
como los parametros hidrodinamicos, que se reportan en la Tabla 3 (Arauz, 2014).

El grado de mezclado del BALTC se aproximé con las siguientes etapas: 5 en el riser, una etapa inde-

pendiente en la corona y 4 en la seccion del downcomer.

Tabla 3.
Parametros hidrodinamicos del reactor usados para calcular el nimero de etapas a considerar.
Ugr Ui~ & &d &g Dax Vir Vid ht (m) ho
(m/s) (m/s) (m?/s) (m/s) (m/s) (m)
0.0775 0.3970 0.1522 0.1355 0.0799 0.0119 0.4683 0.3247 0.9935 1.313
*Ugy = nz:’::g In (1 + %) (Guieysse et. al., 2011). ** U,, = 0.23U%32 %0.97 n;57° (Popovi¢ y Robinson, 1988).

Las predicciones del modelo del cultivo de A. flavipes FP-500 para la produccion de endo y exopecti-
nasas, asi como la evolucién del crecimiento fungico, el consumo de sustrato, la transferencia de masa
del oxigeno y su consumo se muestran en la Figura 2. En esta sélo se presentan las concentraciones
de las especies en funcion del tiempo en la dltima etapa del downcomer, puesto que un tiempo de un
ciclo de recorrido de toda la columna (riser + corona + downcomer), conocido como tiempo espacial

(t_esp=H/[VI]_((,d)) ), no se observaron cambios significativos de estas especies.



6 12 10000

I —— 10

—Biomasa

——Endopectinasa
-==-Sustrato 8

=-==-Exopectinasas

o
Sustrato [g/L]

Endopectinasas /Exopectinasas (U/L)

80 100 120 0 20 80 100 120

60
Tiempo (h)

Figura 2. Evolucién de (A) biomasa y sustrato y (B) la producciéon de exo y endopectinasas por A.
flavipes FP-500 en un biorreactor ALTC de 10 L. de capacidad en modo intermitente con recirculacion,
flujo volumétrico de gas de 918 L/h.

Los resultados de la prediccion del modelo concuerdan con los datos experimentales reportados para
la produccién de pectinasas por A. flavipes FP-500 (Wolf et al., 2015). Por otro lado, en los analisis
del MNTS suele destacarse la evolucion del oxigeno disuelto y el de la fase gas, pero no se muestra la
evolucion de la biomasa, el sustrato o el producto.

En la Figura 3 se presentan los cambios de concentracién del oxigeno disuelto (Figura 3A) y la con-
centracion de oxigeno en la corriente de gas (Figura 3B) para cada una de las etapas del reactor. Los
resultados muestran que en las etapas que corresponden al riser, la transferencia de masa es mayor que
el consumo de oxigeno. Sin embargo, en el downcomer, el perfil de oxigeno disminuye significativa-
mente. Lo anterior es consistente, puesto que en la secciéon del downcomer no hay suministro de gas, y
el consumo de oxigeno por los microorganismos es mayor que la tasa de transferencia de masa.

La tendencia de los datos de oxigeno disuelto y oxigeno en la fase gas es similar a la que suele describir-
se con el MDA en los BALTC (Znad et al., 20006), aunque el MNTS muestra que el maximo consumo
de oxigeno disuelto y la maxima transferencia de oxigeno del gas al liquido, se obtiene en los tiempos

correspondientes a la fase exponencial del crecimiento fungico, y termina cuando se agota el sustrato

(aprox. 50h).
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Figura 3. Simulacién consumo de oxigeno fase liquida (A) y el consumo de oxigeno fase gas (B)
Los resultados de la simulacién basados en el modelo matematico propuesto, utilizando los parametros

cinéticos citados previamente en la Tabla 1, indican que el modelo provee una adecuada descripcion

de la evolucién del cultivo.
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Conclusiones
El modelo propuesto describe adecuadamente los cambios transientes de las especies involucradas en
el cultivo y permite comprender mejor la transferencia de oxigeno en reactores de tipo Airlift. Ademas,

puede ser utilizado en estudios de disefio similares.
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