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Editorial
La quimica y el COVID

El Carbono, Hidrogeno, Oxigeno y Nitrégeno son conocidos como los atomos de la vida ya que poseen caracteristicas quimicas
como baja masa atdmica, electronegatividad y capacidad para formar enlaces covalentes estables, fuertes y de alta energia; lo que
permite que se unan entre si formando las biomoléculas que sustentan la vida como los acidos nucleicos (DNA y RNA), las proteinas,
los carbohidratos y los lipidos. Dentro de estas moléculas, los acidos nucleicos son las moléculas portadoras de la informacion
genética, mientras las proteinas son las unidades funcionales de las células, y la célula es la unidad fundamental de la vida, a su
vez una célula requiere proteinas, carbohidratos y lipidos para llevar a cabo sus funciones vitales basicas. En la naturaleza, ademas
de las células, existe un grupo de entidades llamados virus que son un ensamblaje de moléculas proteinicas, cuyas instrucciones
estan codificadas en un genoma de DNA o RNA y son capaces de generar particulas virales una vez que infectan a su huésped
como el SARS-CoV-2, responsable de la reciente pandemia COVID19. Un virus como tal no es considerado un ser vivo, ya que
no cumple con los criterios de la teoria celular, que como se menciond es la unidad fundamental de la vida. Es paraddjico que un
conjunto de moléculas que mimetizan a un organismo vivo sea capaz de generar pandemias como la que nos ocupa actualmente,
y mas aun que la extraordinaria coevolucion de estas particulas, perfectamente ensambladas, se lleve a cabo en todos los grupos de
seres vivos, desde una bacteria hasta un mamifero, entre ellos el ser humano. El virus del SARS-CoV-2 posee un genoma de RNA
con polaridad positiva y un tamano de 29,903 nucleo6tidos; este genoma codifica todas las proteinas necesarias para reconocer a
la célula huésped, secuestra la maquinaria celular que le permite copiar su genoma y generar sus propias proteinas estructurales
que ensamblan nuevas particulas virales, iniciando un nuevo ciclo de infeccion a mas células e incluso otros individuos. Dentro
de estas particularidades la proteina spike y la de la nucleocapside son de particular importancia para la infeccién eficiente del
virus, en el primer caso spike le permite reconocer a la célula huésped y entrar en ella; mientras que la proteina de la nucleocapside
le permite proteger su genoma y garantizar su linaje viral con la menor cantidad de cambios. En el caso de la célula huésped, se
sabe que la molécula responsable del reconocimiento virus-célula es la proteina de la Enzima Convertidora de Angiotensina 2
(ACE2 por sus siglas en ingles) y dentro de sus particularidades se encuentra que el gen que codifica la ACE2 se encuentra en el
cromosoma Xp22.2, tiene una extension de 89,015 nucledtidos dentro del cual se reconocen 22 exones y se procesa en un mRNA
de 2,599 nucledtidos que da lugar a una proteina de 805 aminoacidos. Esta proteina ACE2 se expresa ampliamente en pulmones,
intestino, rifidn, vejiga, corazon, testiculos y otros 6rganos, lo que explica la capacidad del virus para infectar diversos tipos celulares.
Ademas, se ha identificado hasta 1,700 variantes polimorficas de la ACE2 en diferentes poblaciones humanas y algunas de ellas
se encuentran en los dominios de interaccién que son cruciales en el reconocimiento virus-huésped, asi como la respuesta celular.
Todo lo anterior explica 1) la capacidad del virus para infectar multiples tipos celulares y por lo tanto afectar varios érganos, 2)
las diferencias de la severidad de la enfermedad al estar la ACE2 en un cromosoma sexual y 3) los polimorfismos en ACE2 que
impiden el reconocimiento o la internalizacion del virus, explica porque algunos individuos son portadores asintomaticos que solo
presentan problemas leves como dolor de cabeza o de garganta. Esta reflexion nos recuerda el origen comun de las biomoléculas
y el posible origen de la vida, asi como el modo en que la evolucion actia mediante ensayo y error en el material genético, lo que
explica que estas entidades llamadas virus tengan éxito y puedan mantener activos sus linajes, en la espera de la aparicion de

nuevas mutaciones como resultado de estos procesos evolutivos.

Dra. Rebeca Pérez Morales
Profesora Investigadora Facultad de Ciencias Quimicas, UIED
Miembro de la Sociedad Mexicana de Genética Humana y

Sociedad Mexicana de Toxicologia
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(Bioenergética, proteinas, metabolismo, productos bioactivos)
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Enfoque in silico del potencial sitio alostérico presente en el Factor de Necrosis Tumoral
alfa para la union de los triterpenoides de Ganoderma lucidum.

'Valdez-Solana Ménica A., 'Ventura Garcia Erica K., 'Corral Guerrero Ivan A., >Guzman de Casa Atahualpa,
'Meza-Velazquez Jorge A., 'Aguilera Ortiz Miguel, "Sierra-Campos Erick.

Laboratorio A de investigacién. Facultad de Ciencias Quimicas Posgrado. UJED, Gémez Palacio

*Cinvestav Irapuato
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RESUMEN

Este estudio se centr6 en el analisis in silico de los dcidos
ganodéricos contra el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) para reducir la inflamacién y los trastornos
relacionados causados por la desregulaciéon del TNF-a.
A través del servidor en linea “Swiss Target Prediction”
se encontré que los acidos ganodéricos podrian ser
potenciales inhibidores de TNF-a. Posteriormente, con
ayuda de AllositePro se localiz6 el mejor sitio alostérico
presente en la proteina con un puntaje de 0.829. Ademas,
con GalaxyDock se realizé el modelado molecular de
cuatro acidos ganodéricos y se encontr6 que el acido
ganodérico C es el compuesto que presenta la mejor
energia de union (-25.03 kcal/mol) y forma cinco puentes
de hidrogeno con Arg82D, Asn92B, Leu93D, Asn92D,
GIn128B y cinco interacciones hidrofébicas con GIn125D,
Val91B, Phe124B, Arg82B y Leu93B. Estos resultados
sugieren que Ganoderma lucidum podria ser una fuente
de inhibidores naturales para TNF-a.

Palabras clave: Ganoderma lucidum, acidos ganodéricos,
factor de necrosis tumoral alfa, bioinformatica.

ABSTRACT

This study focused on the in silico analysis of ganoderic
acids against tumor necrosis factor alpha (TNF-a) in
reducing inflammation and related disorders caused by
TNF-a dysregulation. Through the online server “Swiss
Target Prediction” it was found that ganoderic acids
could be potential inhibitors of TNF-a. Subsequently,
with the help of AllositePro, the best allosteric site
present in the protein was located with a score of 0.829.
In addition, with GalaxyDock, molecular modeling of
four ganoderic acids was carried out and it was found
that ganoderic acid C is the compound that presents
the best binding energy (-25.03 kcal/mol) and forms
five hydrogen bonds with Arg82D, Asn92B, Leu93D,
Asn92D, GIn128B, and five hydrophobic interactions
with GIn125D, Val91B, Phe124B, Arg82B, and Leu93B.
These results suggest that Ganoderma lucidum could
be a source of natural inhibitors for TNF-a.

Keywords: Ganoderma lucidum, ganoderic acids, tumor
necrosis factor alpha, bioinformatics.
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INTRODUCCION

Los hongos filamentosos son capaces de responder a
diferentes demandas para el desarrollo de alimentos
funcionales, nutracéuticos y sustancias bioactivas
que puedan ser utilizadas como medicamentos
o en la industria alimentaria, ya sea mediante el
aprovechamiento de su biomasa o de los metabolitos
que producen.

Ganoderma lucidum Karst un hongo medicinal,
perteneciente a Basidiomycetes, Aphyllophorales,
Ganodermataceae, es extensamente utilizado de forma
terapéutica por la medicina oriental. Los polisacaridos
y triterpenoides son los principales componentes de
Ganoderma lucidum considerados responsables de la
mayor parte de sus actividades farmacolégicas por
ejemplo, aumento de energia, mejora del sistema inmune
y aumento de longevidad y salud (Cheng et al., 2013).

Los acidos ganodéricos son una clase de triterpenoides
estrechamente relacionados (derivados del lanosterol)
que se encuentran en los hongos del género Ganoderma.
Los triterpenoides son lanostanos altamente oxigenados,
y hasta el momento se han aislado més de 140
triterpenoides de los cuerpos fructiferos, esporas y
micelios de G. lucidum (Guo et al., 2013). Hay docenas de
acidos ganodéricos que se han aislado y caracterizado, de
los cuales el acido ganodérico A, B, Cy el dcido desacetil
ganodérmico F son los mejor caracterizados (Figura 1).

Recientemente se reporté6 que el acido desacetil
ganodérico F (DeGA F) inhibié6 la produccién de NO
desencadenada por lipopolisacarido (LPS) y la expresion
deiNOS, afectando asila secrecion y los niveles de ARNm
de citoquinas inflamatorias relativas. DeGA F inhibi¢ la
activacion inducida por LPS de la via NF-xB, como lo
demuestra la disminucién de la fosforilacion de IKK e IxB

Acido ganodérmico A

Acido ganodérmico B

y la translocaciéon nuclear de P65. In vivo, el tratamiento
con DeGA F inhibi6 eficazmente la producciéon de NO en
embriones de pez cebra. Ademads, DeGA F suprimi6 los
niveles séricos de citoquinas proinflamatorias, incluidas
TNF-a e IL-6 en un modelo de ratones estimulados con
LPS. DeGA F redujo la respuesta inflamatoria al suprimir
la activacion de microglia y astrocitos, ademds, suprimi6
la activaciéon de NF-«xB inducida por LPS en cerebros de
ratones. En conjunto, DeGA F exhibi6 notables efectos
antiinflamatorios y un prometedor potencial terapéutico
para las enfermedades asociadas a la inflamacién neural
(Sheng et al., 2020). Ademas, el acido ganodérico B
(BB) redujo significativamente el peso seco/htmedo
del pulmén y la actividad mieloperoxidasa, restaur6
los cambios histopatolégicos pulmonares. BB también
aument6 SOD, disminuyé MDA, TNF-a, IL-1B e IL-6 en
ratones y células A549. Ademads, BB inhibi¢ la via Rho/
NF-kB en ratones y células A549. BB tiene un efecto
protector sobre la neumonia inducida por LPS en ratones,
y su mecanismo esta relacionado con la regulacion de
la via de senalizaciéon de Rho/NF-kB (Shi et al., 2020).

En base a los antecedentes mencionados, se podria
especular que los dcidos ganodéricos afectan a una serie
de vias de sefializaciéon para llevar a cabo su funcién
terapéutica. Sin embargo, no existe evidencia de la
interaccion directa de estos compuestos con algtn blanco
especifico de la via de sefalizacion.

El uso de métodos computacionales en el disefio
de farmacos, ha llevado al descubrimiento de varias
moléculas similares a faArmacos que se encuentran en
ensayos clinicos, reduciendo asi tiempos y costos de
desarrollo (Lin et al., 2020; Zheng et al., 2013). Ademas,
este campo ha cobrado impulso para encontrar nuevos
inmunomoduladores contra enfermedades inmunitarias

con fines inmunoterapéuticos (Romano & Tatonetti,
2019).

Acido ganodérmico C

Acido desacetil ganodérico F

Figura 1. Cuerpo fructifero de Ganoderma lucidum y sus principales triterpenoides

REMDIS Vol. 2, No. 16. Octubre 2022 ISSN: 2594-1445
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SwissTargetPrediction es una herramienta web, en
linea desde 2014, que tiene como objetivo predecir
para moléculas pequenas (incluye fitoquimicos) cuales
sus blancos proteicos mas probables. Las predicciones
se basan en el principio de similitud, a través de la
proyeccién inversa. En la nueva version, las predicciones
se realizan mediante la busqueda de moléculas
similares, en 2D y 3D, dentro de una coleccién mas
grande de 376,342 compuestos que se conocen que son
experimentalmente activos en un conjunto ampliado
de 3,068 blancos macromoleculares(Daina et al., 2019).

La metodologia de acoplamiento molecular explora
el comportamiento de las moléculas pequenas a un
sitio de unién en una proteina blanco (Pagadala et al.,
2017). Uno de los servidores de modelado molecular
ampliamente empleados es GalaxyDock, que da cuenta
de la flexibilidad de las cadenas laterales de las proteinas
preseleccionadas mediante la optimizacion global de
una funcién de energia basada en AutoDock capacitada
para el acoplamiento flexible de las cadenas laterales.
Ademas, el algoritmo de este programa de acoplamiento
molecular realiza una btisqueda en el que se evalaa
recursivamente la conformacién del ligando hasta
alcanzar la convergencia a la energia minima. Finalmente,
se emplea una funcién de puntuacién de afinidad, AG [U
total en kcal/mol], para clasificar las posturas candidatas
como la suma de las energias electrostética y de van der
Waals. Las fuerzas impulsoras de estas interacciones
especificas en los sistemas biol6gicos apuntan hacia la
complementariedad entre la forma y la electrostatica de
las superficies del sitio de unién y el ligando o sustrato
(Shin & Seok, 2012).

Pub@hem | |
ubChem _»\

Ac. ganodérico (A, B, Cy F)

Obtencién Canonical SMILES

V

CHEMINFORMATICS TOOLS

Desarrollo de los
conférmeros

SwissTargetPrediction ‘

PROTEIN DATA BANK
d TNF-a Obtencién
Busquedo de potenciales
ligandos

<

El uso de moduladores alostéricos como agentes
terapéuticos contra los ligandos ortostéricos clasicos tiene
enormes ventajas, que incluyen una mayor especificidad,
menos efectos secundarios y menor toxicidad. Por lo
tanto, la prediccion computacional de sitios alostéricos
en proteinas esta recibiendo una mayor atencion en el
campo del descubrimiento de farmacos. Allosite es una
herramienta automaética recientemente desarrollada para
la prediccion de sitios alostéricos en proteinas de interés
y ahora estd disponible a través de un servidor web
(Huang et al., 2013).

Este estudio se centré en el descubrimiento de blancos
moleculares mediante andlisis in silico para los acidos
ganodéricos para reducir la inflamacion y los trastornos
relacionados causados por la desregulacion de diversas
vias de senalizacion.

MATERIALES Y METODOS

En la Figura 2 se muestra el proceso de trabajo, donde
inicialmente se obtuvieron los formatos “Canonical
SMILES” de cada acido ganodérico (A, B, Cy F) a través
de la base de datos PUBCHEM (https:/ /pubchem.ncbi.
nlm.nih.gov). Por ejemplo, para el 4cido ganodérico A,
el formato canonical SMILE es:

CC(CC(=0)CC(C)C(=0)0)C1CC(C2(C1(CC(=0)
C3=C2C(CCAC3(CCC(=0)C4(C)C)C)0)C)C)O

A continuacion, el formato canonical SMILE se
coloca en el servidor de Swiss Target Prediction
del Swiss Institute of Bioinformatics (http://
swisstargetprediction.ch/).

(==}
N

PDB ID: 2AZ5

Idenhf‘cuaon de poiencmles
sitios alostéricos

esfructura
tridimensional

* GalaxyWeb-SNU

GalaxyWEB]]

Modelado molecular |

Figura 2. Diagrama de flujo de la cronologia de programas empleados para la
obtencién de resultados del presente estudio.
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La estructura tridimensional de la proteina blanco
se descarg6 de la base de datos de proteinas (PDB,
por sus siglas en inglés) mediante el siguiente
enlace: https://www.rcsb.org/. Para este trabajo
se selecciond la estructura 2AZ5.

Para el desarrollo de los conformeros de cada
acido ganodérico (A,B, Cy F) se emple6 el formato
canonical SMILES y con el apoyo del servidor en
linea Cheminformatics Tools and Databases for
Pharmacology en el enlace https://chemoinfo.
ipmc.cnrs.fr/LEA3D/drawonline.html

Para el modelado molecular se emple¢ el servidor
en linea GalaxyWeb-SNU con la aplicacion
GalaxyDockWEB con el enlace de acceso:
https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.
cgi?type=DOCK

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante el buscador Swiss TargetPrediction se encontrd
que varios acidos ganodéricos son potenciales ligandos
del factor de necrosis tumoral a (TNF-alfa) ya que
presentan un valor de probabilidad de 0.868. Ademas,
estos compuestos pueden inhibir otras enzimas, pero
su probabilidad es baja (Tabla 1). Por lo cual se decidié
realizar un estudio mas afondo para conocer cémo estos
compuestos pueden interactuar con el TNF-a.

El TNF-a es una citocina secretada por los macréfagos
en respuesta al choque séptico, agentes inflamatorios
y caquexia. El TNF-a desempefia un papel clave en el
sistema inmunitario y la muerte celular (p. ej., apoptosis
y necrosis) (Sethi et al., 2009). El TNF-a esta involucrado

en una serie de enfermedades autoinmunes, como la
psoriasis, la enfermedad inflamatoria intestinal, la
artritis reumatoide, la esclerosis sistémica, el lupus
eritematoso sistémico, la esclerosis multiple, la diabetes
y la espondilitis anquilosante (Idriss & Naismith, 2000).
Dado que el TNF-a es un mediador importante en
infecciones y tumores, se han desarrollado una serie de
agentes biologicos dirigidos al TNF-a para el tratamiento
del cancer y la autoinmunidad (Caminero et al., 2011).

Las terapias preventivas contra el TNF-a pueden reducir
los sintomas de estas condiciones patoléogicas. Se puede
observar una mejora significativa en el tratamiento de
la enfermedad relacionada con el TNF-a al alterar la
interaccion entre el receptor TNF-a/TNF-a (Jackson,
2007), por lo tanto, dirigirse a esta interfaz proteina-
proteina puede ser una terapia eficaz (Silva, L. C et al.,
2010). Por lo general, los anticuerpos monoclonales se
usan contra el TNF-a; sin embargo, estos anticuerpos
tienen varios efectos secundarios y tienen un alto costo
(Bullock et al., 2019).

Por tanto, se realizé6 una busqueda de la estructura
tridimensional de TNF-a en la base de datos de proteinas
(PDB) y se selecciond la estructura 2AZ5, la cual se obtuvo
mediante su expresion en Escherichia coli BL21 (DE3)
mediante difraccién de rayos equis con una resolucién
de 2.1 A. A continuacion, se emple¢ el servidor AlloSite
de la Universidad de Shanghai Jiaotong para identificar
los potenciales sitios alostéricos méas significativos de
acuerdo a los puntajes de perturbacién y AllositePro
presentes en la estructura tridimensional de TNF-q, los
cuales se muestran en la Tabla 2. La segunda cavidad
present6 los mejores resultados con un volumen de

Tabla 1. Resultados de la busqueda del blanco molecular de los acidos ganodéricos sobre las
proteinas de humano de acuerdo al buscador Swiss Target Prediction.

3 Known
Target C(::l:::n Unllgrot Ch];:gl BL 'léall;gsest Probability active
(3D/2D)
TNF-alpha TNF PO1375 1825 Secreted ) 0(8889810065 10/ 8
protein
Nitric oxide
synthase inducible NOS2 P35228 4481 Enzyme  0.224774771492 8 /21
(by homology)
Squalene FDFTI  P37268 3338  Enzyme 0150460995568 115/ 1
synthetase
Protein FNTA P49354
farnesyltransferase  FNTB P49356 2094108 Enzyme  0.142209034952 196 / 13
Niemann-Pick C1- Other
. . NPCIL1 Q9UHC9 2027 membrane 0.133944629355 0/ 11
like protein 1 .
protein
Nuclear receptor Nuclear
ROR-alpha RORA P35398 5868 receptor 0.133944629355 0/3
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Tabla 2. Resultados de los potenciales sitios alostéricos presentes en el TNF-a

Pocket Total Feature Perturbation = AlloSite = Druggability
Volume SASA Score Score Score
711.05 291.49 0.826 0.367 0.734 0.878
843.31 385.13 0.786 1.00 0.829 0.079
720.30 283.10 0.841 0.485 0.770 0.772
1275.93 577.13 0.546 1.00 0.637 0.463
963.63 432.35 0.386 1.00 0.509 0.138
417.07 250.33 0.394 1.00 0.516 0.018
383.95 247.13 0.649 1.00 0.719 0.117

843.31, un valor de SASA total de 385.139, un puntaje
caracteristico de 0.786, un puntaje de perturbacién de
1.0 y un puntaje de alosteria de 0.829.

Volumen del bolsillo (pocket volumen): volumen del sitio
alostérico predicho.

SASA total: drea de superficie accesible al solvente del
sitio alostérico.

Puntaje de caracteristica (Feature Score): Es un rango de
0 a1 que se deriva de un modelo de regresion logistica,
el cual se basa en las caracteristicas topoldgicas y
fisicoquimicas del sitio alostérico.

Puntaje de perturbacién: Evalta el efecto alostérico
(cambios dindmicos de la proteina) inducidos por un
pseudo-ligando empleando un anélisis de modo normal.

Puntaje Allosite: Este valor se obtiene de la combinacién
del puntaje de caracteristica y del puntaje de perturbacion.

En la Figura 2 se muestra el sitio alostérico entre la
interfase de la subunidad B y D (A) y las interacciones

\.\“ ~ ,.

no covalentes entre el acido ganodérico C y la proteina
TNF-a (B).

Aligual que el acido ganodérico C, los otros triterpenoides
ensayados presentan energias de union similares y solo
varian un poco en el nimero de puentes de hidrogeno
e interacciones hidrofébicas que forman con el sitio
alostérico de TNF-a, esto se debe a que todos los
compuestos presentan una estructura muy semejante y
solo el estado de oxidacién de los oxigenos de los grupos
carbonilo y/o alcohol son diferentes (Tabla 3 y Figura 1).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF), originalmente
descubierto por su actividad antitumoral, es una de las
citocinas més pleiotrépicas que acttia como factor de
defensa del huésped en las respuestas inmunoldgicas
e inflamatorias. Aunque la actividad antitumoral y la
mediacion de la inflamacién por parte del TNF podrian
ser beneficiosas para el huésped, ahora se sabe que el
TNF no regulado es la base para el desarrollo de varias
enfermedades, incluido el shock séptico, la enfermedad
consuntiva, la caquexia y varias enfermedades
inflamatorias y/o autoinmunes.

Gia 125D}

Arg82D)

Gin 125(B),

Figura 2. Interacciones no covalentes entre el dcido ganodérico C y la proteina

TNFa.
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Tabla 3. Tipo de interacciones que estabilizan los 4dcidos ganodéricos y al sitio alostérico de TNFa.

Acido Residuos que forman Residuos con Interacciones | Energia de unién
ganodérico puentes de hidrogeno hidrofébicas (kcal/mol)
A Arg82D, Asn92D, Ser95D Val91D, Val91B, Asn92B, -24.00
Arg82B, Leu93D, Leu93B,
Phel24D, Phe124B
B Arg82B, Glul27B, Asn92D Glu53D, Phel24D, Leu93D, -24.33
Val91D, Leu93D, Val91B
C Asn92B, Arg82D, Leu93D, GIn125D, Val91B, Phel24B, -25.03
Asn92D, GIn128B Arg82B, Leu93B
F Glul27B, Arg82B, Asn92D, Asn92B, Leu93B, Val91B, -24.61
Leu93D, Arg82D Val91D, GIn125B

Se sabe que los fitoquimicos, como curcumina, shogaol,
paradol y el equol tiene funciones cruciales en la
inhibicién del TNF-a con efectos secundarios menores
(Subedi et al., 2020). Recientes hallazgos han sugerido que
los fitoquimicos, como el isotiocianato de alilo (AITC), la
apigenina, la naringenina y la miricetina, la quercetina
y el kaempferol muestra potencial para controlar los
trastornos neuronales al inhibir la producciéon de TNF-a
(Zahedipour F et al., 2022). Ademas, el 6-shogaol, el
gingerol y sus derivados de Ginger (Zingiber officinale),
llevan gran potencial para limitar la actividad del TNF-q,
ya sea inhibiendo la unién o induciendo la degradaciéon
(Morvaridzadeh et al., 2020).

Hericium erinaceus inhibi6é notablemente la angiogénesis
inducida por TNF-a en células endoteliales EA.hy926
humanas a través de la regulaciéon negativa de la
sefializacion de MMP-9/NF-kB y la regulacién positiva
de genes antioxidantes mediados por Nrf2 (Chang et
al., 2016).

Los hongos White Button y Honey Brown (ambos Agaricus
bisporus), Shiitake (Lentinus edodes), Enoki (Flammulina
velutipes) y hongo ostra (Pleurotus ostreatus) fueron
probados para determinar su actividad antiinflamatoria
en lipopolisacaridos (LPS) e interferén-y (IFN-y) en
macréfagos RAW 264.7 murinos activados. Se pudo
detectar una potente actividad antiinflamatoria (IC50 <
0,1 mg/ml), medida como inhibicién de la produccién de
6xido nitrico, en todas las preparaciones de champifiones
crudos, pero solo en ostra cruda (IC,, = 0,035 mg/ml),
shiitake (IC,, = 0,047 mg/mL). mL) y hongos Enoki
(IC,, = 0,099 mg/ml) también mostraron una potente
inhibicién de la produccion de TNF-a (Gunawardena
etal., 2014).

A pesar de que existen estudios que reportan como
los extractos de Ganoderma lucidum pueden inhibir
significativamente la liberacion de IL-8, IL-6, MMP-

2 y MMP-9 en células cancerosas en condiciones
proinflamatorias (Barbieri et al., 2017) y que compuestos
aislados como el acido triterpénico ganodérico C1 (GACI)
puede inhibir la produccién de TNF-a y otras citocinas
proinflamatorias por parte de las células mononucleares
de sangre periférica de la enfermedad de Crohn debido
al bloqueo de la activaciéon de NF-kB (Liu et al., 2015).
Ninguno de estos antecedentes menciona la posibilidad
de que algtin componente del extracto de Ganoderma
lucidum actue como un inhibidor de TNF-a. Por tanto,
este estudio es el primero en demostrar por analisis in
silico que los acidos ganodéricos pueden interactuar
directamente con el TNF-a al unirse a un sitio alostérico
preformado entre las subunidades By D de la proteina.

CONCLUSION

Este estudio demostré por primera vez un sitio alostérico
en la interface de las subunidades B y D de TNF-a, en
el cual se pueden unir los dcidos ganodéricos presentes
en Ganoderma lucidum. Sin embargo, es necesario
realizar ensayos experimentales para demostrar que
los triterpenoides son inhibidores de TNF-a.
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RESUMEN

Los fenoles son compuestos quimicos ampliamente
utilizados en la agricultura como plaguicidas, herbicidas,
germicidas, fungicidas, entre otros. Su uso extendido los
ha convertido en contaminantes comunes con efectos
toxicos en animales y plantas. Por tanto es importante el
desarrollo de métodos sensibles y fiables para detectar
estos compuestos. Una alternativa a los métodos
tradicionales de analisis para detectar compuestos
especificos es el uso de enzimas como las peroxidasas
de chayote (Sechium edule) capaces de detectar de manera
especifica contaminantes fenodlicos en el ambiente.

El extracto enzimatico de chayote crudo fue utilizado para
la deteccion selectiva de contaminantes como guayacol,
fenol, catecol, 4-aminofenol y anilina. La actividad
enzimética de las peroxidasas de chayote fue analizada
por espectroscopia UV-Vis siendo la concentracion
minima detectable de compuestos fenélicos de 10 mM.

El extracto enzimatico crudo presenté actividad
equiparable después de hasta 15 dias de almacenamiento
en refrigeracion lo que muestra una alta estabilidad con
respecto al tiempo.

Palabras clave: peroxidasa, actividad enzimatica,
contaminantes fenolicos.

ABSTRACT

Phenols are chemical compounds widely used in
agriculture as pesticides, herbicides, germicides,
fungicides and others. Its widespread use has become
them common contaminants with toxic effects in animals
and plants. It is therefore important to develop sensitive
and reliable methods to detect these compounds. An
alternative to the traditional methods of analysis to
detect specific compounds is the use of enzymes such
as peroxidases from chayote (Sechium edule), which
can detect specifically phenolic contaminants in the
environment.

The raw enzymatic extract from chayote can be used
for specific detection of contaminants such as guaiacol,
phenol, catechol, 4-aminophenol and aniline. The
enzymatic activity of this extract was analyzed by
UV Vis spectroscopy, being the minimal detectable
concentration of phenolic compounds of 10 mM. This
extract showed an enzymatic activity comparable after
up to 15 days at fridge storing, which indicates a high
stability with the time.

Keywords: Peroxidase, enzyme activity, phenolic
pollutants.
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INTRODUCCION

Los fenoles estan dentro de las 50 sustancias quimicas
mas producidas a nivel mundial. Estos son compuestos
quimicos, ampliamente utilizados en la industria
agricola, farmacéutica, papelera, de plasticos, textilera,
de petrdleo, entre otras. Su uso extendido los ha
convertido en contaminantes comunes con efectos
toxicos en animales y plantas (Su & Ruey, 2009).
Dependiendo del niimero de sustituyentes y su posicion
en el anillo aromatico esta toxicidad puede ser variable
siendo todos persistentes en el medio ambiente. Una
alternativa a los métodos tradicionales de anélisis
para detectar fenoles de manera especifica es a través
del uso de enzimas peroxidasas, las cuales catalizan
la reaccion de oxidacién de estos compuestos dando
lugar a la formacién de productos coloreados los cuales
pueden ser cuantificados por técnicas colorimétricas o
espectrofotométricas simples. Las peroxidasas pueden
ser extraidas de fuentes vegetales o microbianas. Entre
los vegetales empleados para tal fin destaca Sechium
edule, también conocido comtinmente como chayote.
Este vegetal es de uso comun en las cocinas mexicanas
y es facilmente disponible en los supermercados locales
y de bajo costo, ademés de que se ha reportado, contiene
altas concentraciones de peroxidasas con una alta
actividad catalitica. Por lo cual el objetivo de este trabajo
es obtener un extracto enzimatico crudo de Sechium edule
con alta actividad catalitica del tipo peroxidasa y evaluar
su efectividad en la deteccion de diversos compuestos
fendlicos.

Justificacion.

El fenol y sus derivados clorados, nitrados y alquilados
han sido definidos como contaminantes peligrosos y
estan incluidos en la lista de sustancias peligrosas y
contaminantes prioritarios de la Comunidad Europea
(CE) y de la Agencia de Protecciéon Ambiental
Norteamericana (EPA). Su detecciéon rapida y oportuna
evitarfa que alimentos contaminados pudieran ser
comercializados en el mercado, ademds de que permitiria
hacer analisis de aguas de desecho industrial en campo
y en tiempo real. Por tanto, es importante el desarrollo
de métodos sensibles y fiables para su deteccién. Los
procesos enzimaticos ademds de ser muy especificos
permiten realizar anélisis en segundos, mientras que el
uso de extractos enziméticos crudos reduce el costo de
estos y los hace asequibles.

MATERIALES Y METODOS

Para el proceso de extracciéon de peroxidasas se emple6
un buffer de fosfatos de pH 0.1 M el cual fue utilizado
para triturar y homogeneizar el material vegetal. Esta
mezcla fue dejada en refrigeracion a 4°C durante 24
h y posteriormente fue centrifugada a 4°C y 10000
rpm durante 20 min en una centrifuga refrigerada
Thermoscientific. Después del centrifugado el sélido
fue desechado y el sobrenadante fue utilizado como
extracto enzimatico crudo para su uso en la deteccion
de fenoles por via espectrofotométrica usando un
especrtrofotémetro Genesys UV10.

En una etapa por separado, el extracto enzimatico fue
sometido a un proceso de concentracién por precipitacion
utilizando sulfato de amonio al 80%. El precipitado fue
recuperado por centrifugado a 4°C y 10000 rpm por 30
minutos.

La cuantificaciéon de actividad catalitica del extracto
crudo y el concentrado fue realizado usando guayacol
50 mM y peréxido de hidrégeno 24.6 mM en buffer
fosfatos 0.1 M, pH 7.0 midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro UV-VIS a 436 nm.

La capacidad de las peroxidasas para detectar diferentes
contaminantes fendlicos fue determinada frente a
fenol, catecol, 4-aminofenol y anilina; con diferentes
concentraciones desde 10 hasta 100 mM para establecer
los limites de deteccion del extracto enzimatico.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1, se muestran los resultados de actividad
enzimatica del extracto crudo de peroxidasas, ademés
de la del extracto parcialmente purificado con sulfato
de amonio. Aqui se observa que no hay diferencia
apreciable en ambas actividades por lo que se reporta
en lo subsecuente el uso del extracto enzimético crudo
por obtenerse a través de un proceso que emplea menos
tiempo, es de menor costo y presenta actividad similar al
purificado. La actividad enzimatica de las peroxidasas
extraidas de chayote es similar a las reportadas por
(Villegas et al., 2003) para obtencion de enzimas con
aplicacion biotecnolégica.

Tabla 1. Determinacién de actividad enzimatica
peroxidasa en diferentes extractos enzimaticos.

Tipo de extracto Actividad enzimaética
Enzimatico (DO) a 436 nm
Crudo 0.904
Concentrado 0.895
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La actividad enzimatica del extracto crudo de chayote
fue evaluada en funcién del tiempo de almacenamiento
a4°C, midiendo su actividad recién obtenido y después
de 8 dias, esto con el fin de establecer las condiciones
mas adecuadas para su almacenamiento. En la Tabla
2 se presenta la actividad enzimatica en los diferentes
tiempos de estudio; de aqui se observa que después
de una semana la actividad enzimaética no se reduce
de manera importante. De igual manera se evalué
después de 2 semanas sin presentar variaciones en los
valores de actividad. Por tal motivo es posible establecer
que las peroxidasas obtenidas del extracto crudo a
partir de chayote son estables bajo las condiciones de
almacenamiento manteniendo su actividad enzimatica
a 4°C sin pérdida significativa de actividad. (Gutiérrez,
2011).

Tabla 2. Actividad peroxidasa con respecto al tiempo de
almacenamiento del extracto crudo.

Extracto crudo de chayote Actividad enzimatica
(DO) a 436 nm
Fresco 0.904
Después de 8 dias de
almacenamiento 0.877

Efecto de la concentracién de peréxido de hidrégeno

La determinacién de la actividad enzimatica fue
realizada utilizando diferentes concentraciones del
agente oxidante empleado como cofactor. Para este fin
se evaluaron las concentraciones de 6.15,12.3,18.45, 24.6
y 30.75 mM de H,O,. Los resultados de esta evaluacién
se presentan en la Figura 1.

Como puede observarse en la Figura 1 a concentraciones
de24.6 mMde H,O, existe un valor maximo enlaactividad
enzimatica, el cual comienza a disminuir conforme se
incrementa la concentracion de oxidante. Esto es debido

a que las peroxidasas catalizan la oxidacién de un amplio
namero de sustratos orgénicos e inorgéanicos, debido
a la presencia de un grupo prostético hemo en su sitio
activo y utilizan el peréxido de hidrégeno como sustrato
oxidante (Duarte et al., 2001). Sin embargo, en presencia
de un exceso de agente oxidante este grupo puede sufrir
oxidacién inhibiendo la actividad catalitica por efecto
de oxidacién de este grupo. En estudios subsecuentes
se establece 24.6 mM de H,O, como la concentracion
6ptima para determinacion de actividad enzimatica
frente a los diferentes sustratos fendlicos de este estudio
(Calderon et al., 2008).

Efecto de la concentracion de sustrato

Una vez determinada la concentraciéon de oxidante
adecuado, se llevdé a cabo la reaccién enzimaéatica
utilizando diferentes concentraciones de guayacol,
sustrato oxidable mas usado en la determinacién de
actividad peroxidasa. Este es transformado por accién
de la enzima en un complejo coloreado de tetraguayacol
el cual es facilmente cuantificado por espectroscopia
UV-VIS (Jebara et al., 2005).

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2, en
donde se observa que El comportamiento enzimético
es de tipo Michaeliano (Nelson, 2000) teniendo un
comportamiento lineal con concentraciones de sustrato
por debajo de 20 mM. Aunque a concentraciones de
50 mM la actividad enzimética aumenta, el cambio
no representa un aumento importante, por lo que es
posible establecer que el extracto enzimatico crudo de
Sechium edule puede ser utilizado para detecciéon de
bajas concentraciones de compuestos fendlicos con una
respuesta confiable dad la linealidad de la respuesta.

(436 nm)

D.O.

10 15

Concentracién de oxidante (mM)

20 25 30 35

Figura 1. Determinacién de la concentracién de oxidante HO> necesaria para la
catalisis
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Figura 2. Determinacién de la actividad enzimética en funcién de la
concentracién de guayacol.

Determinacion de actividad enzimatica frente a
diferentes compuestos fenoélicos. Influencia de la
concentracion

Con la finalidad de establecer si el extracto enzimaético
de Sechium edule puede ser utilizado para la deteccién
de diferentes compuestos fendlicos, se determiné la
actividad enzimatica del extracto utilizando a éstos
como sustrato de reacciéon. Se evaluaron diferentes
concentraciones de sustrato con el fin de establecer el
limite de concentracién minimo que puede ser detectado
en solucién. En la Figura 3 se muestra el producto
formado por la reacciéon del extracto enzimatico de
chayote con contaminantes fenélicos como sustratos
(guayacol, fenol, catecol, 4-aminofenol y anilina) en
presencia de peroxido de hidrogeno como cofactor.

Enla Figura 4 se observa que, en la mayoria de los casos,
el extracto enzimatico presenta una respuesta lineal a
bajas concentraciones de sustrato (menor a 20mM), lo
que indica que es posible detectar positivamente a todos
los sustratos estudiados, sin embargo, la anilina presenta
una respuesta mucho menor comparada con la del fenol,
esto indica la mayor selectividad de la peroxidasa por
compuestos con grupos OH en su estructura.

Los resultados anteriores muestran que concentraciones
tan bajas como 10 mM de estos sustratos generan una
sefial espectrofotométrica incluso en el sustrato anilina,
lo que indica que estos compuestos contaminantes
pueden ser detectados a concentraciones muy bajas a
través de una reaccién enzimatica con el extracto crudo
de Sechium edule.

esedes guayacol
< fenol
+ catecol
e+ 4-aminofenol
essdéee anilina
1.1
! L S R
0.9 2 s ELL ¢
E 0.8 - "Lt!
g 0.7 s . ..... .'. _y<'" e '-.'.......-)(" ...
s 0.6 T ; | SR TN
~ 0.5 T
. 0.4 4 — -
©0.3 T T S U W ¢
Q0.0 g -
o $ . N QRLAR \SEITH leaooodfdoese?
g
0 .‘:'....' ...... 3
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentracién de sustrato (mM)

Figura 3. Actividad enzimaética del extracto de Sechium edule frente a
diferentes sustratos y concentraciones.

CONCLUSIONES

El extracto enzimético crudo de Sechium edule presenta
actividad catalitica peroxidasa que se mantiene en
condiciones de almacenamiento a 4 °C.

El extracto no requiere purificaciéon adicional por lo que
representa una alternativa de bajo costo para la deteccion
de compuestos fendlicos.

Compuestos como fenol, catecol nitrofenol y anilina
pueden ser detectados por via espectrofotométrica en
presencia del extracto enzimatico de Sechium edule en
concentraciones tan bajas como 10 mM.
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RESUMEN

La nixtamalizacion es un proceso antiguo mediante el
cual el maiz (Zea mds L.) se cuece en una solucién de
Ca(OH),. Es un proceso largo que involucra alto consumo
de energia, y tiene como consecuencia la pérdida de
compuestos bioactivos como las antocianinas, presentes
en el maiz pigmentado, y conocidas por sus propiedades
antioxidantes. Por lo anterior, nuevas alternativas a la
nixtamalizacién estdn siendo investigadas, entre ellas el
ultrasonido de alta potencia. Las ondas de ultrasonido
permiten la apertura de la pared de las células, lo que
estimula, en el caso del maiz, una mejor liberacién de
los compuestos bioactivos. El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de la nixtamalizacion asistida con
ultrasonido sobre las propiedades fisicoquimicas y el
contenido de antocianinas del maiz rojo. Se usaron tres
niveles de intensidad de potencia (1.6x10°, 2.1x10°y
3.3x10° W-m?), dos temperaturas (75° y 85°C) y diferentes
tiempos (15, 30, 45, 60 min de cocciény 2,4, 6, y 8 h de
reposo). Se encontré que la potencia de ultrasonido, tal
y como fue aplicada, tuvo efectos importantes sobre las
propiedades fisicoquimicas del nixtamal de maiz rojo.
Mejoré su retencién de antocianinas, observandose que
a las 2 horas de reposo es un tiempo adecuado para
finalizar con la segunda etapa de la nixtamalizacion. Los
solidos solubles y suspendidos medidos en el liquido de
coccion, registraron niveles 6ptimos. La aplicacion de
ultrasonido a la nixtamalizacién del maiz rojo podria
representar una mejora en la remocién de pericarpio,
la absorcion de calcio y agua en tiempos mas cortos,
comparado con la nixtamalizacién tradicional. En
general, la nixtamalizacioén asistida con ultrasonido
redujo el tiempo de proceso comparado con un proceso
tradicional.

Palabras clave: maiz pigmentado, antocianinas,
ultrasonido, nixtamalizacién.

ABSTRACT

Nixtamalization is an old process by which maize (Zea
mas L.) is cooked in a solution of Ca(OH),. It is a long
process that involves a high energy consumption, and
has the consequence the loss of bioactive compounds,
such as anthocyanins, which exist in pigmented maize,
and that are known for their antioxidant properties. This
is why new alternatives to nixtamalization are being
investigated, like high power ultrasound. Ultrasound
waves cause the opening of cellular walls which
stimulates, in the case of corn, a better release of bioactive
compounds. The object of this study was to evaluate the
effect of ultrasound assisted nixtamalization on the red
maize’s physicochemically properties and anthocyanins.
Three power levels (1.6x10°, 2.1x10° y 3.3x10° W- m?),
two temperatures (75°y 85°C) and different times (15, 30,
45, 60 min of cooking time, and 2, 4, 6, y 8 h of steeping)
were used. We found that ultrasound power, as it was
applied, had important effects over the red corn, both
physically and chemically. It improved the retention
of total anthocyanins and it was observed that two
hours of steeping is an adequate time for the second
phase of nixtamalization. Soluble and suspended solids
measured in the cooking liquid registered optimal levels.
The use of ultrasound in red maize nixtamalization
could represent an improvement in the removal of the
pericarp and shorter calcium and water absorption
times when compared to traditional nixtamalization.
In general, ultrasound assisted nixtamalization of red
maize, reduced the required processing time when
compared to traditional nixtamalization.

Key words: pigmented maize, anthocyanins, ultrasound,
nixtamalization.
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INTRODUCCION

El maiz es la planta mas domesticada alrededor el
mundo. Existen diferentes genotipos pigmentados,
con colores como el blanco, rojo, amarillo, morado,
negro, y azul (Montilla y col., 2017). A estos maices se
les ha conferido un valor agregado debido a su alto
contenido de compuestos fendlicos del grupo de los
flavonoides, entre los que destacan las antocianinas y los
acidos fenoélicos (Lee y col., 2017; Masuoka y col., 2018).
Las antocianinas poseen actividad biolégica benéfica
(antioxidante) derivada de sus metabolitos secundarios
(Mora-Rochin y col., 2017; Mendoza-Diaz y col., 2018).
Para el consumo del maiz es necesario el proceso de
nixtamalizacidn, el cual consiste en la coccion de éste con
agua e hidréxido de calcio; éste proceso provoca efectos
en las propiedades del maiz (Paredes-Lopez, 2017). Los
principales cambios son respecto al contenido de agua y
la absorcién de calcio, provocada por la interaccion del
liquido de cocciéon (nejayote) con los componentes del
maiz (Ruiz-Gutiérrez y col., 2017 y 2018), ademaés de la
pérdida de antocianinas y fenoles totales por la remocion
del pericarpio (L6pez-Martinez y col., 2017). Durante la
nixtamalizacion, el almidén del maiz se pregelatiniza,
la proteina se desnaturaliza y el pericarpio o salvado
se hidroliza parcialmente. Nutrimentalmente, el maiz
cocido o nixtamal contiene una alta cantidad de calcio
biodisponible y mejor disponibilidad de la niacina
(Serna-Saldivar y col., 2019). Aunado a los beneficios
de la nixtamalizacién, también conlleva elevados gastos
por energia y tiempo, ademas de que implica la pérdida
de hasta el 100 % de las antocianinas que contiene el
maiz pigmentado (Aguayo-Rojas y col., 2018; Escalante-
Aburto y col., 2019; Mora-Rochin y col., 2017). Por ello
se hace necesario investigar nuevas alternativas a la
nixtamalizacién, como el ultrasonido de alta potencia
(Chemat y col., 2017). Las ondas de ultrasonido que
se propagan a través de un medio liquido, provocan
pequefios huecos (cavitacion); estas pequefias burbujas
al reventar incitan la apertura de la pared de las células,
lo que estimula, en el caso del maiz, una mejor liberaciéon
de los compuestos bioactivos (Chemat y col., 2017; 2018).
La mayoria del consumo del maiz rojo es principalmente
local; sin embargo, por las propiedades nutracéuticas
que se conocen del maiz en general, se considera como
un drea donde la investigacion puede aportar datos
especificos que puedan ampliar sus usos y aplicaciones.

Existen estudios sobre propiedades fisicoquimicas en
maiz pigmentado de variedades que se cultivan en estados
de la Republica Mexicana como Veracruz, Chiapas y

Estado de México. No obstante, las variedades del maiz
en estas regiones varian con respecto a las cosechadas
en el norte del pais, como la Sierra de Durango. En esta
altima region no se han realizado estudios sobre el
contenido de antocianinas u otras propiedades del maiz
pigmentado rojo. Actualmente, se estudian y utilizan
técnicas que pueden ayudar a reducir los efectos del calor
sobre los alimentos, en este caso particular se pretende
determinar el efecto del proceso de nixtamalizacién a
través de la aplicacién de ultrasonido de alta potencia
sobre las propiedades fisicas y quimicas del maiz rojo
seco y nixtamalizado. Por otra parte, el ultrasonido es
una alternativa tecnolégica que esté siendo investigada
para superar los problemas causados por el elevado
consumo de energia y tiempo en el procesamiento de
alimentos. El presente proyecto tiene como objetivo
evaluar las propiedades fisicoquimicas y el contenido
de antocianinas en maiz rojo nixtamalizado aplicando
ultrasonido en diferentes condiciones de temperatura,
tiempo y potencia.

MATERIALES Y METODOS

La parte experimental de ésta investigacion se llevo a
cabo en el Laboratorio de Investigaciéon A de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Juarez del
Estado de Durango, Campus Gémez Palacio.

Muestras experimentales

Para esta investigacion se trabajoé con maiz (Zea mays
L.) rojo que se cultiva en Pueblo Nuevo en la Sierra de
Durango. Se utilizan muestra de 100 g por cada unidad
experimental, con un total de 10 kg de maiz rojo para
toda la investigacion.

Preparacion de las muestras experimentales

El maiz rojo se obtuvo de Pueblo Nuevo en la Sierra
de Durango, después de la obtencién de la muestra
se realizaron los analisis pertinentes para determinar
contenido de antocianinas en maiz rojo sin ningun
tratamiento, directamente en la semilla. Se nixtamaliz6
el maiz por proceso tradicional y se moli6, para
enseguida determinar contenido de antocianinas, asi
como humedad, porcentaje de pericarpio eliminado,
contenido de calcio; ademéds de sélidos solubles y
suspendidos en nejayote. El nixtamal se dejé reposar
8 h para luego ser analizado con las mismas pruebas
hechas antes del reposo. Como parte principal de éste
proyecto, el maiz se nixtamaliz6é con aplicacion de
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ultrasonido a diferentes potencias (1.6x10°, 2.1x10°y
3.3x10° W-m?) y temperaturas (75° y 85°C) y a tiempos
de coccién varios de 15, 30, 45 y 60 min, enseguida se
dejo en reposo 2, 4, 6 u 8 h en el liquido de coccién.
Posteriormente, el maiz se sec6 en secador de bandejas
y fue molido con el objeto de determinar de igual forma
contenido de antocianinas, humedad, porcentaje de
pericarpio eliminado, y contenido de calcio; ademas de
solidos solubles y suspendidos en nejayote. Al finalizar
se realiz6 el anélisis de datos para su discusion.

Antocianinas

De acuerdo con Abdel-Aal y Hucl (2019), al extracto
se le midi6 la absorbancia a 535 y 700 nm en el
Espectrofotometro HASH DR/400 UV y se calculé
el contenido con la expresién matematica indicada.
Los resultados se expresaron en mg/100 g en base a
cianidina-3-glucésido con la siguiente expresion:

C= @] * (vol. extracto) - PM - (

1
peso muestra)

Doénde:

Concentracion total de antocianinas en mg de
equivalentes de cianidina-3-glucésido por 100 g de
muestra.

Absorbancia a 535 y 700 nm.
€ =25965 absortividad molar de la cianidina-3-glucésido.
PM = 440.2 peso molecular de la cianidina-3-glucésido.

Humedad

Se emple6 un horno de secado y una balanza analitica
de sensibilidad 0.1 mg, de acuerdo con el método
gravimétrico 950.02 AOAC, 2019. Las capsulas
perfectamente limpias se secaron en estufa a 103°C
durante 24 h. Después de este tiempo se enfriaron en
desecador hasta temperatura ambiente y se pesaron en
balanza analitica. La manipulacién debe hacerse con
pinzas. Se colocaron en la cdpsula 10 g de muestra. Se
introdujo la cdpsula en la estufa a 103 £ 2°C se mantuvo
24 h. Transcurrido este tiempo, se sacé la capsula de la
estufa y se dej6 en un desecador, se procedi6 a pesar
cuando se alcanz6 la temperatura ambiente. El secado y
pesado se repitieron hasta que dos pesadas consecutivas
fueron constantes. En ese momento se comprob6
que toda el agua del alimento habia sido extraida. El
contenido en agua de la muestra se calculé por diferencia
de peso y se expresé en % de humedad (g de H,O/100

Porcentaje de pericarpio eliminado

g de muestra).

Se pesaron muestras de diez granos de maiz en una
balanza analitica y se secaron a 103 + 2°C durante 24
h. Una vez seca la muestra, se remojaron en 40 mL de
agua destilada durante 10 min, el pericarpio se retird
manualmente y se secé a 103 + 2°C en horno de secado,
durante 24 h. El pericarpio en el grano se calcul6 por
diferencia de peso y se reporté como porciento. El
analisis se realiz6 por duplicado (Moreno-Castro, 2020).

Sélidos solubles

Los solidos solubles se determinaron utilizando método
refractométrico en el liquido de coccién, midiendo el
indice de refraccién con un refractémetro Abbe (Atago,
Japoén). El andlisis de cada tratamiento se llevé a cabo
por duplicado (Urizar, 2017).

Solidos suspendidos

20 mL de nejayote se filtraron en papel whatman, a peso
constante, colocado en un embudo biischner con matraz
de kitasato, se filtr6 la muestra y el papel con los residuos
se secaron en horno de secado a 103 + 2°C, durante 24,
hasta obtener peso constante. Se realiz6 el calculo por
diferencia de peso (Urizar, 2017).

Contenido de calcio

0.3 g de muestra seca es prepararon simulando
una digestion con HCI 3N. Se inici6¢ calcinando
la muestra a 550 * 5°C, se diluy6 con HCl 3N y
se filtr4. Para determinar la concentraciéon de Ca,
se prepard una curva estandar con soluciones de
0 a 25 ppm de Ca, se us6 6xido de lantano como
modificador de matriz. Se midi6 la absorbancia en
un espectrofotémetro de absorcién atémica con
flama de aire acetileno de acuerdo con el método
968.08 de la AOAC, 20109.

y *Vol. sol. x Factor Dil.
Ca=

Peso muestra

Andlisis estadistico

El andlisis de datos se llev6 a cabo por medio de un
ANOVA bifactorial (p < 0.05). Las comparaciones
post hoc se hicieron por el método de Diferencia
Minima Significativa de Fisher en el software
Statistics 7.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Antocianinas

La aplicacion de tres niveles de potencia de ultrasonido
durante la nixtamalizacién de maiz rojo tuvo efecto
significativo sobre el contenido de antocianinas. La Tabla
1 en conjunto con la Figura 1, muestran los resultados
obtenidos para las dos temperaturas utilizadas en este
experimento y el comportamiento de las muestras
durante el los diferentes tiempos de coccién y reposo.
En primera instancia se observa que los indicadores
en negro de la temperatura més baja (75°C) tienden
a situarse por encima de los de la temperatura més
alta (85°C), los que nos hace evidente el efecto de
la temperatura sobre la perdida de antocianinas,
observandose diferencias significativas (p<0.05) en el
tiempo 15, a 75°C en la potencia media, asi como a los
45 min de coccién, a 85°C en la potencia més baja, de
igual forma vemos diferencia significativa (p<0.05) a
las dos h de reposo, a 75°C en la potencia mas baja.
Los controles se sitian en un promedio de 10 mg de
equivalentes de cianidina-3-glucosido por 100 g ss. Al
respecto, Xiupeng Mei y col. (2020), encontraron que la
estabilidad térmica de la antocianina no se ve afectada
en temperaturas de coccion de 30 a 60°C, no obstante de
80 a100°C disminuy¢ ligeramente durante los primeros
30 minutos, mientras que la de antocianina disminuyé
rapidamente entre 30 y 120 minutos, lo que coincide con
lo encontrado en el presente estudio. Estos resultados
indican que la antocianina tiene una buena estabilidad
térmica y la formacion de la antocianina se promueve
calentando adecuadamente.

Tabla 1. Resultados del contenido total de antocianinas en mg de equivalentes de cianidina-3-
glucosido por 100 g de maiz rojo seco nixtamalizado con ultrasonido a 1.6x105, 2.1x105y 3.3x10° W -
m2a75y 85°C, con (180 a 540 min) y sin reposo (15 a 60 min).

tiempo (min)

P(Wm?) T 15 30 45 60
Lex1os 75 1303 + 168 aB 1192 + 110 aA 1478 + 106 aA 1370 * 123 aA
85 1284 + 066 aA 1207 + 158 aA 1615 * 093 aA 1130 * 278 aA
2 1x105 75 1853 + 327 aA 1253 + 141 bA 1460 * 256 abA 1267 % 105 bA
85 1220 + 140 aA 1269 + 070 aA 1055 + 326 aB 993 + 133 aA
75 1478 + 319 aAB 1603 % 434 aA 1371 + 045 aA 1204 + 483 aA
3.3x10°
85 1556 + 439 aA 1290 % 3.03 aA 1212 + 453 aAB 1060 + 1.02 aA
tiempo (min)
P(W/m?) T 180 300 420 540
s 75 1526 + 011 aA 108 * 172 bA 1197 + 1264 abA 1091 + 1094 bA
1.6x10 85 1212 + 126 aA 1212 = 247 aA 980 * 145 aA 886 + 246 aA
o 75 1182 090 aA 1243 + 020 aA 1202 + 505 aA 1015 * 171 aA
Z.1x10 85 958 + 085 aA 921 + 034 aA 983 * 067 aA 936 + 025 aA
3.3210° 7 1390 = 1202 aA 13.28 = 11.06 aA 1286 = 294 aA 833 + 165 bA
85 1239 + 242 aA 9.00 + 0.08 abA 845 + 116 bA 11.00 + 135 abA

Medias de los tratamientos (n=2). Diferencias encontradas mediante el método LSD (p<0.05)
Valores comparados por columna seguidos de letra mintscula diferente son significativamente
diferentes.

Valores comparados por renglén seguidos de letra mayuscula diferente son significativamente
diferentes.

La nixtamalizacién comprende dos etapas, la primera
consiste en cocinar el maiz y la segunda etapa consiste en
dejar que el maiz repose en el liquido de coccién. Ambas
etapas involucran una combinacién de fenémenos de
transporte: transferencia de calor y masa (Gutiérrez-
Cortez y col., 2017). Cornejo-Villegas y col. (2017),
informaron que durante la nixtamalizaciéon del maiz,
el transporte es mayor en el pericarpio con tiempos de
reposo cortos. Recientemente ha aumentado el consumo
de alimentos que contienen antocianinas y compuestos
fenodlicos debido a las propiedades antioxidantes de
estos componentes (Li y col., 2018). A las antocianinas
y fendlicos se les asocia con efectos benéficos para la
salud, como anticancerigeno (Nikkhah y col., 2017), de
desintoxicacién (Ajiboye y col., 2017), enfermedades
cardiovasculares (Wallace, 2017) y antiinflamatorio
(Bowen-Forbes y col., 2017). Actualmente, se conocen
varias fuentes naturales de antioxidantes como son las
frutas, verduras y cereales (Menga y col., 2017). En este
sentido, en épocas anteriores el tnico interés sobre el
maiz era el de aumentar su rendimiento, hoy en dia se
ha dado atencién al contenido de compuestos fenélicos
relevantes para la conservacion de la salud de quien lo
consume.
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Figura 1. Contenido total de antocianinas en mg de equivalentes de cianidina-3-glucosido por 100 g
de maiz rojo seco nixtamalizado con ultrasonido a 1.6x105, 2.1x105y 3.3x105 W m2 a 75 y 85°C, con
(ala derecha de la linea punteada) y sin reposo (izquierda de la linea punteada).

Humedad

El efecto de la nixtamalizacién con ultrasonido de alta
potencia sobre la absorciéon de agua del maiz rojo se
muestra en la Tabla 2 y se ilustra en la Figura 2. En la
Figura 2 se puede observar que hay mayor absorcién de
agua en los tratamientos de mayor temperatura, durante
los primeros minutos de coccion, los cual concuerda con
lo reportado por Gutiérrez-Cortez y col., (2021) quien
afirma que la mayor difusividad en los primeros veinte
a cuarenta minutos con 80 a 90°C. Lo que podria deberse
a la difusividad estd marcadamente influenciada por la
temperatura del tratamiento aplicado al maiz, por lo
que el efecto de la potencia de ultrasonido no se percibe.
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Tabla 2. Resultados de % Humedad en maiz rojo nixtamalizado con ultrasonido a 1.6x10°, 2.1x10°y
3.3x10° W-m2a 75 y 85°C, con (180 a 540 min) y sin reposo (15 a 60 min).

tiempo (min)

P (W/m?)

T 15 30 45 60
Lo 2877 bA 3198 aA 3532 aA 3525 aA
85 2027 bA 3930 bA 1346 aA 292 aA
7 2656 bB 2895 bA 3560 aA 3722 aA
2.1x10 85 2081 bA 3647 bA 3876 aA 4301 aA
. 3234 bA 3073 bA 3728 aA 4059 aA
3.3x10 85 3054 bA 3617 aA 38.77 aA 30.81 aA
tiempo (min)

P (W/m?) T 180 300 420 540
R 1352 bA 1485 aA 1859 aA 4727 aA
1.6x10 85 4552 bA 4522 aA 4891 aA 5056 aA
2 1e108 P 4113 bA 1522 aA 1805 aA 4744 aA
85 4694 aA 1665 aA 4770 aA 4760 aA
g2 P 4446 aA 1564 aA 1642 aA 1847 aA
YN s 4136 aB 1282 aB 4515 aA 4329 aB

Medias de los tratamientos (n=2). Diferencias encontradas mediante el método LSD (p<0.05).
Valores comparados por columna seguidos de letra mintscula diferente son significativamente
diferentes.

Valores comparados por renglén seguidos de letra maytuscula diferente son significativamente
diferentes.
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Figura 2. Humedad (%) de maiz rojo nixtamalizado con ultrasonido a 1.6x10%, 2.1x10° y 3.3x10°
Wm?2a 75y 85°C, con (a la derecha de la linea punteada) y sin reposo (izquierda de la linea
punteada).

Calcio

La Tabla 3 muestra que la absorcién de calcio en el
nixtamal se vio afectada significativamente (p<0.05)
por la potencia de ultrasonido, pero no se observé una
interaccion significativa entre variables. La absorcion de
calcio en grano mostr6 variaciones en las tendencias de
absorcion a lo largo del proceso (Figura 3). La absorciéon
de Ca** aumento6 durante los primeros 15 minutos, pero
luego disminuy6. La absorciéon aumenté nuevamente
después de la coccién durante las primeras dos horas
de reposo para las dos temperaturas y tres potencias
utilizadas en este estudio. Las concentraciones maximas
obtenidas de calcio en los granos nixtamalizados
corresponden a los tratamientos de ultrasonido a potencia
media y baja con contenidos de calcio de 109.36 y 100.52
mg Ca/100 g ss a 75°C con y sin reposo, para potencia
bajay 145.48 y 110.34 mg Ca/100 g ss a 75y 85°C con
y sin reposo, para potencia media. El comportamiento
observado de la absorcion de calcio (Figura 3) durante
la coccion, que disminuye al final de la misma, se puede
explicar con lo encontrado por Moreno-Castro y col.

(2021), quienes explican que los iones de calcio son
retenidos en el pericarpio principalmente por los grupos
acidos de hemicelulosas, principalmente acido urénico.
Sin embargo, durante la coccién alcalina, el pericarpio
se degrada progresivamente y pierde la capacidad de
retener Ca?* porque la fracciéon de hemicelulosa pasa al
liquido de coccidén, disminuyendo la cantidad de calcio
inicialmente retenido.

Tabla 3. Anilisis de varianza para calcio, pericarpio removido, solidos solubles y suspendidos.

Absorci6n de Pericarpio Sélidos Solidos
Calcio Removido Solubles Suspendidos
Fuente de
variacién GL cl r2 cl r2 clt r2 cl r2
Potencia (P) 2 0568 0.037 0229 0.004 0638 0491 0.001 0.000
Temperatura (T) 1 0209 0454 0008 098 0973 0.800 0.007 0.006
tiempo (t) 3 0510 0549 0.000 0261 0899 0948 0.000 0.399
P*T 2 0.658 0400 0839 0457 0.041 0850 0.754 0.109
P*t 6 0393 0328 0073 038 0500 1.000 0.001 0.977
T*t 3 0232 0487 0861 0454 0734 0944 0.091 0.609
P*T*t 6 0217 059 0680 0336 0779 0735 0757 0371
Diferencia significativa con P<0.05
c1. Etapa 1 de la nixtamalizacién con ultrasonido de alta potencia, coccién.
r 2. Etana 2 de la nixtamalizaci6n. renoso
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Figura 3. Contenido de calcio en mg Ca/100 g ss de maiz rojo nixtamalizado con ultrasonido a
1.6x105, 2.1x105y 3.3x10° W-m2 a 75 y 85°C, con (a la derecha de la linea punteada) y sin reposo
(izquierda de la linea punteada).

Pericarpio

De acuerdo con el andlisis de varianza (Tabla 3), la
temperatura, tiempo de coccion y el ultrasonido tuvieron
un efecto significativo (P<0.05) en la eliminacién del
pericarpio. La eliminacién del pericarpio durante la
nixtamalizacién (Figura 4) aument6 con el tiempo de
coccion a ambas temperaturas. Se observé una tendencia
lineal al comienzo de la coccion, mientras que se detectd
un comportamiento asintético después de la coccion. Se
eliminaron altas cantidades de pericarpio en tiempos
de coccién cortos. La nixtamalizacion a 85°C con el
tratamiento con ultrasonido mostré un efecto marcado
en la eliminacién del pericarpio y una reduccién en el
tiempo de cocciéon en comparacion con la nixtamalizacion
sin ultrasonido a la misma temperatura. Estos resultados
se deben a la hidrélisis y el ablandamiento de la celulosa
de grano en la solucién alcalina (Gonzalez y col., 2017;
2017; Laria y col., 2017; 2017), que se favorecen a altas
temperaturas, con un efecto nulo de ultrasonido en
estas condiciones. Esto se debe posiblemente al efecto
de la temperatura que contrarresta el de la sonicacién,
es decir, se minimiza el fenémeno de cavitacién a
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altas temperaturas (Pardo-Rueda y col., 2020; Mason,
2017). Otros informes muestran que la hidrélisis y el
reblandecimiento de la celulosa se aceleran al aumentar
las temperaturas (Ruiz-Gutiérrez y col., 2017) y la
sonicacion causa el ablandamiento y la eliminacion del
pericarpio de maiz (Yang y col., 2017; Wang y col., 2017)
que, a su vez, promueve la absorciéon de agua y calcio
en el grano.
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Figura 4. Pericarpio removido (%) en maiz rojo nixtamalizado con ultrasonido a 1.6x105, 2.1x10° y
3.3x105 W -m2a 75 y 85°C, con (a la derecha de la linea punteada) y sin reposo (izquierda de la line:
>unteada).

Sélidos solubles y suspendidos

En el analisis de varianza que se muestra en la Tabla
3, la interaccion de la temperatura y la potencia de
ultrasonido tuvieron un efecto significativo (p<0.05)
en los so6lidos solubles durante la primera etapa del
proceso termoalcalino. Los sélidos solubles durante la
nixtamalizacién (Figura 5) aumentaron con el tiempo
de cocciéon a ambas temperaturas. La nixtamalizacién a
85°C con el tratamiento con ultrasonido a la potencia mas
alta mostré un efecto marcado en la cantidad de solidos
solubles en el liquido de cocciéon y una reduccién en el
tiempo de cocciéon en comparacion con la nixtamalizacion
sin ultrasonido a la misma temperatura. El anélisis
de varianza también muestra un efecto significativo
(p<0.05), tanto en la coccién como en el reposo, de la
potencia de ultrasonido, la temperatura y el tiempo.
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Figura 5. S6lidos solubles (°Bx) en maiz rojo nixtamalizado con ultrasonido a 1.6x105, 2.1x105 y
3.3x10° W-m?2 a 75 y 85°C, con (a la derecha de la linea punteada) y sin reposo (izquierda de la
linea punteada).

Podemos observar en la Figura 6, que en los primeros
minutos de coccién se han encontrado grandes

cantidades de solidos suspendidos en el nejayote, lo que
coincide con lo encontrado en el analisis de pericarpio
removido. Estos resultados se deben a la hidrdlisis y el
ablandamiento de la celulosa de grano en la solucién
alcalina, como ya se mencion6 con anterioridad.
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Figura 6. Solidos suspendidos (%) en maiz rojo nixtamalizado con ultrasonido a 1.6x105, 2.1x10° y
3.3x105 W-m2 a 75 y 85°C, con (a la derecha de la linea punteada) y sin reposo (izquierda de la
linea punteada).

CONCLUSION

Por lo anteriormente descrito, la potencia de ultrasonido,
tal y como fue aplicada, tuvo efectos importantes sobre
las propiedades fisicoquimicas del nixtamal de maiz
rojo. Mejora su retencion de antocianinas, observandose
que a las 2 h de reposo es un tiempo adecuado para
finalizar con la segunda etapa de la nixtamalizacion.
El porcentaje de humedad se mantiene en los niveles
adecuados reportados por la literatura, por lo que se
observa un efecto positivo de la nixtamalizacién con
ultrasonido sobre esta propiedad en el maiz rojo.

Los s6lidos solubles y suspendidos medidos en el liquido
de coccion tienen una relacion directa con la eliminacion
de pericarpio, los cuales han registrado buenos niveles
durante los primeros minutos de coccién y primeras
horas de reposo.

La aplicacién de la tecnologia de ultrasonido a la
nixtamalizacién del maiz rojo podria representar una
mejora en la absorcién de calcio y remocién de pericarpio
en tiempos més cortos comparado con la nixtamalizacion
tradicional.
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RESUMEN

En nuestro pais México y a nivel mundial, existe la
necesidad de encontrar y explorar diversas alternativas
del uso de nuevas materias primas que no provengan
de fuentes naturales directas para produccién, consumo
y suministro de alimentos. Existe la controversia de la
utilizacién de cultivos y tierras que por mucho tiempo
han sido utilizadas para tal propdsito, y a tltimas
fechas, se han tratado de destinar a la producciéon de
biocombustibles. De tal manera que se han realizado
un gran numero de investigaciones cientificas con el
objetivo de proponer materiales novedosos que permitan
optimizar la produccién de aguardientes y etanol, para el
consumo humano y para el uso como biocombustibles.
Por lo anterior, la presente investigaciéon bibliografica
presenta al lector, diversas opciones de produccién de
aguardientes y bioetanol, a partir de materia primas
no convencionales, como los son frutos y vegetales que
anteriormente no han sido utilizados para tal efecto,
asi como biomasas, materia lignoceluldsica, productos
intermedios como cédscaras y bagazos; ademds de
desechos organicos de la industria turistica y alimentaria,
conlos cuales se ha realizado experimentacién, nuevos
procesos y tecnologias innovadoras, con la finalidad
de evitar la utilizacion de cultivos destinados a la
alimentacién del ser humano.

Palabras clave: Aguardientes, etanol, materias primas
no convencionales.

ABSTRACT

In our country Mexico and worldwide, there is a need to
find and explore various alternatives for the use of new
raw materials that do not come from direct natural sources
for production, consumption and food supply. There is
a controversy over the use of crops and land that have
long been used for this purpose, and in recent times, they
have been tried to be used for the production of biofuels.
In such a way that a large number of scientific researches
have been carried out with the aim of proposing novel
materials that allow optimizing the production of spirits
and ethanol, for human consumption and for use as
biofuels. Therefore, this bibliographic study presents
to the reader, options for the production of spirits and
bioethanol, from unconventional raw materials, such
as fruits and vegetables that have not previously been
used for this purpose, as well as biomass, lignocellulosic
matter, intermediate products such as peels and bagasse;
In addition to organic waste from the tourism and food
industry, with which experimentation, new processes
and innovative technologies have been carried out, in
order to avoid the use of crops intended for human food.

Key words: Spirits, ethanol, unconventional raw
materials.
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INTRODUCCION

Los aguardientes o bebidas destiladas, son aquellas
bebidas alcohdlicas de alta graduaciéon obtenidas por
evaporacién y condensacion de los liquidos de mostos
o pastas fermentadas. Esta palabra deriva del término
latin “agua ardens”, con el que designaba al alcohol
obtenido por medio de la destilacion.

La destilacion de vinos fermentados de frutas ha sido
utilizada en numerosos paises durante muchos afios
para obtener bebidas de sabores agradables con altos
contenidos de alcohol. Los destilados alcohélicos de alta
graduaciéon més importantes y que se han procesado
durante cientos de afos, son elaborados de diversas
materias primas como uvas (Brandy, Conac, Grappa,
Orujo), Malta (Whiskey), Cafia de azticar (Ron), ademas
de diversos cereales, semillas, bayas de enebro, etc.

Los productos novel o novedosos son aquellos que de
acuerdo a los estandares o tradicién de los procesos en
el &rea de los alimentos, se elaboran a base de materias
primas que no habian sido utilizadas previamente o de
los cuales se ha llevado a cabo experimentacion en los
altimos afos.

Otras bebidas destiladas provienen de la destilaciéon
de frutas fermentadas, nombradas en algunas zonas
“vinos de frutas”, como son cerezas, manzanas O
peras. Varios paises producen bebidas alcohdlicas
obtenidas del vapor de destilacion del hollejo de uva
anaerdbicamente fermentada, después de que las uvas
han sido estrujadas durante la fabricacion del vino. Estas
bebidas contienen entre el 30-40% (v/v) de alcohol y son
altamente apreciadas, especialmente después de alguna
comida gourmet.

En algunos casos, se han llegado a combinar diferentes
materias primas con otro tipo de materias que son
consideradas de tipo desecho, como lo son diversos
tipos de frutas, vegetales, tubérculos, cortezas, cascaras,
raices, hojas en las cuales se ha encontrado una forma
de aprovechamiento de las mismas y con esto utilizar
en su totalidad el producto que sea considerado para la
elaboracion.

Existen muchas alternativas para dar valor agregado a
productos agricolas, en especial a los cultivos frutales
y vegetales.

Algunas frutas, vegetales y tubérculos llegan a tener un

menor aprovechamiento, ya que no son seleccionadas
en su totalidad por lo que se pierde gran cantidad de
producto, debido a que no cuentan con los aspectos y
calidad necesarios para su seleccién y comercializacion
como lo son la forma, tamarno, color, madurez, firmeza,
dafio mecénico, por lo que se considera para descarte
(Clementz, et al, 2014). Este problema afecta en lo
comercial en mayor medida al productor, es por ello
que se consideran alternativas de uso, ya que algunos
de ellos podrian llegar a tener un gran potencial en el
desarrollo de nuevos productos y una alternativa para
la industria.

Los productos agricolas son perecederos, no pueden ser
almacenados y preservados por mucho tiempo, por lo
que su tiempo de vida son menores. La transformacion
agroalimentaria es una actividad que va adquiriendo
cada vez mds importancia porque permite una
utilizacién completa de las materias primas locales (FAO,
2008; Aimaretti et al, 2012). La informacién que existe
sobre aguardientes y etanol elaborados con distintas
materias primas no convencionales, se encuentra por
el momento dispersa y poco difundida. A través de la
presente investigacion bibliogréfica, se pretende exponer
informacioén actualizada y relevante sobre los principales
factores que influyen en los procesos y elaboracién de
aguardientes y etanol utilizando diversas materias primas
no convencionales, con la finalidad de proporcionar al
lector, una fuente confiable de referencias, que coadyuve
al maximo aprovechamiento de los recursos naturales
y propicie la inquietud para quien quiera abordar el
tema y hacer posteriores investigaciones referentes a
esta tecnologia o procesos y tecnologias innovadoras,
tratando de promover el evitar la utilizacién de cultivos
destinados a la alimentacion humana para estos fines.

LOS AGUARDIENTES

El término espafiol aguardiente, proviene del latin “aqua
ardens”, es el utilizado para, designar genéricamente
a las bebidas con alto contenido alcohdlico, obtenidas
mediante destilacion de mostos fermentados cuyos
componentes contengan aztcares o el poder de
transformarse en ellos para convertirse en alcohol, o
sea, materias tales como, frutas, cereales, tubérculos,
cafia de azucar, etcétera (Font, 2019).

Segtin la Norma Oficial Mexicana, se designa al
aguardiente como la Bebida alcohélica destilada que se

denomina con las palabras “ Aguardiente de p
seguida del nombre de la materia prima vegetal que
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aporte por lo menos el 51% de los azticares fermentables.
De acuerdo a su materia prima y/o lugar de origen
podré tener un nombre caracteristico sancionado por
la costumbre. Su contenido alcohélico es de 35% a 55%
Alc. Vol. (NOM-199-SCFI1-2017).

Materias primas utilizadas

Para la obtencién de aguardiente, se parte de la obtencion
de alcohol mediante la destilaciéon a partir de liquidos
alcoholicos, estos pueden contener alcohol, resultar de
la fermentacién alcohélica de substratos que contengan
azucares fermentables o generarse mediante hidrolisis.
Como materias primas para elaborar aguardiente sirven
los liquidos alcohélicos (vino y cerveza), sustancias
azucaradas (azuicar de cafia o de remolacha, entre otras)
y materias primas que contengan almidén e inulina
(frutas, vegetales, alcachofas, maguey, cereales y patatas)
(Cussianovich Aguirre, 2016).

Materias no convencionales para la obtencion de
aguardientes

Dentro delos avances en la utilizacion de nuevas materias
primas para la elaboracion de aguardientes, empieza a
crecer poco a poco con nuevas innovaciones, las cuales
traen consigo una alternativa a las materias primas
convencionales. Algunos de ellos son los siguientes:

Frutas

Papaya (Carica papaya): Se obtiene del arbol conocido
como papayo, y es originario de las zonas tropicales
de México y Centroamérica. Tiene una pulpa carnosa
de 2,5-5 cm de espesor, jugosa, de sabor y aroma
agradables y de color amarillo, anaranjado o rojizo. La
elaboracion de licor de papaya, fue empleado mediante
procesos fermentativos durante cuatro dias usando
como inéculo la levadura Saccharomyces cerevisiae. El
producto resultante fue de color amarillo claro, limpio
y profundo, olor caracteristico y alcohol, sabor dulce,
fresco y estructurado (Zeta Tineo D, 2018).

Maracuyé (Passiflora edulis): Es originaria de Sudamérica,
aunque se cultiva en todos los paises tropicales y
subtropicales. Es ovalada y de color amarillento, al igual
que su pulpa. Es rica en vitamina A y C. Se consume en
zumo, dulces y batidos. Su mayor virtud, es que es muy
refrescante. La elaboracion de licor mediante esta fruta,
se realiza con el empleo de levadura para la fermentacion
(Lastra J, 2012; Zeta Tineo D, 2018).

Limon (Citrus limon): El licor de limén, conocido como
limoncello, tradicionalmente se obtiene por la maceracion
alcoholica de la parte externa (flavedo) de la cascara de
limoén para lograr un producto final con grado alcohélico
(Reyes A, et al, 2011).

Fresa (Fragaria): El fruto de la fresa es conocido por sus
caracteristicas organolépticas y nutrimentales, ya que
aporta 35Kcal/100g, con un contenido de 89,6% de agua,
7% de hidratos de carbono, 0,7% de proteinas, 0,5% de
lipidos y 2,2% de fibra, minerales de importancia como
el potasio es el componente mayoritario, seguido del
fosforo, calcio y magnesio (Chordi S, 2013).

Grosella (Phyllanthus acidus): Es una fruta exoética apta
para el procesamiento agroindustrial, sus caracteristicas
fisico-quimicas como pH, acidez y sélidos solubles
cumplen con especificaciones industriales, posee ventajas
y oportunidades en el mercado nacional, se trabajo tuvo
la finalidad de obtener una bebida alcohélica a partir
de la grosella blanca (Phyllanthus acidus), mediante el
empleo de levaduras de panificaciéon Saccharomyces
cerevisiae y en el periodo de fermentacién y trasiegos se
realizaron andlisis fisicoquimicos, °Brix, pH y acidez.
Por altimo, una fase de maduracién en botellas de
vidrio de 750mL por un lapso de 65 dias en condiciones
ambientales (+20°C), donde se obtuvo una bebida con
gran aceptabilidad (Gonzales Villalva, 2012).

Pechiche (Vitex cymosa): El pechiche es una fruta carnosa,
negra o purpura de forma ovoide, su propagacion es
por semilla y tiene crecimiento medio, con el que se
trabajo6 para obtener un licor mediante extraccion sélido
- liquido del sistema pechiche alcohol potable, utilizando
tres métodos de extraccidon: maceracion alcoholica,
extraccion dindmica bajo presion y Soxhlet. Ademas, se
estudio el fendmeno de extraccién del sistema mediante
modelacién matematica. Los extractos obtenidos fueron
diluidos con agua destilada y jarabe de aztcar hasta
obtener dos licores cuya composicién son: el primero
de 20°Gl y 20°Brix, y el segundo de 19°Gl y 15°Brix
(Yaguachi Cuenca, 2020).

Higo (Ficus Carica) “pulpa”: Un licor muy aromatico y
elegante que extrae lo mejor de la fruta, sin embargo,
agradaria mas contenido alcohélico. El proyecto se
desarrolla en dos partes, una fase inicial que consiste
en una preseleccion e identificaciéon de los diferentes
rendimientos de fermentacién en la fruta; y tras un
analisis organoléptico, teniendo en cuenta los datos
obtenidos, se procede a la segunda fase del proyecto, la
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destilacién. El contenido alcohélico del destilado final
oscila el 20% v/v, sensaciéon acuosa propia del bajo
contenido alcohdlico, licor muy aromatico. De 20 kg de
materia prima inicial se obtuvo 1 L de producto final
(Marin-Diaz, 2020).

Higo (Ficus Carica) “cascara”: Tiene un perfil muy
aromatico: tierra, cascara. Sin embargo, se pierde su sabor
en boca a pesar de que cuenta con una buena acidez. El
proyecto se desarrolla en dos partes, una fase inicial
que consiste en una preseleccion e identificacion de los
diferentes rendimientos de fermentacion enla fruta; y tras
un analisis organoléptico, teniendo en cuenta los datos
obtenidos, se procede a la segunda fase del proyecto,
la destilacion. El contenido alcohdlico del destilado
final oscila los 5%V /v, esto ya que la cascara tiene poca
fructosa fermentable y se esperaban concentraciones de
ese orden, sin embargo, es mas aromatico que la pulpa.
Solo se obtuvo 300 ml de destilado final (Marin-Diaz,
2020).

Tuna (Opuntia ficus indica): Las cactaceas son endémicas
del continente americano, con una prosperidad en
regiones dridas y semidridas, este proyecto fue orientado
en el desarrollo tecnolégico de una nueva bebida
alcohodlica, basandose en el proceso de producciéon
del vino de Oporto (El proceso es muy similar a la
produccién de vino tinto, ya que la gran mayoria de los
estilos de Oporto son empleados con variedades de la
vid tintas). El destilado obtenido en la fase de destilacion,
se puso a prueba para determinar su concentraciéon de
etanol, dando un resultado de 40% vol. alc. siendo el
necesario para la fortificacion de la bebida alcohdlica
(Hernéndez, 2015).

Melén (Cucumis melo L): Es un cultivo importante en la
region de La Mancha (Espafia) y el gran tamafio de la
cosecha da como resultado altos niveles de producciéon
excedente que debe comercializarse en un periodo de
tiempo muy corto. Se decidié procesar y elaborar un
licor a base del melén, analizando diferentes partes,
como el jugo, la pulpa sin cascara y pulpa. Para los 3
procesos se corté de la misma forma para cada uno, para
el jugo se utiliz6 una prensa para su extraccion, y para
la pulpa sin cascara se pel6 cada trozo. La fermentacion
se llev6 a cabo a 20 °C y los sustratos se inocularon con
una levadura comercial (Saccharomyces cerevisine UCLM
325), los fermentados se destilaron inmediatamente con
lias de levadura de dos formas en ensayos anteriores:
en columna de vidrio rectificador y en olla de cobre
tipo francés, el destilado se recogi6 en fracciones de

diferentes volamenes dependiendo del equipo utilizado.
En este tipo de procesos y con el fin de evitar la pérdida
de aromas, todas las fracciones se recogieron en hielo
y se mantuvieron a 4°C hasta su analisis. Después del
proceso, se obtuvo que el melén en forma de jugo o
pasta sin piel, constituye un sustrato de fermentacion
apropiado, siendo consumidos los aztcares durante la
fermentacion para producir rendimientos alcohdlicos de
acuerdo a las expectativas, en cuanto a los destilados,
depende mucho del tipo de sustrato que se utilice al igual
que el equipo empleado, las 3 materias empleadas tuvo
diferentes comportamientos en sus fracciones extraidas,
los que tuvieron mejores rendimientos fue el jugo con 58°
G.L. en olla de cobre y 50.8°G.L. en columna, mientras
que la pulpa 59° G.L. en olla de cobre y 46.5°G.L. en
columna (Briones, et al, 2012).

Vegetales

Yuca (Manihot esculenta): Es uno de los tubérculos méas
tradicionales de los Andes, se caracteriza por su valor
nutritivo ya que contiene entre 30-50% de carbohidratos,
calcio, vitamina C, complejo By fésforo (Guerrero-Yepez,
2018) Para la produccion de etanol se aplicé hidrolisis
enzimatica con la cual se pudo obtener un rendimiento
del 40% al utilizar alfa- amilasas, amiloglucosidasas y
pectinasas (Collares R, 2012).

Zanahoria (Daucus carota): Es una raiz con alto valor
nutricional, su mayor componente son los carbohidratos
totales (27,04%) de los cuales 18,45% son almidones y
0,6% es fibra, contiene bajas cantidades de grasa (0,1%)
y 1,25% de proteinas (Guerrero-Yepez,2018).

Batata (Ipomoea batatas): La batata, camote o patata,
se utiliza como alimento humano en forma cocida,
pasta dulce, harina para adicionar al pan sustituyendo
hasta en un 30% la harina de trigo, y como forraje para
ganado porcino en fase de desarrollo. Con el fin de
obtener alternativas de utilizacién y transformacioén,
se propuso obtener un aguardiente a nivel laboratorio.
La investigacion consistié6 en adaptar el proceso de
elaboracién de aguardientes, evaluando la hidrélisis
del almidén, utilizando cuatro concentraciones de
cebada germinada (0, 10,15y 20% p/v) y dos tiempos de
calentamiento a 60 °C (20 y 60 mini). Los mostos obtenidos
se sometieron a fermentacién alcohdlica utilizando
como inoculo Saccharomyces cerevisiae, destildndolos y
evaluando la aceptabilidad de los aguardientes mediante
una prueba hedénica. El tratamiento correspondiente a
0% de cebada germinada y 20 minutos de calentamiento a
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60 °C, mostr6 la mayor cantidad de aztcares reductores,
presentando diferencias estadisticas significativas
(P<0.05) con respecto a los demds tratamientos y la
evaluacion sensorial demostré que los aguardientes més
aceptados fueron los que contenian 15% de cebada,20
y 60 minutos de calentamiento y los que contenian 20%
de cebada, 20 y 60 minutos de calentamiento (Andrade,
et al, 2009).

Cereales
Bebida alcoholica a base de maiz morado (Zea mays).

La investigacion sobre la obtencion de la bebida
alcohdlica se realiz6é con la extraccion de jugos de
especias y cascara de pifia més el maiz morado por
60 minutos, mas un filtrado estandarizando con acido
citrico y aztcar para asi luego realizar su almacenado,
para luego realizar la mezcla con aguardiente rectificado
y llegar a concentraciones de 3, 6,9,12, 15 y 18°GL hasta
obtener el producto final (Alcivar Martinez, 2020).

Hierbas, plantas y otras variedades
Menta (Mentha)

Botdnicamente la menta perteneciente a la familia de
las Labiadas, es una planta que se cultiva en suelos
htimedos y en climas templados. El licor de menta puede
ser ingerido después de haber comido en exceso ya que
por sus propiedades digestivas ayudara a aliviar los
dolores de la indigestion (Criollo M, 2017).

Anis (Pimpinella anisum L.)

El anis verde fue macerado por 15 dias en aguardiente
a 52 °G.L. (mezcla de alcohol extraneutro a 96 °G.L. y
agua desionizada) y luego fue destilado mediante la
destilaciéon simple. El derivado alcohdlico de anis es
incoloro y liquido cristalino, de sabor &cido ligeramente
dulce y con olor ligeramente a anis. El producto obtenido
tuvo un grado alcohélico elevado adecuado para el
tipo de bebida alcoholica que se produce al igual que
su densidad. Posee componentes aromaéticos ideales
y deseados para el producto final, sin embargo, estos
pueden concentrarse més si se utiliza otro tipo de
destilacion, como la fraccionada o por arrastre de vapor
(Tunqui, et al, 2018).

Pétalos de rosa (Rosa sp)

Obtencion de licor con caracteristicas especificas, las cuales
se deben a la presencia de un aceite esencial proveniente
de los pétalos de rosas, estos pétalos son considerados
como rechazo de la industria floricola y su destino final
es el compostaje. El aprovechamiento de este subproducto
radica en que el aceite esencial logra modificar el sabor y
color del licor elaborado, dandole un valor agregado al
producto final. El proceso mas adecuado para llevar a cabo
este producto es la extraccién sélido-liquido a temperatura
ambiente con etanol como solvente, esto se debe a que
el etanol es parte de la composicion del producto final y
ademds mantiene las propiedades caracteristicas del aceite
esencial que se extrae de los pétalos de rosas (Mendoza-
Pico, 2020).

Extracto de alfa acidos del lapulo (Humulus lupulus)

En el proceso de produccion de aguardiente o “cachaca”,
utilizando como substrato jugo de caha de aztcar, uno
de los problemas que surgen frecuentemente durante la
fermentacion es la contaminaciéon del mosto por bacterias
como la Leuconostoc mesentoroides y especies de Lactobacillus,
se observo que en los mostos con una concentracién de 40
ppm de alfa 4cidos hubo una reduccién de las células vivas
de las bacterias Lactobacillus casei 'y Lactobacillus plantarum.
Se fermentaron de 200 litros de mosto con concentraciéon
de 40 ppm de alfa-acidos, reutilizando la levadura en 14
ciclos, sin observar contaminacién del medio. Los mostos
fermentados fueron destilados en un destilador de cobre
de 160 L, las bebidas obtenidas fueron separadas para su
posterior analisis. Las “cachacas” producidas con y sin alfa
acidos fueron analizadas en el laboratorio de Alcoholes y
Bebidas, no se comprobé la presencia de contaminacién
por bacterias hasta el ciclo 14 de fermentacion, el analisis
sensorial de las “cachagas” producidas con concentraciones
de alfa 4cidos de 40ppm, mostr6 que en estos niveles no
hay percepciéon de ninguna diferencia sensorial cuando
fueron comparados con la “cachaca” producida sin alfa
acidos (Oliveira e Silva, et al, 2016).

Residuos de la industria pisquera

Durante la produccién de pisco, que es el producto obtenido
exclusivamente por destilacion de mostos frescos de “Uvas
pisqueras” (vitis vinifera) recientemente fermentados,
utilizando métodos que mantengan el principio tradicional
de calidad, las uvas pisqueras corresponden a los frutos
de las vides cultivadas en la region costera del sur de Pera
(Flores Mendoza, 2019).
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Se obtienen residuos como la borra (residuos densos y
fangosos que se generan durante el trasiego del mosto al
finalizar la fermentacién), cabeza (fracciéon primera de la
destilacion), cola (ultima fraccion de la destilacién), orujo
(esté constituido por el hollejo o piel de la baya dela uva
y las semillas de la uva) y vinaza (es un residuo liquido
turbio de color café rojizo con un olor a alcohol-caramelo,
que se genera en el proceso de destilacion), fueron
recolectados para analizar y elaborar un aguardiente
por medio de la destilacién (Flores Mendoza, 2019).

Bebidas gasificadas de descarte

Fueron recuperadas 4 tipos de bebidas gaseosas, con
las cuales se aprovecha el contenido de azucares con
la finalidad de elaborar un aguardiente. Para ello, fue
necesario el acondicionamiento de la bebida, donde se
ajust6 el contenido de gas, pH y se afiadi6é nutrientes,
antes de adicionar levadura (Saccharomyces cerevisiae)
para la fermentacién, por tltimo, se destilo para obtener
un aguardiente de 40°GL (Cussianovich Aguirre, 2016).

ETANOL

También conocido bajo el nombre de alcohol etilico
o simplemente alcohol, se caracteriza por ser liquido,
incoloro y con gusto a quemado. Este compuesto es
un alcohol primario que muestra condiciones estandar
de presiéon y temperatura ademds de ser un liquido
incoloro e inflamable con un punto de ebullicién de
78.4 °C (Tabla 1). El etanol es el principal producto de
las bebidas alcohélicas como el vino (alrededor de un
13 %), la cerveza (5 %), los licores (hasta un 50 %) o los
aguardientes hasta un 70 % (Aguirre Inga, 2019). Tabla
1. Propiedades fisicas y quimicas del etanol. (Martinez
Zarate, 2019).

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del etanol. (Martinez Zarate, 2019).

FISICAS QUIMICAS
Densidad 810 kg/m3; (0.810 g/cm3) | Peso Molecular: 46.07 g/mol.
Punto de fusién 158.9 K (-114.1 °C) Composicion N: C: 52.24 %; H: 13.13 % y O:
34.73 %.
Miscible con agua en todas proporciones,
éter, metanol, cloroformo y acetona
Momento dipolar: 1.699 debyes
Reacciones vigorosas con 4cidos, cloruros de

Punto de ebulliciéon 351.6 K (78.4 °C)

Punto de congelacion: -114.1 °C
Temperatura critica 514 K (241 °C)

4cidos, agentes oxidantes y reductores, y
metales alcalinos.

Presi6n de vapor: 59 mm de Hg a 20 °C.
Densidad de vapor: 1.59 g /m

Presién critica 63 atm.
Volumen critico: 0.167 1/mol.
Viscosidad (cP): 1.17 (a 200C).

Calor de vaporizacion en el punto normal de
ebullicién (J/g): 839.31
Calor de combustion (J/ g): 29,677.69 (a 25 °C)

Conductividad térmica (W/m K):
0.17 (a 20 °C).

Materias no convencionales para la obtencion de bioetanol
Residuos de cascara de pifia (Ananas comosus)

Buscando nuevas alternativas de obtencién de
biocombustibles en México a partir de biomasa,
recursos renovables y desechos orgédnicos ademas
de poder desarrollar nuevas tecnologias. El objetivo
principal de este trabajo de investigacion fue obtener
celulosa y bioetanol del bagazo de pifia. Pensando que el
aprovechamiento de este bagazo evitara el consumo de
cultivos destinados a la alimentacion humana, evitando
también el uso excesivo de tierras. Se estudi6 un proceso
para extraer la celulosa del bagazo de pifia, y mediante
la hidrdlisis acida de la celulosa y del bagazo se obtuvo
glucosa, utilizando microorganismos Saccharomyces
cerevisiae en un biorreactor discontinuo tipo Batch con
turbinas. Una vez recolectados los residuos de pifia se
sometieron a secado al sol, posteriormente se realizé una
trituraciéon con una licuadora industrial de 10 L minimo
hasta conseguir una consistencia homogénea, después
se adicion6 NaOH con agitacion mecénica constante
para luego lavar con agua destilada y por daltimo filtrar
para purificar la celulosa obtenida. Después se llevo
a cabo una hidrdlisis acida con H,SO, por medio de
dos fases de aproximadamente 6 horas. Después de
estos procedimientos se realizé la fermentacién en
el biorreactor, afladiendo de acuerdo a calculos la
cantidad necesaria de levadura, ajustando el pH a
5.0, manteniendo una temperatura de 30°C. Pasado el
proceso y el tiempo de fermentacion, el liquido obtenido
se someti6 a destilacion simple y se obtuvieron 630 g
de etanol al 40% de pureza. El rendimiento obtenido
fue menor al tedrico y al estequiométrico, esto pudo
haberse debido a que la levadura Saccaromyces cerevisiae
no convirtié todos los aztcares disponibles en etanol, se
cree que uno de los motivos fue la oxidacién del etanol a
otros compuestos como acido acético, ademas de que el
grado de pureza relativamente bajo del etanol, se debi6
al método de separacion utilizado que resulté ineficiente
(Segura, et al, 2020).

Yuca (mandioca)

En un estudio de investigaciéon de obtencion de
etanol a partir de harina de yuca (mandioca) en un
sistema de hidrolisis dcida enzimatica y fermentacion
simultdnea, se integraron las etapas de hidrolisis
enzimatica (licuefaccion y sacarificacion) y fermentacion
simultdineamente (HEFS), mediante el uso del complejo
enzimatico Stargen ™ 001. El disefio experimental fue
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una Superficie de Respuesta de un disefio Central
Compuesto de dos factores a dos niveles (48 - 80 °C
y 400 - 600 rpm) en la etapa de prelicuado, y luego la
temperatura de ajusto a 37 °C manteniendo las otras
condiciones de proceso en la integracién de las etapas.
La experimentacién se desarroll6 con una concentracion
de los sé6lidos de la harina de yuca de 28% p/v, pH
5.3, in6culo de 0.75 g/L de la levadura Ethanol Red®y
una carga enzimatica de4 mL/L. La temperatura fue la
variable de mayor efecto sobre la produccion de etanol
si se compara con la agitaciéon, aunque, ambos factores
presentaron significancia estadistica sobre la variable de
respuesta. A 64 °C y 500 rpm se alcanza una concentracion
de etanol de 14.6% v/v y una productividad de 2.5 g/
Lh en 48 h de proceso (Castafio, et al, 2011).

Residuos de poda

En esta investigacion se buscé el aprovechamiento de los
residuos de poda de un campus universitario a través
de la hidrélisis de la biomasa lignoceluldsica, con el fin
de conseguir jarabes glucosados para, potencialmente,
ser convertidos en bioetanol. Fueron aplicadas dos
metodologias, la primera mediante hidroélisis acida
utilizando acido sulftirico y la otra con hidrdlisis
enzimatica, con enzimas celulasas. En primer término,
se llevo a cabo la caracterizacion de los residuos de
hojas, tallos y frutos por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién, para determinar los contenidos de
celulosa, hemicelulosa, lignocelulosa y glucosa iniciales.
Posteriormente se efectu¢ la eliminacion de la lignina con
NaOH 0.01 N y sulfato de calcio (0.816 g), en reposo por
3 h, posteriormente se separ6 el material particulado de
la solucién, eliminando la lignina. Enseguida se realiz6
la hidrélisis 4cida con 4cido sulfarico y sometiendo las
muestras en un esterilizador eléctrico a 15 psi de presién
y 125 °C durante 15 min. Para la hidrélisis enzimatica
también se utilizaron muestras sin lignina, utilizando
un biorreactor y enzimas celulasas bajo condiciones de
pH y humedad controladas. De los resultados se obtuvo
una mayor conversion con la hidrdlisis acida de todas
las muestras (entre 10 y 30 g/L de glucosa) que con la
hidrélisis enzimética de los residuos mezclados (8.83 g/L
de glucosa), quedando abierta la posibilidad de obtener
biocombustible a partir de este tipo de residuos. Por lo
anterior, se sugiri6 la necesidad de la optimizacién de
los procesos con el propésito de mejorar el rendimiento
en la produccién de glucosa (Tejada, et al, 2011).

Biomasa lignoceluldsica

Se trabaj6é con la obtencion de etanol a partir de
hidrolizados lignocelulésicos, que en la actualidad
se considera una alternativa muy estudiada en el
mundo, con la finalidad de disminuir los costos de
los biocombustibles de etanol. Se reportaron como
materiales lignocelulésicos de estudio mas utilizados
el bagazo de cafia de aztcar los derivados del maiz. Se
presentaron métodos de pretratamiento, purificacién del
hidrolizado, fraccionamiento de la celulosa, obtenciéon
de microorganismos genéticamente modificados y
produccién a nivel planta piloto e industrial. Los
métodos de pretratamiento por exposicién a vapor y
de purificacién por “overliming” son los mas estudiados
con resultados satisfactorios. Entre los métodos de
fraccionamiento de la celulosa, la sacarificaciéon y
fermentacion simultanea (SSF) se reporta como el
proceso méas novedoso y eficiente para la obtencién
de etanol a partir de biomasa, aunque a nivel planta
piloto e industrial se continta trabajando con el sistema
de hidrélisis acida. Se muestran algunos resultados
obtenidos con microorganismos genéticamente
modificados como la levadura Saccharomyces y la bacteria
Escherichia coli (Vinials-Verde, et al, 2012).

Céscara de naranja (Citrus sinensis)

En el estudio de la hidrolisis dcida de cédscaras de
naranja (Citrus sinensis) para la obtencién de etanol, se
trabajo como una de las alternativas encontradas para
la produccion de jarabes glucosados a partir de residuos
lignocelulésicos para convertirlos en etanol carburante.
Para la obtencion de los jarabes son necesarios diversos
procesos entre los cuales tiene lugar una conversioén de
la celulosa en glucosa para su posterior fermentacion.
Esta conversion puede realizarse mediante hidrdlisis
acida o alcalina. Se realiz6 el estudio de la hidrélisis
acida de cascaras de naranja molidas provenientes de
una industria de vinos. El procedimiento se llevé a cabo
con 4cido sulftrico a distintas concentraciones (3,5 y
7%) con las cascaras previamente deslignificadas, con
vapor a temperatura de 125 °C y 101 kPa de presién,
durante 15 minutos. Los jarabes glucosados obtenidos
se caracterizaron determinando los sélidos solubles
expresados como °Brix mediante un refractémetro y los
aztcares reductores totales, con un espectrofotémetro de
luz ultravioleta visible (EFUV) con &cido dinitrosalicilico.

De los resultados se observé un comportamiento
proporcional en la produccién de aztcar, a mayor
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concentraciéon de acido sulfarico se obtuvo mejor
contenido de aztcares. Sin embargo, concentraciones
de acido demasiado altas aumentan el costo de
utilizacién de reactivos, lo cual hace necesario afiadir
cal para neutralizar el cido, por lo que se elevarian los
costos de produccion. Por otro lado, esta neutralizacion
produce sulfato de calcio, cuya eliminacion traeria costos
adicionales.

Al realizar el balance de masa, se calcularon los
rendimientos, y se encontré que para el mejor caso
(usando acido sulfarico al 7%) se obtiene 25 mg de
azlcares por cada gramo de cascaras de naranja
empleadas. De lo anterior se destaca que el rendimiento
en la extraccion de etanol a partir de cascaras de frutas
es bajo, sin embargo, teniendo en cuenta que las cascaras
son un residuo no aprovechado y de alta produccién en
los sectores turistico e industrial, a gran escala podria ser
una alternativa interesante (Alvear, et al, 2014).

Subproductos de la industria azucarera

En la investigacion sobre la incorporacion de otras
materias primas como fuentes de azticares fermentables
en destilerias existentes de alcohol, se estudiaron
diferentes alternativas para satisfacer el déficit de
sustratos azucarados, con el fin de lograr el uso
planificado de la capacidad instalada de la producciéon
de etanol en un area de varios ingenios y destilerias,
primero minimizando el porcentaje de residuos en un
25.92%, a través del uso de corrientes secundarias y
jugos diluidos, generados del proceso de producciéon
de aztcar. La optimizacion del vinculo de mieles y del
bagazo, entre los ingenios y las destilerias, permite
resolver una importante incognita que es el aprovechar la
capacidad instalada durante todo el afio, lo que significa
incrementar el aprovechamiento hasta 154.96% de lo
inicialmente planificado. Para los estudios de la mezcla
de sustratos azucarados, se utilizaron como materias
primas o sustratos fermentativos: miel final, el jugo de
los filtros y el jugo secundario de una fabrica de aztcar
de una region. Los sustratos fermentativos empleados
se caracterizaron de acuerdo a los pardmetros de: °Brix,
azucares reductores, pH, acidez y %Pol, con el objetivo de
conocer las condiciones y la calidad de cada uno de ellos
antes de ser utilizados en el experimento. Para estudiar
el efecto de diferentes por cientos de extraccion del jugo
de filtros y de la extraccion del jugo del altimo molino,
en los balances de materia y energia, se realizaron los
calculos para una fabrica de aztcar con una molida de
7750 t/d de cana.

Los balances de materia y energia se realizaron con
los parametros operacionales obtenidos directamente
del proceso mediante corridas experimentales. De lo
anterior se concluyé que la extraccion de los jugos
diluidos de la produccién de azicar de caha, aunque
limita la produccién de aztcar permite, a través de
una tecnologia adecuadamente asimilada de mezcla de
sustratos, minimizar los déficit de mieles anuales, en
relacion con la produccién planificada e incrementar
el aprovechamiento y volumen por instalaciéon de
producciéon de etanol, disminuyendo también los gastos
de trasportacién de mieles y los costos energéticos con
un incremento de la disponibilidad de bagazo sobrante
por ingenio (Garcia-Prado, et al, 2015).

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS

Entre las maltiples formas de analizar la presencia de
etanol en el aguardiente, una de estas técnicas es la
determinacion con un cromatégrafo de gases.

El contenido de metanol y etanol del que fue cuantificado
con un cromatégrafo de gases (GC, por sus siglas en
inglés) marca Agilent technologies 7890% - GC system,
acoplado a un espectrémetro de masas Agilent techologies
5975C, equipado con un puerto de inyeccion plit (relacion
1:50), un inyector Agilent y un sistema de recoleccién
de datos HP Chem Station. El flujo de helio como gas
portador se fij6 en 1.2 mL/min. Las temperaturas en el
puerto inyector y detector se fijaron en 250 °C y 300 °C,
respectivamente. La temperatura del horno se control6
con un programa de elevacion de temperatura durante el
analisis, que se estableci6 inicialmente en 40 °C durante
1 min, seguido con un incremento de 40 °C/min hasta
250 °C y se mantuvo por un 1 min. Previamente, se
establecieron las curvas de calibraciéon partiendo de
los estandares de metanol y etanol. Una vez con las
condiciones estipuladas, se inyectaron las muestras de
fieque directamente al equipo (Tirado, et al, 2017).

De acuerdo con Castafio, et al, 2011; los perfiles de
fermentacién (concentracién vs tiempo) de etanol y
glucosa se cuantificaron por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) utilizando un cromatégrafo (300x
7.8mm); como fase moévil se utiliz6é una soluciéon 0.012
N de acido sulfarico grado HPLC con un flujo de 0.5
mL/min, con una temperatura de columna de 65 °C
utilizando un detector de indice de refraccién Agillent.
Los azticares reductores se determinaron por el método
de Miller usando una un espectrofotémetro UV visible
Genesys 20.
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Garcia-Pardo, et al, en 2015; analizaron y determinaron
la concentracién de azuacares reductores por el método
de Eynon-Lane y el grado de alcohol fue determinado
por picnometria. Mientras que Alvear, et al en 2013,
determinaron el contenido de azticares reductores
en jarabes hidrolizados con acido sulfarico, mediate
espectrofotometria de luz ultravioleta visible (EFUV)
con acido dinitrosalicilico (DNS).

CONCLUSIONES

El proceso de elaboraciéon para aguardientes y etanol
depende en gran medida de la materia prima utilizada,
debido a que la composicion final tiene una combinacién
de alcohol, agua, aztcar y la materia vegetal que
permitird aportar su aroma y sabor ademas del color en
algunos casos. Conociendo estos elementos nos permite
dar una clasificacion a nuestro mosto preparado, ya sea
por los grados de alcohol o los compuestos empleados
determinando el tipo de aguardiente a elaborar y asi
poder establecer el proceso mas adecuado para su
elaboracion.

En el desarrollo del proceso se describen las fases
necesarias ademds de los pardmetros requeridos para
poder realizar un aguardiente de calidad con las
caracteristicas y requisitos fisicoquimicos establecidos,
con una produccién adecuada de etanol.

La elaboracién de aguardientes a base de materias
primas ha ido evolucionando de una manera constante
dentro del mercado de bebidas alcohélicas, debido a
las diferentes caracteristicas que posee cada preparado,
obteniendo bebidas alcohoélicas de alta calidad con
sabor y aroma que permiten generar un alto grado de
aceptacion en los consumidores. Se pretende que con
la elaboracién del aguardiente con cualquier materia
prima no convencional proporcione un valor agregado
a la fruta, vegetal, hierba u otra variedad con el que
se trabaje, debido a que gran mayoria de estos frutos
no son aprovechados en su mayoria y dejando de lado
que contienen muchas propiedades nutrimentales y
beneficiosas.
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RESUMEN_

El uso de nanoparticulas metélicas mejora el contenido
de compuestos bioactivos en alimentos de origen vegetal
y en compuestos con beneficios para la salud humana.
El objetivo de esta investigacion fue determinar si la
aplicacion foliar de nanoparticulas de cobre (NPs
Cu) puede incrementar el contenido de compuestos
bioactivos en frutos de sandia. Nuestro estudio consider6
seis tratamientos con diferentes concentraciones de NPs
Cu: (0, 50, 100, 150, 200 y 250 mg L*). Se determinaron
los efectos sobre la calidad nutracéutica y la actividad
enzimética. La aspersion foliar de Cu NPs indujo un
aumento en la biosintesis de compuestos bioactivos,
ademas de un aumento en la actividad de la enzima
superdxido dismutasa (SOD) en frutos de sandia. Por
lo tanto, con la aplicaciéon de NPs de Cu se producen
frutos de sandia de mejor calidad para la dieta humana
debido a la mayor produccion de compuestos bioactivos.

Palabras clave: Nanobiofortificacion, antioxidantes,
Citrullus lanatus

ABSTRACT

The use of metal nanoparticles improves the content of
bioactive compounds in plant foods and compounds
with benefits for human health. The objective of this
research was to determine if the foliar application of
copper nanoparticles (Cu NPs) can increase the content
of bioactive compounds in watermelon fruits. Our study
considered six treatments with different concentrations
of Cu NPs: (0, 50, 100, 150, 200 and 250 mg L-1). The
effects on nutraceutical quality and enzymatic activity
were determined. Foliar spraying of Cu NPs induced
an increase in the biosynthesis of bioactive compounds,
as well as an increase in the activity of the enzyme
superoxide dismutase (SOD) in watermelon fruits.
Therefore, with the application of Cu NPs, watermelon
fruits of better quality for human diet are produced due
to the increased production of bioactive compounds.

Keywords: Nanobiofortification, antioxidants, Citrullus
lanatus
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INTRODUCCION

Los nanomateriales como las NP de Cu son de suma
importancia debido a su estabilidad con diversas
funcionalidades y aplicaciones (Mali, Raj et al., 2019),
en ciencia como la energia, la medicina, la agricultura,
la produccién de alimentos, etc. Por poseer excelentes
caracteristicas fisicoquimicas, antimicrobianas y
biol6égicas, ya que la nanoparticulas interacciona
conjuntamente con la célula viva a nivel molecular,
confiriendo algunos impactos rentables al cultivo
(Kumar, Muthukrishnan et al., 2020), al incrementar su
contenido en componentes bioquimicos y bioactivos,
brindando tolerancia a varios factores bidticos y abidticos
(Lopez-Lima et al., 2020).

Una de las estrategias para aumentar el contenido de Cu
en los alimentos es a través de la nanobiofortificaciéon,
que consiste en potencializar la bioactividad y contenido
de Cuenlas partes comestibles de las plantas (Herndndez
et al., 2019). La fertilizacion quimica es la manera mas
préctica de introducir el Cu en la cadena alimenticia, la
biofortificacién se ha realizado con éxito en diferentes
cultivos, aumentando el rendimiento, calidad y contenido
de compuestos fitoquimicos (Hossain et al., 2021).

Por otro lado, la sandia (Citrullus lanatus), es un cultivo
de cucurbitdceas importante que se cultiva y se consume
en todo el mundo por ser una fuente importante de
bioactivos, incluidos los carotenos, compuestos fenélicos
y vitaminas (Preciado et al., 2019), estos compuestos son
importantes para la salud humana, por lo tanto, estudios
relacionados con el incremento de la productividad y
compuestos fitoquimicos a través de la biofortificacion
es de interés mundial (Salas et al., 2018). Por lo anterior,
el objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de
la nanobiofortificaciéon con NP Cu para mejorar los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de la
sandia.

JUSTIFICACION

El uso de nanoproductos estd innovando la agricultura al
reducir el impacto ambiental y aumentar los compuestos
bioactivos (Hernandez-Hernandez et al., 2019). Entre
los principales nanoproductos se encuentran las
nanoparticulas metélicas (NPs), que pueden inducir
que las plantas toleren el estrés bidtico o abidtico,
favoreciendo un manejo mas eficiente de los nutrientes,
ademas que reduce los efectos indeseables de los
métodos tradicionales de produccién (Kranjc y Drobne,

2019), asi mismo mejorara el contenido de compuestos
bioactivos en alimentos de origen vegetal (Kumar et al.,
2020), que ayudan a prevenir enfermedades crénicas
y degenerativas, generando efectos positivos que
permitan promover y restaurar las funciones fisiolégicas
del organismo humano (Yusefi-Tanha et al., 2020). En
particular, las NP de cobre (Cu) han llamado la atenciéon
para fines agroalimentarios debido a sus diversas
caracteristicas y propiedades (Das Jana et al., 2020).

Asimismo, una abundante aplicacion de NPs metalicas
en las plantas produce estrés y/o toxicidad, generando
especies reactivas de oxigeno (ROS) y un trastorno del
metabolismo celular, en este estado, las plantas aumentan
el contenido de enzimas antioxidantes y componentes
no enzimaticos para la actividad de proteccion celular
(Khan et al., 2020),entre ellos se encuentran: glutation,
vitamina C, carotenoides, ascorbato peroxidasa (APX),
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), entre otros
(Gabdhi y Shende, 2021).

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de cultivo.

El estudio se llev6 a cabo en la granja “El general”,
ubicado enlalocalidad del 13 de marzo, Gémez Palacio,
Dgo. a25° 34y 5" N, longitud 103 ° 29" y 31”” W a 1200
msnm. Se utilizé semilla de sandia (Roja Variedad
Sangria Syngenta).

Nanoparticulas de Cobre (Cu-NP)

Las Cu-NDPs se obtuvieron por donacién del Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA), Saltillo,
Coahuila, México. El tamafio de las nanoparticulas
fue de 95 nm, morfologia hemisférica, polvo negro-
marrén de aspecto oscuro, con una pureza del 99,8% y
se obtuvieron por sintesis verde.

Tratamientos y disefio experimental

Se empled un disefio de bloques completos al azar, con
tres repeticiones por tratamiento, aplicando seis dosis
(0, 50,100, 150, 200 y 250 mg L) de NP Cu (Hernéndez
et al., 2019). Los tratamientos con NP Cu se aplicaron
cada 15 dias con un total de 7 aplicaciones a través de
pulverizaciones. Se determind: rendimiento, y calidad
nutracéutica del fruto.
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Rendimiento. Para determinar el peso fresco
(rendimiento del cultivo, g planta™), las sandias se
cosecharon y pesaron en una balanza analitica (Ohaus
Corporation, Pine Brook, NJ, EE. UU.).

Calidad nutracéutica del fruto
Obtencidon de extracto

Se mezclaron 2 g de muestra fresca en 10 ml de etanol
al 80% en tubos de ensaye, los cuales fueron colocados
en un agitador orbital (AAH3D1265U, OS-3000 Shaker)
en la obscuridad durante 24 h a 20 rpm a temperatura
ambiente. Posteriormente el sobrenadante fue extraido
para las pruebas analiticas correspondientes.

El contenido fendlico total se analizé por el método
de Folin-Ciocalteau modificado (Souza et al., 2014). Se
tomaron 50 pLL de extracto etandlico y se diluyeron en
3 mL de agua destilada y 250 pL de Folin-Ciocalteau
(IN), se agit6 y se dej6 reaccionar por 3 min. Después
se afladieron 750 uL de Na,CO, (20%) y 950 uL de agua
destilada. Por tltimo, la muestra se dejoé reposar por 2 h
y se cuantificaron las muestras en un espectrofotémetro
UV-Vis (CGOLDENWALL, rango de longitud de onda a
340-1000nm y un ancho de banda espectral: 5nm) a 760
nm. La solucion estandar se preparé con acido gélico.

Los flavonoides totales se analizaron por
espectrofotometria (Salas-Pérez et al., 2018). Se utilizaron
250 puL de extracto etandlico y se mezclaron con 1.25 mL
de agua destiladay 75 pL. de NaNO, (5%), posteriormente
se dejaron reposar por 5 min y se agregaron 150 uL de
AlCI, (10%). A continuacién, se afadieran 500 uL de
NaOH (1 M)y 275 pL de agua destilada. Se agitaron para
posteriormente cuantificarse en un espectrofotémetro
UV-Vis (CGOLDENWALL, rango de longitud de onda
a 340-1000 nm y un ancho de banda espectral: 5nm) a
510 nm. La solucién estandar se elaboré con quercetina
disuelta en etanol absoluto (y = 0.0122x-0.0067; r* =
0.965).

La capacidad antioxidante total, se determiné por el
método DPPH + in vitro (Brand-Williams et al., 1995). Se
elabor6 una soluciéon de DPPH"* (Aldrich) con etanol, a
una concentracién de 0.025 mg mL™. Posteriormente, Se
afiadieron 50 pL del extracto etandlico con 1.950 uL de
solucion DPPH", transcurrido un tiempo de 30 min se
analizaron las muestras en un espectrofotémetro UV-Vis
(CGOLDENWALL, rango de longitud de onda a 340-
1000 nm y un ancho de banda espectral: 5nm) a 517 nm.

Vitamina C en fruto, se determiné por el método de
titulacion (Padayatt et al., 2001). Se tomaron 10 g de
muestra de fruto fresco para posteriormente triturarse
con 10 mL de 4cido clorhidrico al 2 %. Después se filtr6 y
se afor6 a 100 mL con agua destilada. Con una muestra de
10 mL del diluido, se titul6 con 2,6 diclorofenolindofenol
(1x10° N) y se determiné el contenido de vitamina C
con la férmula:

(mL de 2.6 diclorofenolindofenol) (0.088)(volumen total) (100’

VieC = (volumen de la alicuota) (peso de la muestra)

Actividad enzimatica

El superdéxido dismutasa (SOD) (U mL-1, donde U
se define como la cantidad de enzima necesaria para
exhibir 50% de dismutacion del radical superéxido)
se determiné mediante el kit SOD Cayman 706002®.
Se anadié una mezcla de 20 pL de extracto, 200 pL
del detector de radicales (sal de tetrazolio) y 20 pL de
solucion de xantina oxidasa en una microplaca. La
microplaca se cubrié con una tapa transparente (kit), se
coloco en agitacion durante 10 s y luego se incub6 a 26
°C durante 30 min. Por daltimo, se midio la absorbancia
a una longitud de 450 nm utilizando un lector de placas
(BioTek, modelo ELx808, Winooski, VT, EE. UU.). El
principio de la prueba se bas6 en el uso de una sal de
tetrazolio para la deteccion de radicales superéxidos
generados por la xantina oxidasa y la hipoxantina
(Herndndez-Hernéndez, 2019).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante analisis
de varianza y comparacion de medias con la prueba de
Tukey (p < 0.05) utilizando el paquete estadistico SAS
(Statistical Analysis System Institute) versién 9.3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento. El uso foliar de Cu-NPs no afecto el
rendimiento (Figura 1), sin embargo, el mayor peso del
fruto se logré en las tratadas con la dosis de 250 mg
mL". La respuesta del cultivo a la aplicaciéon de Cu-
NPs depende de la concentracién empleada (Rizwan et
al., 2017); ya que a dosis bajas se ha demostrado que se
promueve el rendimiento mientras que a dosis altas lo
reducen por fitotoxicidad (Abreu-Naranjo et al., 2020),
lo cual coincide con lo reportado por Olkhovych et
al., (2016), al mencionar que a dosis altas de Cu-NPs
se reduce el rendimiento de los cultivos, debido a
que se incrementa la producciéon de radicales libres
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provocando estrés oxidativo (Liu et al., 2018), mientras
que en bajas concentraciones se mejora el rendimiento,
ya que previene la oxidacién celular al aumentar la
capacidad de las plantas para resistir el estrés oxidativo
causado por las especies reactivas de oxigeno (Younes
et al., 2020).

0 50

100 150 200 250

Figura 1. Componentes del rendimiento por efecto de las diferentes
concentraciones de Cu-NPs aplicadas via foliar. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p < 0.05) segtin la prueba de Tukey.

Calidad nutracéutica. La aplicacion foliar de Cu-NPs
transformo positivamente la biosintesis de compuestos
fitoquimicos como contenido fendlico total, flavonoides
y actividad antioxidante (Cuadro 1), mostrando
diferencia significativa (P<0.05) de acuerdo al ANOVA,
obteniendo los valores més altos de estos metabolitos
con la concentracion de 250 mg mL™", superando al
tratamiento testigo en 15.76% en fenoles, 12.96%
flavonoides, y 14.79% para la capacidad antioxidante.
Las NP pueden aumentar la supervivencia de las plantas
cultivadas bajo estrés a través de muchos mecanismos,
como mejorar el sistema de defensa antioxidante,
promover la fotosintesis, incrementar la absorcién de
agua, nutrientes y fitohormonas (Kohatsu et al., 2021).
Este tipo de respuesta depende de la dosis utilizada, ya
que las Cu-NPs pueden provocar respuestas negativas
a determinadas dosis, mientras que en otras pueden
inducir el efecto contrario o simplemente no tener
efecto (Hernandez-Hernandez et al., 2019; Rizwan et
al., 2017). Los efectos beneficiosos de las Cu-NPs en los
frutos de sandia pueden deberse a su modificacién en
el sistema de fotosintesis de plantas con mayor tasa de
transpiracion y mayor conductancia estomatica (Kranjc
y Drobne, 2019; Rawat et al., 2021). Los resultados
indican que las Cu-NPs pueden ser utilizadas como un
agente que incrementa estos compuestos bioactivos, lo
que beneficia a la planta al participar como coenzima
en sistemas enziméticos involucrados en la formaciéon
(Shabbir et al., 2020) y conversiéon de aminoacidos, como
asi como en la desintoxicacién de radicales superéxido,
ademas esto les permite formar lignina en las paredes

celulares (Abbasi-Parizad et al., 2022), brindando soporte
en posicion vertical a las plantas, asi mismo esto les
permite interactuar en la formacion de polen, semillas
y resistencia al estrés (Soran et al., 2021).

Cuadro 1. Contenido de compuestos nutracetiticos por efecto de diferentes dosis de Cu-NPs
aplicadas en sandia.

Tr \{ Fenol Fla id Antioxidant Vitamina C
mg mL 1 (mg GAE100 (mgQE100g! (Mequiv (mg 100 g
g1PF) PF) TROLOX 100g PF)
PF)
0 208.657 ¢ 112.924" 98.927 16.5627°
50 213.975¢ 118.575 20 104.575 2 16.9057°
100 227.365 127.965 20 109.965 20 16.54272
150 232.660 © 122.994 ab 108.994 16.7203
200 239.188 @ 123.188 2b 109.188 2 16.13272
250 241.559 2 127.559 2 113.559 2 17.46432

Letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05) segtin la prueba de Tukey.

El contenido de vitamina C en sandia no se vio afectado
por las concentraciones de Cu-NP utilizadas; ademas
de no mostrar diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos. Sin embargo, la mayor concentraciéon
de vitamina C correspondi6 a aquellos frutos de sandia
aplicadas con 250 mg L* de Cu-NPs obteniendo 17.4643
mg 10 g' PF, aumentando un 5.44% en comparacién
al testigo. Este estudio demostré que las NPs Cu
aumentaron la cantidad de vitamina C en los frutos de
sandia; debido a la estimulacién de las NP en el aparato
fotosintético al protegerlo de la alta radiacién en los
complejos de captacion de luz (ciclo de la xantofila)
(Mortezaee et al., 2019). Lopez-Vargas et al., (2018)
mostraron que aplicaciones de 250 mg L' Cu-NPs
aumentan el contenido de vitamina C coincidiendo
con los datos obtenidos en este estudio, mientras que
Bonilla-Bird et al., (2020) afirman que el cobre participa
en la activacién de enzimas, en el proceso de fotosintesis,
respiracion de las plantas y coadyuvante de estas en el
metabolismo de carbohidratos y proteinas. La vitamina
C es el antioxidante mas abundante en las plantas y se
emplea como cofactor de enzimas redox por su donacion
de electrones que participan en la reduccion del estrés
oxidativo en enfermedades humanas como el cancer.

Actividad enzimatica. Las Cu-NPs incrementaron
la actividad enzimatica (Figura. 2) en un 22.09% en
superdxido dismutasa (SOD) en relacién al testigo
con la aplicacion de 250 mg L. El cobre actia como
centros cataliticos de proteinas en el metabolismo de
las células vegetales (Rastogi et al., 2017) y regula las
actividades de enzimas como SOD, CAT, entre otras,
que son importantes secuestradores de especies reactivas
de oxigeno ya que forman la primera linea de defensa
frente al estrés oxidativo (Rai et al., 2018). En un estudio
se demostré que las Cu-NP aumentan la actividad SOD
en los frutos de sandia (Hernandez-Hernandez et al.,
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2019). Ademas, las Cu-NP aumentan la actividad de
enzimas antioxidantes como el ascorbato peroxidasa
(APX), el superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT)
y el glutation peroxidasa (GPX) (Hernandez-Herndndez
et al., 2018; Kohatsu et al., 2021), ya que estas enzimas
reducen el estrés oxidativo (Sathiyabama y Manikandan,
2018).

0 50 100 150

250

Figura 2. Contenido de superéxido dismutasa por efecto de diferentes dosis
de Cu-NPs aplicadas en sandia. Letras diferentes indican diferencia
significativa (p < 0.05) segtin la prueba de Tukey.

CONCLUSION

El uso foliar de Cu-NPs en el cultivo de sandia mejoran
la calidad nutracéutica y la capacidad antioxidante en los
frutos, ademas producen un incremento en la actividad
de la enzima (SOD). Por lo tanto, con la aplicaciéon de Cu-
NPs se obtienen frutos de sandia con una mejor calidad
para la dieta humana debido al aumento de compuestos
bioactivos.
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RESUMEN

Una de las principales razones para el reemplazo de la
restauracion de resina dental estd relacionada con la caries
secundaria promovida por la produccién de acido de
bacterias cariogénicas como Streptococcus mutans, otros
microorganismos pueden contribuir en su patogénesis
como Candida albicans al formar biopeliculas. Las hojas de
Moringa oleifera (MO) muestran actividad antiinflamatoria
y antibacteriana debido a que contienen flavonoides e
isotiocianatos. Por lo que fue determinar la influencia de
extracto de Moringa oleifera enla adherencia de Streptococcus
mutans y Candida albicans a resinas de uso dental Smart y
Coltene mediante un estudio analitico, in vitro. El extracto
de hojas de MO se obtuvo por maceracion utilizando
alcohol etilico, se utilizaron las cepas de Streptococcus
mutans (ATTC 25175) y Candida albicans (ATTC 18804),
clohexidina como control positivo y solucién salina sin
extracto como control negativo. Para medir el efecto de
inhibitorio de la adhesion a las resina Smart y Coltene se
trabaj6 con el protocolo estdndar de Burton y cols., (2007).
El analisis estadistico se realiz6 en el paquete estadistico
GraphPad Prism 8, usando ANOVA con post hoc de
Dunett, la significancia estadistica se tomé como p<0.05.

Los resultados mostraron que las dos resinas estudiadas
permiten la adherencia de S. mutans y C. albicans y la
inhibicion del biopelicula S. mutans +C. albicans, donde
el porcentaje de adherencia es mayor en la resina Brilliant
Coltene sin diferencia estadistica significativa. El extracto
de Moringa oleifera si tiene Influencia en la adherencia
de Streptococcus mutans a resinas para uso dental. Solo se
encontré diferencia estadistica entre el control negativo
y el % de inhibiciéon a una concentracién de MO de 2000
ng/ml p=0.0001 por lo que la MO inhibié la adherencia
de la biopelicula de S. mutans en las resinas de uso
odontolégico por lo que podria aumentar la duracién
de la restauracién dental.

Palabras clave: Moringa oleifera, Streptococcus mutans,
Candida albicans, Resinas dentales.

ABSTRACT

One of the main reasons for the replacement of dental
resin restoration is related to secondary caries promoted
by the acid production of cariogenic bacteria such
as Streptococcus mutans, other microorganisms can
contribute in its pathogenesis such as Candida albicans by
forming biofilms. Moringa oleifera (MO) leaves show anti-
inflammatory and antibacterial activity because they
contain flavonoids and isothiocyanates. Therefore, the
objective of this study was to determine the influence of
Moringa oleifera extract on the adherence of Streptococcus
mutans and Candida albicans to Smart and Coltene dental
resins by means of an analytical, in vitro study. MO leaf
extract was obtained by maceration using ethyl alcohol,
Streptococcus mutans (ATTC 25175) and Candida albicans
(ATTC 18804), clohexidine as a positive control and
saline without extract as a negative control. To measure
the inhibitory effect of adhesion to the Smart and Coltene
resins, the standard protocol of Burton et al., (2007) was
used. Statistical analysis was performed in the GraphPad
Prism 8 statistical package, using ANOVA with Dunett’s
post hoc, statistical significance was taken as p<0.05.

The results showed that the two resins studied allow
adherence of S. mutans and C. albicans and inhibition of
S. mutans+C. albicans biofilm, where the percentage of
adherence is higher in Brilliant Coltene resin with no
significant statistical difference. Moringa oleifera extract
does have an influence on the adherence of Streptococcus
mutans to resins for dental use. Statistical difference was
only found between the negative control and the %
inhibition at a MO concentration of 2000 pg/ml p=0.0001
so that the MO inhibited the adherence of the biofilm of
S. mutans in the resins for dental use and could increase
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the duration of the dental restoration.

Key words: Moringa oleifera, Streptococcus mutans,
Candida albicans, Dental resins.

INTRODUCCION

Moringa oleifera Lam (MO) es un arbol que se conoce
como el arbol de baquetas que crece ampliamente
en muchos paises, las semillas, las hojas, el aceite,
la savia, la corteza, las raices y las flores se utilizan
ampliamente en la medicina tradicional. Las hojas
de MO contiene varios compuestos antioxidantes,
flavonoides, fenoles, carotenoides, acido ascorbico, entre
otros; diversas preparaciones de MO se utilizan por su
actividad antiinflamatoria, antihipertensiva, diurética,
antimicrobiana y antioxidante (Stohs & Hartman, 2015).

Las biopeliculas son comunidades microbianas
organizadas estructuralmente que se adhieren a las
superficies bidticas y abidticas. Aproximadamente,
el 65% de todas las infecciones microbianas humanas
involucran la formacién de biopeliculas, las cuales estan
formadas por hongos y bacterias lo que provoca que
sean menos sensibles a los agentes antimicrobianos
aumentando su virulencia (Atriwal y cols., 2021).

Estudios han demostrado el mecanismo de interacciéon
entre bacterias y hongos, mediante el cual las exoenzimas
(derivadas de S. mutans) como las glucosiltransferasas
B (GtfB) producen glucanos extracelulares que en
presencia de sacarosa promueven la posterior unién
de S. mutans a C. albicans. S. mutans facilita la disolucion
del esmalte en la superficie del diente debido a sus
caracteristicas acidogénicas y aciddricas en un medio
rico en carbohidratos (Kim y cols., 2021).

C. albicans ha sido estudiado en procesos de adhesion
importante en la patogénesis de estomatitis protésica.
Ademas, esta adherencia se ha visto influenciada por
otros factores, tales como la rugosidad de la superficie,
la biopelicula, la energia libre de la superficie y el tipo
de material de restauracion

Las resinas dentales son materiales sintéticos mezclados
heterogéneamente formando un compuesto, que en
odontologia se utiliza para reparar piezas dentales
dafiadas ya sea por caries o traumatismos principalmente,
aunque también para tratamientos puramente estéticos.

Las propiedades fisicas, mecénicas, estéticas y el
comportamiento clinico dependen de la estructura

del material, basicamente las resinas dentales estan
compuestos por tres materiales quimicamente diferentes:
la matriz organica o fase organica, una matriz inorgéanica,
material de relleno o fase dispersa y un érgano-silano
o agente de union entre la resina organica y el relleno
cuya molécula posee grupos sildnicos en un extremo
(unién iénica con SiO,) y grupos metacrilatos en el otro
extremo (unién covalente con la resina) (Khoury, 2020).

Las resinas también parecen favorecer el crecimiento
de bacterias cariogénicas en su superficie, lo que se
ha asociado con propiedades superficiales especificas
como liberacién de componentes y falta de propiedades
antibacterianas, Lo que puede atribuirse a los diferentes
perfiles de riesgo de caries de los pacientes, o al
procedimiento de colocacion sensible a la técnica de las
resinas compuestas (Nedeljkovic y cols., 2015).

Por lo que el objetivo del presente estudio fue determinar
la influencia del extracto de Moringa oleifera en la
adherencia de Streptococcus mutans'y Candida albicans a
resinas para uso dental.

MATERIALES Y METODO
Estudio experimental, analitico, trasversal e in vitro.
Recoleccion y extracciéon del Moringa oleifera

Las hojas frescas de MO fueron recolectadas en San Juan
de Guadalupe, Dgo., y posteriormente identificadas en
la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad
Juarez del Estado de Durango.

El material recolectado, se lavé con agua embotellada,
posteriormente se pusieron en papel estraza a secar
evitando la exposicion directa a la luz. Una vez secas se
pulverizaron y pesaron.

El extracto se obtuvo mediante maceracién para lo
cual se pesaron 200 gr de hojas de Moringa oleifera a
los cuales se afiadieron 1.8 Its de etanol al 96% por un
periodo de 8 dias, haciendo recambios del solvente cada
48 h. la solucién resultante se filtr6 utilizando papel
filtro Whatman #40, posteriormente concentré en un
rotavapor a 60° hasta la evaporaciéon del solvente, el
residuo de llev6 a desecacién a 45° hasta la completa
evaporacion del solvente, obteniendo un extracto
etanolico crudo. A partir del extracto seco se prepar6 a
una concentraciéon de 7mg/ml.
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Microorganismos

Se utilizaron cepas de referencia de Streptococcus
mutans (ATTC 25175) y Candida albicans (ATTC 18804).

C. albicans se cultivo por 18 h a 37°C en medio dextrosa
saboraud, S. mutans se cultivd en caldo de infusion
cerebro-corazén (BHI) suplementado con sacarosa al
5% durante 12 h a 37°C bajo una presion parcial de CO,
al 5%. Las suspensiones de cada microorganismo se
estandarizaron en solucion salina al tubo 0.5 de la escala
de McFarland correspondiente a una concentraciéon de
1.5x10® células/ml.

Preparacién de Resinas: Spectra (Dentsply) y Brilliant
(Coltene)

Se utilizaron Placas de poliestireno de 96 multipozos
(Nunc™).En cada pocillo se colocaron 0.2 g de resina
adhiriéndose a las paredes del pocillo, cada pocillo se
polimeriz6 con luz LED segtn las especificaciones de

cada fabricante, posteriormente se puli6 con discos de
hule.

Evaluacion de la adherencia de S. mutans y C. albicans
aresinas para uso dental

Formacion de la biopelicula

Las placas de poliestireno de 96 multipozos de fondo
plano (Nuc™) se sometieron a envejecimiento con
solucion salina durante 24 horas a 37° C en ambiente
htmedo.

En seguida a cada pocillo se afadieron 100 pul de medio
BHI estéril y 100 pl de microorganismo S. mutans, C.
albicans y S mutans + C. albicans previamente preparadas
(cada microorganismo y los 2 microrganismos juntos se
hicieron por duplicado)

Se procedi6 a afiadir extracto etanélico de Moringa oleifera
a concentraciones finales de 2000, 1500, 1000, 500 y 250
ng/ml, como control positivo se afiadié digluconato de
clorhexidina al 0.12% y como control negativo cultivos
sin extracto de MO, en su lugar se ahadi6 solucion salina.
Las placas fueron incubadas durante 24 h a 37°C en
medio himedo.

Después de la incubacion el medio y las células flotantes
se eliminaron completamente usando una micropipeta.
La biopelicula en el fondo de los pocillos se lavé con
solucion salina tres veces, la bacteria adherida se tifié

con cristal violeta al 0.4% de (500 ul) durante 15 minutos
a temperatura ambiente, se lavaron los pocillos 3 veces
con solucion salina para eliminar el colorante no unido.

El colorante cristal violeta retenido por el microorganismo
se solubilizé en 500 pl de acido acético al 33% y se
transfirié a una placa de poliestireno de 96 pocillos para
leer absorbancia a una longitud de onda de 620 nm en
espectrofotémetro Dynatech. Los valores se expresaron
como media de 2+DE (Burton y cols., 2007; Barbosa,
2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados demostraron que las dos resinas
estudiadas permiten la adherencia de S. mutans, C.
albicans 'y S. mutans-C. albicans.

La capa mas externa de la pared celular de C. albicans
consta de un complejo de polisacaridos principalmente
mandanos, glucadnos y quitina, ademas de proteinas y
una proporcion variable de lipidos, los cuales estan
involucrados en la adhesion (Pineda & Mosquera, 2017).

Pineda & Mosquera, (2017), mencionaron que C. albicans
tiene gran capacidad de adherencia no solo a células del
hospedero sino también a materiales inertes como la
resina, resultados que concuerdan a este estudio.

MO no inhibi6 la adherencia de C. albicans en las resinas
Spectra ni Brillant. La menor adherencia de S. mutans
y C. albicans se observé en la resina Spectra a 2000 pg/
ml, posiblemente por su composicion, resultados que se
muestran en la figura 1y en las graficas 1y 2.

Porcentaje de adherencia a resina Porcentaje de adherencia a resina

Brilliant (Coltene)

Spectra (Dentsply)

Extracto etanélico S. mutans S. mutans

Moringa oleifera S. mutans  C. albicans + S. mutans  C. albicans +
Concentracién (pug/ml)
2000
1500
1000
500

250 95.1

101.25

C. albicans
107.06

C. albicans
72.24

86.105 104.41 88.2 137.99

84.47 102.12 86.25 91.645 100.91 102.435

101.20 114.935 88.35 104.025 104.29 93.99

87.165 104.3 85.38 93.55 96.1 113.485

84.97
102.69

92.83
94.62

97.385
103.22

56.905
103.11

96.315
146.41

Clorhexidina

Figura 1. Promedio de los porcentajes de adherencia de los microorganismos en las resinas
Spectra y Brilliant en presencia del extracto de Moringa oleifera
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Grafica 1. Porcentaje de adherencia los microorganismos en la resina de uso dental Spectra
expuestos a diferentes concentraciones de extracto de Moringa oleifera.
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Grafica 2. Porcentaje de adherencia los microorganismos en la resina de uso dental
Brilliant expuestos a diferentes concentraciones de extracto de Moringa oleifera.

Los hallazgos de este estudio contrastan con Mahdi y
cols., (2014) quienes informaron que los extractos etanol
y acetona de hojas mostraron actividad antifingica
contra C. albicans. La diferencia podria atribuirse a la
variaciéon en el medio ambiente donde se recogi6 la
planta, la estacion y la etapa fisiolégica de la planta
cuando se recogieron las hojas.

Los resultados obtenidos mostraron que el extracto
etandlico demostré actividad antibacteriana
contra S. mutans, por el contrario no mostré actividad
antifungica contra C. albicans, resultados parecidos con
estudios previos realizados por Elgamily y cols., (2016),
quienes demostraron que el extracto de hoja etandlico
no tiene efecto antiftingico contra C. albicans.

CONCLUSION

Los resultados mostraron que las dos resinas estudiadas
permiten la adherencia de S. mutans y C. albicans y la
inhibicion del biopelicula S. mutans +C. albicans, donde
el porcentaje de adherencia es mayor en la resina Brilliant
Coltene sin diferencia estadistica significativa. El extracto
de Moringa oleifera si tiene influencia en la adherencia de
Streptococcus mutans a resinas para uso dental. Solo se
encontroé diferencia estadistica entre el control negativo
y el % de inhibicién a una concentraciéon de MO de 2000
ng/ml p=0.0001 por lo que la MO inhibi6 la adherencia
de la biopelicula de S. mutans en las resinas de uso

odontolégico por lo que podria aumentar la duracién
de la restauracién dental.

Se requieren més estudios para determinar la
concentraciéon Optima para mayor inhibicion de la
adherencia a resinas dentales y la estabilidad fisica antes
de su aplicacion clinica.
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RESUMEN

La enfermedad COVID-19 es causada por el virus SARS-
CoV-2 que se propag6 rapidamente por todo el mundo
debido a su alta tasa de trasmision y mutacién. La técnica
RT - qPCR es el estandar para detectar la presencia del
virus SARS-CoV-2 en cualquier tipo de muestra, sin
embargo, existen factores como la variabilidad en los
blancos moleculares que pueden afectar la sensibilidad
de la prueba diagndstica. En este trabajo se analizaron
128 muestras de las cuales 62 fueron diagnosticadas
como positivas a SARS-CoV-2 con distintos valores
de Ct, se confirmaron los resultados por PCR anidada
y por secuenciacion en 14 muestras. Se encontr6 una
concordancia del 93% en el diagndstico molecular y el
91 % de los resultados fueron replicados en un segundo
ensayo de RT-qPCR; mientras que en la validacién por
PCR anidada se encontré una coincidencia del 97%, ya
que se amplificé al menos 1 de los marcadores N1, N2
y N3. Los resultados positivos fueron confirmados por
secuenciacion donde se observaron algunas variaciones,
entre las que destacan mutaciones puntuales, deleciones
puntuales de Ty A. Aunque no se pudo secuenciar el gen
completo y mapear todas las mutaciones, se logré obtener
un alto porcentaje amplicones de bajo peso molecular,
lo que sugiere que las secuencias blanco siguen siendo
reconocidas por los oligonucleétidos y las sondas. Con
lo anterior se concluye el método diagnoéstico es capaz
de reconocer las variantes genéticas circulantes del
virus debido a la conservacién del reconocimiento de
los blancos moleculares.

Palabras clave: SARS-CoV-2, variabilidad genética, RT
- qPCR, diagnéstico molecular.

ABSTRACT

The COVID-19 disease is caused by the SARS-CoV-2
virus that spread rapidly throughout the world due to its
high rate of transmission and mutation. The RT - qPCR
technique is the gold standard to detect the presence of
the SARS-CoV-2 virus in any type of sample, however,
there are factors such as variability in molecular targets
that can affect the sensitivity of the diagnostic test. In
this work, 128 samples were analyzed of which 68 were
diagnosed as positive for SARS-CoV-2, with different Ct
values, the results were confirmed by nested PCR and
by sequencing in 14 samples. A 93% concordance was
found in the molecular diagnosis and 91% of the results
were replicated in a second RT-qPCR assay; while in
the validation by nested PCR a coincidence of 97% was
found, since at least 1 of the markers N1, N2 and N3
was amplified. The positive results were confirmed by
sequencing where some variations were observed, among
which point mutations, point deletions of T and A, and
double deletions of T. Although it was not possible to
sequence the complete gene and map all the mutations, it
was possible to obtain a high percentage of amplicons of
low molecular weight, suggesting that target sequences
are still recognized by oligonucleotides and probes. With
the above, it is concluded that the diagnostic method is
capable of recognizing the circulating genetic variants
of the virus due to the conservation of the recognition
of molecular targets.

Keywords: SARS-CoV-2, genetic variability; RT - qPCR,
molecular diagnostic.
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INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 es un virus con genoma de RNA con
polaridad positiva, que se identific6 a finales del 2019 y
se extendi6 rapidamente en todo el mundo debido a su
alta trasmisibilidad; el primer brote se detecté en Wuhan,
China en diciembre de 2019 y el 30 de enero de 2020 la
Organizacién Mundial de la Salud (https:/ /www.who.
int/es/health-topics/coronavirus) declar¢ la existencia
del COVID-19 como una enfermedad infecciosa causada
por el virus SARS-CoV-2. El 28 de febrero de 2020 se
presento el primer caso confirmado en México, iniciando
su propagacion en el territorio nacional; mientras que en
Durango el primer caso fue confirmado el 12 de marzo
del 2020. Segtn el dltimo reporte de la Secretaria de
Salud de Durango hasta el 30 de septiembre del 2022
se reportaron en el estado 79311 casos positivos, de los
cuales 14975 corresponden a Gémez Palacio (http://
covid.durango.gob.mx/).

Alrededor del 85% de los pacientes con COVID-19
desarrollan sintomas leves, con o sin neumonia;
mientras que el 15% puede desarrollar sintomas
moderados, graves o muy graves que alcanzan estado
critico donde la principal causa de mortalidad es la
insuficiencia respiratoria (53 %) y el dafio al miocardico
con insuficiencia cardiaca (7 %), la mortalidad por ambas
complicaciones a nivel mundial es del 33 % (1) y la
mortalidad general a nivel global es del 6.6 % (2).

México se encuentra entre los paises con mayor
mortalidad por COVID-19, segtin datos reportados al
30 de septiembre de 2022 el ntimero de casos fue de 7.09
My el nimero de defunciones de 330k, (https:/ / github.
com/CSSEGISandData/COVID-19), también se ha
observado un exceso de mortalidad, por todas las causas,
del 8.3 % en México y del 6.7 % en Durango durante
el desarrollo de la pandemia, lo cual se puede deber a
los retos que ha significado la atencion sanitaria en el
pais y los estados, las comorbilidades de la poblaciéon
y el estado socioeconémico que afecta la atencién a la
salud (3).

La pandemia ha causado numerosas muertes y un
gran impacto en la economia mundial debido a las
medidas implementadas para disminuir el contagio y
la mortalidad, sin embargo, la alta tasa de mutacién del
SARS-CoV-2 ha generado variantes genéticas que causan
incertidumbre sobre los efectos que podria tener en el
desarrollo de la pandemia, por lo que el diagnéstico
eficaz y oportuno es una prioridad (4).

El diagnostico del SARS-CoV-2 se realiza utilizando
diferentes tipos de muestras que incluyen orina, heces,
plasma, saliva, aunque las muestras mas utilizadas son
las nasales y de mucosa oral. Existen distintas pruebas de
laboratorio para la identificacion, entre ellas la detecciéon
de antigenos virales presentes en la particula viral, por
lo que detecta la presencia del virus en ese momento;
otra técnica analiza la presencia de anticuerpos contra el
virus SARS-CoV-2 en el plasma o suero de los pacientes
que tuvieron una respuesta inmune ante la infeccién,
una desventaja de este método es que los anticuerpos se
sintetizan semanas después de contraer la infeccién, por
lo que este método no es recomendable para diagnosticar
la presencia del virus en la fase aguda de la infeccion (5).

Por otro lado, la detecciéon del genoma viral por
amplificaciéon de acidos nucleicos se puede realizar en
cualquier fase de la infeccién y con una alta sensibilidad,
actualmente el estandar de oro para el diagnéstico de
la infecciéon por SARS-CoV-2 es el método basado en
la técnica transcripcion reversa - reacciéon en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT - qPCR), el cual
permite la deteccién de secuencias especificas del RNA
viral. Primero se realiza la transcripcion reversa para
generar DNA complementario (cDNA) y posteriormente
se amplifica una secuencia especifica del virus que es
detectada por la fluorescencia de una sonda de hidrolisis
marcada, los oligonucleétidos y las sondas marcadas
se disefian de acuerdo con las secuencias especificas
del genoma del virus; los blancos moleculares mas
utilizados para el diagnéstico molecular de SARS-CoV-2
son los genes E, RdRp, Orflab, Sy el gen N, los kits de
diagnostico pueden contener 1 o 2 blancos moleculares

(©6).

Para el diagndstico de SARS-CoV-2 se deben seguir
los protocolos disefiados y validados para su uso en
la emergencia sanitaria; uno de ellos fue disefiado por
el CDC (Center for Disease Control and Prevention,
USA), el cual estd basado en la secuencia del gen de
la nucleocapside (N) del virus. Se sintetizaron tres
pares de oligonucledtidos que amplifican las regiones
denominadas N1, N2 (especificas de SARS-CoV-2) y N3
(que detecta otros coronavirus); ademas de 3 sondas
marcadas con el fluor6foro FAM para detectar la
amplificacion en tiempo real. Adicionalmente se incluyo
el gen de la RNasa P humana (RP) como un control
interno que analiza la calidad de la muestra tomada (7).
Actualmente este método esta ampliamente validado y
es reconocido por la OMS y el Instituto de Diagnoéstico
y Referencia Epidemiolégicos de México (InDRE), para
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realizar la deteccion de SARS-CoV-2 y el diagndstico
de la COVID-109.

Como ocurre con otras pruebas diagnoésticas existe el
riesgo de obtener resultados falsos negativos y falsos
positivos, en algunas ocasiones los resultados son
inciertos y se pueden deber a una mala implementacién
de los protocolos, o una inadecuada interpretaciéon de
resultados por parte del personal técnico (8). Se estima
que el periodo de incubacién del virus es de 5 dias,
por lo que los falsos negativos son comunes dentro
de los 7 dias posteriores al contagio, también pueden
producirse resultados falsos negativos por mutaciones
en el genoma del SARS-CoV-2 que afectan las regiones
de reconocimiento del oligonucleétido y de la sonda
(9). Lamayoria de los casos falsos negativos ocurren en
pacientes asintométicos o levemente sintomaticos que
presentan una baja carga viral debido al inicio de la
infeccion viral o por la accién del sistema inmune que
controla la replicaciéon del virus; en ambos casos hay
una baja carga viral que afecta la sensibilidad analitica
de la RT - qPCR (10).

El SARS-CoV-2 ha demostrado gran trasmisibilidad
entre personas, la principal via de transmision es el
contacto cercano a través de gotas respiratorias con
didametros que van de 5 - 10 pm, las gotas son dispersadas
por la tos y los estornudos de personas contagiadas;
también se ha identificado la transmisién por fémites
en el entorno inmediato de una persona infectada, por
lo que el contagio puede ser por contacto directo con
las secreciones de una persona infectada y de forma
indirecta por contacto con superficies que contienen el
virus (11). La rapida diseminacion del virus y su alta
tasa de infeccion llevé a una investigacion exhaustiva
para encontrar mejores herramientas diagndsticas
que permitan identificar portadores asintomaticos y
evitar que sigan distribuyendo el virus; por lo anterior
es necesario ampliar y actualizar el conocimiento
que nos permita entender los aspectos biol6gicos y
epidemiolégicos de estas variaciones en el virus, asi
como el impacto en su deteccion a través de métodos
diagnosticos para evitar la propagacion.

El virus SARS-CoV-2 tiene una alta tasa de mutacion, lo
que ha dado lugar a una amplia variaciéon genética en las
poblaciones virales, por lo que las pruebas diagnoésticas
pueden disminuir su sensibilidad aumentando la
incidencia de falsos negativos debido a la pérdida del
reconocimiento del blanco molecular, o afectando el
comportamiento de las curvas de amplificacién lo que

supone un reto en la interpretaciéon de resultados, por
lo que es necesario realizar un monitoreo continuo de la
especificidad y sensibilidad de las pruebas diagnoésticas
disponibles y que son utilizadas en los laboratorios que
apoyan la vigilancia epidemiolégica en México.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de muestras positivas a SARS-CoV-2

Se incluyeron 128 muestras nasofaringeas conservadas
en medio de transporte viral (Soluciéon de Hanks) que
fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia Celular
y Molecular (LBCM) de la Facultad de Ciencias Quimicas
campus Gomez Palacio, adscrita a la Universidad Juarez
del Estado de Durango (FCQ-GP, UJED). El estudio fue
aprobado por el Comité de ética de la FCQ-GP, UJED
con el registro R-2021-123301538X0201-04 y el LBCM
esta avalado por el INDRE con el folio 05290, por lo que
cuenta con todos los permisos y experiencia para el
manejo técnico y manipulaciéon del microorganismo.

Extraccion de RNA viral

El manejo de las muestras se realizé con base en los
lineamientos del InNDRE y la CDC, utilizando el equipo
de proteccién personal que consistié6 en cubrebocas
quirargico triple capa, respirador N95, proteccion
ocular, gorro desechable, overol de bioseguridad y doble
guantes de nitrilo. Las muestras seleccionadas fueron
almacenadas a - 80 ° C para su conservacién a largo
plazo, debido a que son consideradas de alto potencial
infeccioso poseen triple embalaje. La extracciéon de RNA
viral se realiz6 con el kit Quick-RNA™ Viral R1035
(Qiagen) a partir de 200 pul de muestra de exudado
nasofaringeo en medio de transporte viral, siguiendo
las instrucciones de fabricante. Una vez extraido el RNA
fue almacenado a una temperatura de - 20 © C antes de
proceder a la RT - qPCR y a - 80 ° C si el almacenaje
fue por un tiempo mayor para la sintesis de cDNA. El
ensayo RT - qPCR se llevé a cabo con el kit CDC-2019
(Integrated DNA Technologies, IDT, USA), siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

Transcripcion reversa

Se sintetiz6 el cDNA a partir de ~ 1 pg del RNA
extraido, utilizando la enzima transcriptasa reversa M-
MLV (Promega) y oligo dT (Promega), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La cuantificacion de
RNA y cDNA se realizé por espectrofotometria en un
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher®).
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PCR punto final del gen N

El cDNA sintetizado fue utilizado como
templado para amplificar los 1260 pb del gen
N completo con los oligonucleétidos SC2F
5 ATGTCTGATAATGGACCCCAA 3 y
SC2R 5 TTAGGCCTGAGTTGAGTCAGC
3’, con los oligonucle6tidos SC2F y NIR 5
TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG 3’se obtuvo un
amplicon de 85 pb, con los oligonucleétidos N2F 5
TTACAAACATTGGCCGCAAA 3’y SC2R un amplicon
de 370 pb; finalmente con los oligonucle6tidos N3F
5 GGGAGCCTTGAATACACCAAAA 3" y N3R &
TGTAGCACGATTGCAGCATTG 3" un amplicén de 72
pb. Para la amplificacién del gen N completo se realizé
un ciclo de 10 min a 95 ° C para la desnaturalizaciéon
inicial, seguido de 40 ciclos a 30 s a 95 °C, 30 s a 58 °C,
60sa?72°C, finalizando con un ciclo de 5mina 72 ° C.
Para los fragmentos N1, N2 y N3 se realiz6é un ciclo de
10 min, 95 ° C para la desnaturalizacién inicial, seguido
de 40 ciclos de 20sa95°C,20sa59°C,20sa72°C,
finalizando con un ciclo de 5mina 72 ° C. Los productos
de amplificacion fueron visualizados en gel de agarosa al
1.5-2 %, teiiido con Gel Red® (Promega) y visualizado
bajo luz UV en un fotodocumentador MiniBis® (DNR).

Secuenciacion del gen N

Una vez confirmada la amplificacion de los fragmentos
esperados se purificaron las muestras con el kit de
purificacion de PCR (BS364 Biobasic®), se emplearon
20 pl de la muestra de PCR a una concentraciéon de 50
ng/upl. Las muestras fueron enviadas a la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM, los resultados de la secuenciacion
fueron analizados en el programa BioEdit 7.2 para la
visualizacién y edicién de los electroferogramas.

Analisis de las secuencias y similitud

Se realiz6 un alineamiento BLAST para confirmar la
identidad de las secuencias obtenidas y se utilizaron
las referencias GenBank MW307301.1, MN908947,
OUB806235.1, OK435285, OK546752 (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/sars-cov-2/) para el alineamiento y
la comparacién de secuencias que fue realizada con el
programa Mega V10.2.1 (12).

RESULTADOS

Los resultados de la técnica RT - qPCR mostraron la
caracteristica curva sigmoidal en el marcador RP (control
endégeno) de todas las muestras analizadas, en las
curvas de los marcadores N1 y N2 del genoma viral
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Figura 1. Curvas de amplificacién de la RT - qPCR. A) Control negativo, B) Control positivo, C)

Muestra negativa, D) Muestra positiva Ct = 36, E) Muestra positiva Ct =

inconsistente.
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algunas presentaron el patréon esperado y en otros casos
solo se amplificaba uno de los marcadores (Figura 1). Se
realiz6 el diagnéstico por medio de dos interpretaciones
independientes de personal técnico altamente calificado,
tomando en cuenta las curvas de amplificacién de los
marcadores endégenos y virales. Se encontré que 60
muestras fueron clasificadas como negativas, 60 como
positivas y hubo 8 muestras con inconsistencias, el
analisis de concordancia fue del 93% y el indice Kappa
fue de 0.73.

Las muestras clasificadas como positivas a SARS-
CoV-2 presentaron valores de Ct entre 7 y 36, las
inconsistentes solo amplificaron un marcador o ambos
en Ct 37 - 39; algunas muestras tenian alrededor de 6
meses almacenadas por lo que se realiz6 una segunda
extraccion de RNA para verificar el resultado obtenido
en el primer ensayo de RT - qPCR y para obtener el RNA
necesario para la sintesis de cDNA. En el segundo ensayo
se encontré que el 91.17 % delos casos fue replicado como
positivo; mientras que el 8.83 % mostr6 un resultado
inconsistente que solo amplificé6 un marcador (N1 o N2)
con Ct entre 28 - 39. En el caso de algunas muestras
sintomaticas, negativas a SARS-CoV-2, se confirm¢ la
presencia de influenza por medio de RT - qPCR y se
incluyeron como control negativo para la PCR anidada
de SARS-CoV-2.

4= 1260pb ' ‘

€= 1260pb

Se extrajo RNA de las 68 muestras clasificadas como
positivas e inconsistentes y 12 negativas para incluirlas
como controles en la PCR anidada. Todos los RNA
extraidos se cuantificaron para proceder a la sintesis de
cDNA, se obtuvo una concentraciéon promedio de RNA
de 43.51 + 8.82 ng/ ul, el promedio de RNA total fue de
870.27 £176.47 y la pureza determinada por la relaciéon
de las absorbancias 260/280 fue de 3.03 + 0.23. En la
sintesis de cDNA se obtuvo una concentracion promedio
de 2191.60 £ 764.91 ng/ul, el promedio de cDNA total
fue 43832.17 £ 15298.38 y la pureza fue de 1.84 + 0.03.
El cDNA sintetizado fue utilizado como templado para
amplificar el gen N viral y sus fragmentos denominados
N1, N2 y N3 (Figura 2).

En la amplificacién de los 1260 pb que corresponden
al gen completo solo amplificaron 7 muestras, lo que
corresponde al 10.29 %; en el caso de los marcadores que
amplifican los fragmentos de menor peso molecular se
encontrd que el 95.58 % fue positivo para N1, el 86.76
% para N2 y el 91.17 % para N3 y solo dos muestras
inconsistentes no amplificaron ningtn fragmento. Se
seleccionaron 14 muestras para realizar la secuenciacion,
entre éstas 4 que amplificaron los 1260 pb del gen N y
10 muestras que amplificaron 370 pb que contienen el
fragmento N2. Las secuencias recuperadas fueron de
distintas longitudes donde se obtuvieron 550 nucleétidos

N1
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Figura 2. Productos de amplificacién de la PCR anidada del gen N de SARS-CoV-2. A) Gen
completo 1260 pb. Se muestra un gel doble con las muestras del 1 al 15, donde 3, 4, 7, 11, 12 y 15
amplificaron el gen completo. B) Fragmentos del gen N (N1 = 85 pb, N2 = 370 pb, N3 = 72 pb). En
los carriles se indica el nimero de muestra amplificada.
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| } GenNsaRscCov 2
WUHZN NC 045 GCATITAZGTTTGGISGACCCTCAGATICAALTGGCAGTARCCAGRAATGGACAAZGCAGIGGSGCGCCAT CARARCAATIGTCGGCCICAALGSE
MNS0E£947 CcDpC GORATTA R T TGET SRACCOTOAGATTO AR TGRCAGT A A AGRAATARGACAA NGO AGTARGSROGOCAT I RAALACAANRTOGGOOICALGAH
MTX OK435285 GCATTAZGTTTGGTSGACCCTCAGATICAATGGCAGTAACCAGAATGGACRAATGCAGIGGSGCGCCAT AR L ACAATGTCGGCCICARLGG
MTX OR546752 GCATTAZGTTTGGT GGACCCTCAGATICAACTGGCAGTAACCAGRAATGGACAAGCAGTIGGEECGCCATARLACAA DG CGGCCICALGE
217806225.1 U GCATTA G T TGET SGAC T AGATIC AR TG AGT AN AGAATCCACAA TGLAGIGGSGLGCCAT T AA A ACAATGTOGGOCT ICALGE

p'3229 GCATTACGTTTGGIGGACCCTCAGATICAACTGGCAGTARCCAGAATGGACAACGCAGIGGSGCGCCATCARRRCARATGTCGGCCTICAAGG
F287¢ CRTITACGTTTGGTGGACCCTCAGATICAACTGGCAGTAACCAGRAATGGACGRATGCAGTIGGEECGCCAT CRAAARCAATETCGGCCICALGE
F213 CCATTAZCTTTCCTCSCACCCTCACATICAATTCCCACTAACCACAATCCACAAZCCACTCCOOCCCCACTRAZACARATCTCCCCCICALGCC
Fly2 GCATITACGTTTGGISGACCCTCAGATICA CTGGCAGTARCCAGRAATGGACAACGCAGIGGSGCGGEAATARALCANTGTCGGCCICAAGSE

WUHAN NC 045 TCCAZATTICARAGRATCARAGTCATTTTGCTGRATAAGCATATTGACGCATACARAACATTCCCACCARCAGAGCCTARRRAGE
MN903947 CUC TCCAAATTICARAAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAAGCATATTGACGCATACARAACATTCCCACCARCAGAGCCTARRAAGE
UEX OR425285 TCCARATTICAARGATCAAGTCATTTTGCTGAATAAGCATATTGACGCATACARAACATTCCCACCARCAGAGCCTARRRAGE
MEX OK546752 TCCAAATTICARAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAAGCATATTGACGCATACAARACATTTCCACCAACAGAGCCTARARAGE
0U805235.1 U TeoRAR AT T ICARAGAT CARGTCATTTTGoTGAATAAGCATATTGACGCATACARAACATTCCCACCAACAGAGCCTARRARGE
r32453 TCCRRRTTICARAGATCRAAGTCATTTTGCTGRATAAGCATATTGACGCATACRRARCATTCCCACCARCAGAGCCTRRRRRGE
F2875 TCCRARAATTICARAGATCAAGTCATTTTGCTGRATAAGCATATTGACGCATACARAACATTCCCACCARCAGAGCCTAARRARGE
F213 TCCRAAATTIGARAGATCAARGTCATTTTGCTGRATAAGCATATTGACGCATACARARCATTCCCACCRAACAGAGCCTARARRAGE

TR R !

WUHAN NC 045 I'CARGCCTTACCGCRGAGACAGAARGAAACAGCARACTGTGACTCTTCTICCTGCTGCAGATITSGATGATTTCTCCAARCALTTGC
MN903947 CDC I'CRRGCCTTACCGCRGARGACAGARARGARRACAGCARACTGTGACTCTTCTICCTGCTGCAGRTITSGATGATTTCTCCARRCARTTG(
MEX O0ORK425285 TCARGOCOTTACCGRCAGAGAC AGRARARACAGCARACTGTGRACTCTTCTTOCCTGOTACAGATTTSGATRATTTOTCCAAACALZT TG
MEX ORS546752 I'CARGCCTTACCGCRAGAGACAGAARAGAAACAGCARACTGTGACTCTTCTICCTGCTGCAGEATITSGATGATTTCTCCAARCALTTGI
0U805235.1 U I'CARGCCTTACCGCAGAGACAGRAAGARACAGCARACTGTGACTCTTCTICCTGCTGCAGETITSGATGATTTCTCCAARACALTTGC

r3245 TCARCCCTTACCCCACACACACAACAARACACCARACTCTCACTCTTCTICCTCCTCCACATITCCATCAT - - CTCCRAARACARZT -CC
F287% ICARGCCTTACCGCAGAGACAGARGARACAGCARACTGTGACTCTTCTICCTGCTGCAGATITSGATGAT — - CTCCRAARCART -G(
F213 ITCARGCCTTACCGCAGAGACAGARAGARACAGCARACTGTGACTCTTCTICCTGCTGCAGATT SGATGAT - - CTCCAARCART - G(

Fragmento N SARS CoV -2

MW307301.1 RAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGRAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
MN908947 cCDC BGCGCTTCAGCGTTCTTCGGARTGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
MEX OK435285 3GCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
MEX OK54 6752 38GCGCTTCAGCGTTCTTCGGARTGTCGCGCATTGGCATGGRAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!

F522 AGCGCTTCAGCGTTCTTCGGA TGTCGCGCATTGGCATGGRAGTCACACCTTCGGGARCGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
FE39 AGCGCTTCAGCGTTCTTCGGA - TGTCGCGCATTGGCATGGRAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
F3051 AGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAE TGTCGCGCATTGGCATGGRAAGTCACACCTTCGGGARCGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
F3249 AGCGCTTCAGCGTTCTTCGGA TGTCGCGCATTGGCATGGRAAGTCACACCTTCGGGARACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
F3692 AGCGCTTCAGCGTTCTTCGGA TGTCGCGCATTGGCATGGRAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!
F3694 AGCGCTTCAGCGTTCTTCGGA TGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGC!

OU806235.1 UAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAE TGTCGCGCATTGGCATGGRAGTCACACCTTCGGGARCGTGGTTGACCTACACAGGTGC

Figura 3. Secuencias recuperadas del gen N de SARS-CoV-2. Las flechas indican los cambios de
interés.

DISCUSION

de los 1260 del gen N completo y 334 nucledtidos de los
370 que representan la regiéon N2; aunque no se logré
una secuenciacion completa se recuperd una porciéon
representativa del genoma de SARS-CoV-2 que fue del
39.28% para el gen completo y del 90% para la region
N2 (370 pb).

En el alineamiento se utilizaron secuencias de referencia
incluyendo la primera secuencia de Wuhan, la secuencia
usada por el CDC para disefiar en método diagnéstico y
otras secuencias de interés, entre ellas una procedente de
Reino Unido y dos secuencias de SARS-CoV-2 de México.
Se observo que el cambio mas comun fue en la Timina,
se encontraron deleciones en las posiciones 29470,
29480, 29481 y 29493 en distintas muestras; también se
encontraron las transiciones T > C en la posicion 28382y
C > T en 29218; ademas de tres transversiones T > A en
la posicién 28382, C > G en 29311 y 29472. Finalmente,
se encontrd una deleciéon de A en la posicién 29101 en
7 de las muestras analizadas, esta delecion también
fue encontrada en la secuencia GenBank: OU8062235.1
depositada por el Reino Unido (Figura 3).

Desde el comienzo de la pandemia COVID-19 las
pruebas RT - qPCR han desempenado un papel
fundamental para detectar el SARS-CoV-2 y disminuir
la propagacion del virus (13). Existen varias pruebas
diagnosticas disponibles con diferentes sensibilidades,
la mayoria fueron disefiadas al inicio de la pandemia
con el material biolégico y las secuencias del genoma
disponibles en ese momento; sin embargo, los virus
presentan mutaciones generando distintas variantes por
lo que es necesario realizar un monitoreo constante de los
métodos diagnosticos para garantizar su especificidad y
sensibilidad. En este trabajo analizamos la concordancia
del ensayo RT - qPCR disefiado por el CDC para detectar
el virus SARS-CoV-2 en muestras nasofaringeas de
poblacién de la Comarca Lagunera de Durango; ademas
se analiz6 la variabilidad presente en el gen N del SARS-
CoV-2 que podria afectar el reconocimiento de los
marcadores N1y N2, disminuyendo la sensibilidad del
método o aumentando la proporcion de falsos negativos
0 positivos por problemas técnicos.
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Algunos autores sugieren que los resultados deben
manejarse con precaucion, ya que el resultado de una
muestra con baja carga viral representa un problema
de interpretaciéon debido a que no se detecta suficiente
fluorescencia para alcanzar el umbral de detecciéon y
se puede encontrar un valor de Ct = 37 en alguno de
los marcadores N1/N2 o en ambos, lo que dificulta la
interpretaciéon del resultado (14), como ocurrié en 8
muestras de este estudio que tuvieron inconsistencias al
clasificarse y fueron denominadas como indeterminadas,
como lo marca el protocolo. En el trascurso de la
pandemia se han realizado cambios en el umbral de
deteccién que debe tener una muestra para considerarse
positiva, al inicio el CDC indicé que un Ct <36 en ambos
marcadores se consideraria como un resultado positivo,
posteriormente este valor se ampli6 hasta un Ct = 40
para garantizar la deteccién de una baja carga viral; sin
embargo una desventaja es que el umbral de deteccién
es sensible a la fluorescencia de fondo, es decir un Ct
es valido cuando la fluorescencia de la muestra rebasa
el umbral determinado por la fluorescencia basal y el
problema de un diagnéstico basado en el valor de Ct es
que no existe un punto de corte absoluto o constante, sino
que debe interpretarse en términos de distintas variables
biolégicas, técnicas y clinicas (15), estas variables también
pueden incidir en un sobrediagnoéstico al tener falsos
positivos por contaminacién o una mala interpretaciéon
de los resultados (16).

Debido a la dificultad de interpretacién que puede
presentarse en muestras con baja carga viral se ha
propuesto la confirmacién con otros kits que tengan mayor
sensibilidad al que fue utilizado, en este sentido existen
kits con una sensibilidad de 100 copias, otros que detectan
50 copias y los de mayor sensibilidad que detectan 10, 5
y 1 copia del genoma viral, en este caso el kit CDC-2019
detecta hasta 5 copias por reaccién y aunque tiene una
alta sensibilidad también puede generar falsos negativos
o falsos positivos. Algunos autores mencionan que la
principal desventaja de este kit es que cada marcador
se analiza en una reaccién separada, aumentando asi el
trabajo técnico y el tiempo de respuesta del diagndstico
ya que requiere tres reacciones (N1, N2 y RP) para hacer
una interpretacion adecuada del caso; sin embargo la
mayoria de los ensayos de configuracion multiple tienen
menor sensibilidad de 10, 50 y 100 copias, ademas de
que una reaccion mdltiple representa una competencia
entre las reacciones enzimaticas que amplifican cada
blanco molecular, simultaneamente, por lo que suelen
tener més inconsistencias entre resultados y por lo tanto
la interpretacion sigue siendo un problema a resolver.

Se ha propuesto realizar una validacién de los resultados
a través de la determinacion directa de la secuencia del
c¢DNA viral, un estudio propuso un ensayo de RT-PCR
anidada convencional, donde se realiza la transcripciéon
reversa del RNA viral para obtener primero el cDNA
en una reaccion, este cDNA se utiliza como templado
para amplificar los fragmentos virales por PCR punto
final, que finalmente son confirmados por secuenciacion
(17). El autor sugiere que esta validacion interna de la
capacidad técnica y de interpretacion es crucial para
evitar generar falsas alarmas tanto de casos positivos
diagnosticados como casos negativos y que pueden
infectar a un namero considerable de individuos, o bien
diagnosticar casos falsos positivos que dan lugar a un
falso brote reemergente que impacta negativamente en
la economia.

En este estudio se encontr6 un alto porcentaje de
concordancia entre resultados y 66 casos diagnosticados
como positivos también fueron amplificados por PCR
anidada, incluso algunos fueron secuenciados, lo cual
confirma que realmente eran casos positivos, aunque solo
amplificaran un marcador o tenian baja carga viral que se
reflejaba en un Ct = 37, los dos casos que no amplificaron
en PCR anidada tenfan Ct de 38 y 39 en N2. Aunque el
resultado fue satisfactorio es interesante notar que la
eficiencia de amplificacion del gen completo fue muy baja
y solo obtuvimos 7 muestras con un amplicén de 1260
pb, en este sentido los genomas de RNA son vulnerables
ala degradacién por factores ambientales, degradacion
enzimética por RNA asas y por destruccion mediada por
la respuesta inmune; algunos autores sugieren que los
problemas relacionados con la amplificacién completa
del gen N pueden estar relacionados con la integridad
de RNA, la baja carga viral de las muestras y el complejo
proceso de transcripcion del RNA del virus, de tal forma
que tener una mayor integridad del RNA viral permite
la sintesis de cDNA més largos (18 - 20).

Por otro lado, los virus de RNA han desarrollado una
transcripciéon discontinua para proteger la integridad
de su genoma, esta es una caracteristica del orden
Nidovirales en el que se produce un subconjunto RNA
subgendmicos procesados; por lo que es probable que
la fragmentacion del genoma de SARS-CoV-2 dificulte
la deteccién efectiva de fragmentos largos (21). Debido
a la baja eficiencia de la PCR sobre el gen N completo
se amplificaron fragmentos mas pequefios (N1, N2 y
NB3) y se realiz6é una relacion de resultados comparando
los datos obtenidos por RT-qPCR y PCR punto final;
donde se observé que el 97% de los casos fueron
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replicados como positivos. Estos resultados se deben
a que la qPCR es mas sensible que la PCR punto final
ya que permite detectar cargas virales de hasta 5 copias
donde ha mostrado una especificidad del 100% y una
sensibilidad del 91,8% (22). En contraste, la PCR punto
final necesita mayor niimero de copias del genoma viral
para visualizar una banda débil en geles de agarosa.
Comparando los porcentajes de coincidencia de los
resultados positivos con las regiones N1 (95.58%), N2
(86.76) y N3 (91.17), en la region N2 se observ6 una menor
eficiencia de amplificacion; estos resultados coinciden
con varios autores que reportan una mayor eficiencia de
amplificaciéon para el blanco viral N1 en comparaciéon
con N2 (23, 24). Khan et al., (25) sugieren que la regién
maés susceptible a degradacion es la region 3’, lo que
explicaria que el blanco N2 tenga una menor eficiencia
de amplificacion; por otro lado, Chomczynski et al.,
(26) menciona que la fragmentacién del genoma viral
podria interferir con la amplificacién si los productos
de la PCR son mayores a 100 pb de longitud y que
la fragmentacion del genoma no impide la deteccién
efectiva de amplicones cortos como las secuencias N1
de 71 pb y N2 de 67 pb en la prueba de SARS-CoV-2 del
kit RT - qPCR utilizado, sin embargo en la PCR anidada
reportada en este estudio se modificé la longitud de
este fragmento N2 para obtener un amplicén de 370 pb,
que aunque tuvo menor eficiencia de amplificacién el
resultado fue satisfactorio con respecto al gen completo.

Las mutaciones del virus desempefian un papel
importante en su evolucién a través de la adaptacion
y sobrevivencia, en el caso de SARS-CoV-2 la proteina
N es fundamental para proteger el genoma y dirigir
su transcripcion, las mutaciones en este gen pueden
ocasionar la pérdida de los sitios de reconocimiento de
oligonucleétidos y sondas utilizados en el diagndstico
molecular (27). Sin embargo, en el alineamiento de
las secuencias obtenidas en este estudio encontramos
algunos cambios puntuales que fueron verificados en
el electroferograma, deleciones puntuales en una sola
secuencia que pueden interpretarse como errores de
secuenciacion; en tres casos se encontré una deleciéon
de dos T contiguas y otra deleciéon de una T en 12
nucleétidos rio arriba de la primera delecién. Aunque
se han reportado varias mutaciones en el gen N y existen
variantes de SARS-CoV-2 que podrian interferir con el
diagnostico molecular (28), este trabajo demostré un alto
porcentaje de concordancia entre el RT - qPCR y la PCR
anidada confirmando el diagndstico positivo y negativo
en muestras de la poblaciéon de la Comarca Lagunera de

Durango, también podemos inferir que la variabilidad
presente en las muestras no interfiere con las regiones N1
0 N2 que son reconocidas por los oligonucleétidos y las
sondas, por lo que se concluye que el método utilizado
aun es altamente sensible y la interpretacion técnica es
eficiente y confiable.
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RESUMEN

Las enfermedades crénicas no transmisibles son la
principal causa de muerte en México, estas enfermedades
comparten como factor de riesgo la obesidad. La obesidad
se ha incrementado a proporciones pandémicas en las
altimas décadas, su estudio y propuesta de abordaje
deben ser multifactorial. A este respecto una de las
variantes génicas mas evaluadas es el polimorfismo
Prol2Ala de PPARG, aunque se ha asociado con
obesidad, atin hay controversia en el efecto que tiene
cada alelo. Por lo anterior en este trabajo se consider6
el estudio del polimorfismo Prol12Ala de PPARG y la
dieta en personas con enfermedades metabdlicas. En
este estudio transversal se reclutaron 83 pacientes de
UNME-EC de Gémez Palacio y Lerdo, Dgo. Se invité
a participar a todos los pacientes que acudian en el
periodo de Febrero-Marzo de 2019. Se registraron los
datos sociodemogréficos, se aplicé un cuestionario
de frecuencia de consumo de alimentos, se hicieron
mediciones antropométricas y se tomé muestra de
sangre en tubo con anticoagulante, para la extracciéon
de ADN. La genotipificacion de Prol2Ala se realizo
por PCR tiempo real con sondas Tagman de acuerdo
al proveedor. Para el andlisis bivariado se utilizaron la
prueba de chi cuadrada para variables cualitativas y
U-Mann-Whitney para variables cuantitativas, ademads
se analiz6 razon de momios y regresion lineal. Se observé
que los homocigotos Pro/Pro tenian mayor riesgo de
presentar obesidad (OR=3.69, p=0.013) y niveles muy
altos de grasa visceral (OR=3.06, p=0.043),este riesgo
se aumentaba al considerar el consumo de hidratos de
carbono OR=5.28 (p=0.013) para obesidad y OR=3.06
(p=0.043) para niveles de grasa visceral. Debido a la
alta prevalencia del alelo Pro en la poblacién de estudio
es importante considerarlo en los tratamientos de
enfermedades multifactoriales como las enfermedades
metabdlicas.

Palabras clave: Prol2Ala, obesidad, grasa visceral

ABSTRACT

Chronic non-communicable diseases are the main cause
of death in Mexico, these diseases share obesity as a risk
factor. Obesity has increased to pandemic proportions
in recent decades, its study and must be multifactorial.
In this regard, one of the most evaluated gene variants
is the PPARG Prol2Ala polymorphism. Although it has
been associated with obesity, there is still controversy
regarding the effect of each allele. Therefore, in this
work the study of the Prol2Ala polymorphism of
PPARG and the diet in people with metabolic diseases
was considered. In this cross-sectional study, 83
patients were recruited from the UNME-EC of Gémez
Palacio and Lerdo, Dgo. All patients who attended
in the period February-March 2019 were invited to
participate. Sociodemographic data were recorded, a
food consumption frequency questionnaire was applied,
anthropometric measurements were made, and a blood
sample was taken in a tube with anticoagulant for DNA
extraction. Prol12Ala genotyping was performed by real-
time PCR with probes Tagman according to the supplier.
For the bivariate analysis, the chi-square test was used
for qualitative variables and the Mann-Whitney U test
for quantitative variables, in addition, odds ratio and
linear regression were analyzed. The analyzes were
performed in the STATA 14.0 program. Homozygotes
Pro/Pro were observed to have a higher risk of obesity
(OR=3.69, p=0.013) and very high levels of visceral
fat (OR=3.06, p =0.043), this risk was increased when
considering the consumption of carbohydrates OR=5.28
(p=0.013) for obesity and OR=3.06 (p=0.043) for visceral
fatlevels. Due to the high prevalence of the Pro allele in
the study population, it is important to consider it in the
treatment of multifactorial diseases such as metabolic
diseases.

Keywords: Prol12Ala, obesity, visceral fat
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INTRODUCCION

En Meéxico la principal causa de muerte son
enfermedades crénicas no transmisibles, siendo las
primeras las enfermedades cardiacas (19.9%) seguidas
de la diabetes mellitus (DM) (15.4%) y tumores malignos
(12.9%) concentrando 47% de las muertes totales en el
pais (Shama Levy et al., 2016). Quienes mueren por
estas causas, pasan varios afios de su vida manejando
su padecimiento, por lo que reducen la calidad de
vida, no sélo para el paciente sino también para sus
familiares, estas enfermedades tienen como factor de
riesgo comuin la obesidad (Rivera Dommarco et al., 2018).
Uno de los principales factores asociados al desarrollo
de obesidad es la alimentacién. México, al igual que
otros paises de Latinoamérica, experimenta transiciones
epidemiolégicas, dejando de lado los alimentos ricos
en fibra, y aumento del consumo de dietas altas en
grasas saturadas, carbohidratos refinados y aztcares
afiadidos, estas dietas interactian con la estructura
genética de cada poblacién provocando el aumento de
enfermedades metabdlicas (Aguayo-Armendariz et al.,
2018; Gadde et al., 2018).

Estudios de heredabilidad han mostrado que los
factores genéticos tienen un papel importante en el
metabolismo energético y la susceptibilidad a obesidad
(Singh et al., 2017). Una de las variantes mas estudiadas
es el polimorfismo Prol2Ala del gen Proliferador de
peroxisomas activado por receptor gamma (PPARG),
donde el cambio de una citocina por una guanina resulta
en el cambio de una prolina por una alanina, provocando
que la proteina, que un factor de transcripcion, tenga
menor capacidad de unién al ADN y por lo tanto deberia
verse disminuida la adipogénesis; sin embargo, esto
no siempre se observa, mientras que en la mayoria de
los estudios el alelo Ala se asocia a obesidad, a mayor
acamulo de grasa visceral, a diabetes y peor respuesta a
intervenciones para bajar de peso, en otras tiene un papel
protector (Chtourou etal., 2021; Ciudin etal., 2021; Lapice
& Vaccaro, 2014)and to what extent, diet modulates the
effects of the Prol12Ala polymorphism of peroxisome
proliferator-activated receptor gamma 2 (PPARy?2. Estas
diferencias en la relacién del polimorfismo con obesidad
puede deberse a la presencia de otras variantes génicas,
y la dieta. En personas con enfermedades metabdlicas
como la diabetes e hipertension la obesidad es un factor
de riesgo afiadido para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, por lo que es importante evaluar la
relacion de este polimorfismo en conjunto con la dieta
especial que se les recomienda. Debido a lo anterior, en

este trabajo se evalu¢ ademaés del polimorfismo Pro12Ala
de PPARG, los componentes dietéticos en pacientes con
enfermedades metabdlicas.

MATERIALES Y METODOS
Sujetos

Se llevo a cabo un estudio transversal, donde se
invit6 a participar a todos los pacientes que asistian a
tratamiento a las unidades de especialidades médicas
de enfermedades metabdlicas (UNEME-EC) de Gémez
Palacio y Lerdo, Dgo., en los meses de Febrero y Marzo
de 2019. En las mismas UNEME-EC se llev6 a cabo el
muestreo. Se acepté no mas de un integrante de la misma
familia. Los criterios de inclusiéon de las UNEME-EC
son presencia de diabetes, hipertension, dislipidemia,
obesidad y sus criterios de exclusién son sin enfermedad
renal, pulmonar, amputacién y embarazo (Secretaria de
Salud, 2011). El protocolo fue aprobado por el Comité de
Etica de FACSA (PI-01-2021), antes del reclutamiento se
explico el estudio y se solicité consentimiento informado
firmado a todos los participantes.

Mediciones antropométricas

Las mediciones antropométricas se realizaron en ayuno,
con ropa ligera y sin calzado; el peso, porcentaje de grasa
corporal, porcentaje de musculo corporal y nivel de grasa
visceral se hizo en bascula de bioimpedancia (Omron®
HBEF-514CLA). La talla se midi6 con estadimetro portatil
(Seca®213) y la circunferencia de cintura y cadera se
midié con cinta inelastica (Seca®201). Se calcul6 el
indice de masa corporal (IMC)(Kg/m?), asi como indice
cintura/cadera (ICC).

Dieta

Se aplicé un cuestionario semicuantitativo de frecuencia
de consumo de alimentos (INSP, 2018), los encuestadores
fueron previamente capacitados, y el cuestionario se
aplic6 el mismo dia de las mediciones antropométricas
y toma de muestra de sangre. Se elabor6 una base de
datos en excel y las respuestas fueron analizadas de
acuerdo al Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes
(Pérez Lizaur, 2014), para obtener el consumo de
macronutrientes.

Extracciéon de ADN y genotipificacion

Se tom6 muestra de sangre con EDTA para la extraccion
de ADN, la extraccion se realizé mediante el método
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DTAB/CTAB para sangre total y se almacené el ADN
a -20°C hasta su andlisis. Previo a la genotipificacion la
cantidad y calidad del ADN se analiz6 por luz UV en
espectrofotémetro (Nonodrop LITE, Thermo Fisher®).
La genotipificaciéon del polimorfismo Prol2Ala de
PPARG (rs1805192) se realiz6 mediante PCR tiempo
real con sondas TagMan® en equipo Rotor Gene Q
(QIAGEN®) de acuerdo a las condiciones del proveedor.
Se confirmo la genotipificaciéon del 20% de las muestras.

Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico a las variables cuantitativas,
se les hizo la prueba de normalidad Shapiro Wilk.
Se calcularon las frecuecnias alélicas y genotipicas
del polimorfismo Prol12Ala de PPARG, se calcul6 chi
cuadrada de las frecuencias alélicas esperadas (en
consorcio Ensembl) (Genome Reference Consortium,
2021) y encontradas para el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Para el andlisis bivariado se utilizaron la
prueba de chi cuadrada para variables cualitativas
y U-Mann-Whitney para variables cuantitativas.
Posteriormente se hizo el anélisis de razén de momios
y regresion lineal. Se establecié nivel de significancia
estadistica una p<=0.05. Los analisis se realizaron en el
programa STATA 14.0.

RESULTADOS

Se reclutaron 83 pacientes, en los cuales predominé el
sexo femenino (83.33%) y la mayoria de los participantes
vivian en zona rural (65.48%), la mediana de la edad
fue de 53 afos (p25-p75:46-61). Todos los participantes
presentaban alguna enfermedad metabdlica, siendo la
mas prevalente diabetes mellitus (83.75%), seguida de
hipertension (56.96%), y el 45.57% presentaba las dos
patologias, ademas el 54.44% refiri6 haber presentado
dislipidemia.

La frecuencia alélica para Prol2Ala, fue Pro (0.86) y
Ala (0.14) y las frecuencias genotipicas fueron Pro/Pro
(0.74), Pro/ Ala (0.24), Ala/Ala (0.02) encontrandose
en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se utiliz6 el
modelo dominante ya que solo dos personas fueron
homocigoto de Ala, quedando los genotipos Pro/Proy
Ala/X (Ala/Alay Ala/Pro). En cuanto a las variables
sociodemogréficas y de enfermedades metabdlicas no se
encontré diferencias por genotipo (datos no mostrados).

El analisis de las mediciones antropométricas mostréd
que los homozigotos Pro/Pro tuvieron mayores niveles

de grasa visceral, mayor IMC y circunferencia de cintura,
pero menor circunferencia de cadera; sin embargo,
no hubo diferencias en el ICC (Tabla 1). Ademas, se
evalu6 la dieta, para lo cual se midi6 el consumo total
de kilocalorias por dia, siendo la mediana general de
2304.44 Kcal (RI:1922.07-2853.22) y se calcul6 la cantidad
en gramos de macronutrientes consumidos, no se

encontraron diferencias en la dieta entre genotipos.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y antropometricas por genotipo

Caracteristicas General Pro/Pro Ala/X
Antropometria, mediana

(p25-p75)

IMC 32 (29-35.7) 33.5 (30.5-36)  30.05 (27.6-31.6)
Circunferencia de 102.7 (96.0- 97.15 (93.0-
cintura, cm 110.5) 105 (99.0-111.0) 104.0)
Circunferencia de 107 (100.0- 109.5 (102.0- 100.75 (98.0-
cadera, cm 116.0) 0.99) 106.0)

indice cintura/cadera

0.83 (0.94-1.0)

0.94 (0.91-0.99)

0.94 (0.88-1.0)

23.5 (21.3-
Mdasculo corporal, n (%) 25.4) 22.9(21.3-25.8) 23.9(22.7-25.1)
45.9 (40.3-
Grasa corporal, n (%) 49.7) 46.6 (40.4-49.9) 43.7 (40.3-47.8)
Grasa visceral, n (%) 12 (9-14) 12.0 (10.5-15.0)  11.0 (8.0-12.0)
Dieta mediana (p25-
P75)
2304.44 2316.68 2193.34
(1922.07- (1924.75- (1888.33-
Energia total, Kcal 2853.22) 2850.65) 2855.80)
21.21 (17.84- 21.02 (17.89- 21.77 (17.79-
Fibra dietética, g 24.43) 24.12) 25.48)
307.85
(251.93- 311.03 (248.48-  302.64 (263.73-
Carbohidratos, g 358.53) 354.64) 362.42)
87.51 (71.19- 90.47 (71.54- 84.55 (67.41-
Proteinas, g 102.42) 108.43) 99.02)
80.63 (62.37- 81.51 (66.08- 76.21 (58.21-
Lipidos, g 99.88) 101.85) 95.27)
Acidos grasos saturados, 21.98 (15.71- 22.14 (15.56- 20.55 (15.87-
g 27.32) 27.81) 27.04)
Acidos grasos 15.10 (11.52- 15.63 (11.69- 14.14 (10.69-
poliinsaturados, g 19.73) 19.81) 18.79)

p25-p75 (percentil25 - percentil75). Prueba estadistica: U de Mann-Whitney.
Significancia estadistica en negritas:p<0.05

En la tabla 2 se puede observar que ninguno de los
pacientes tenia normopeso, el 28.92% presentaba
sobrepeso, y el 71.08% tenia obesidad, ademaés el 53.84 %
de los pacientes tenia niveles muy altos de grasa corporal
total, y la mayoria tenia niveles altos (50.65%) y muy
altos (23.38%) de grasa visceral (Tabla 2). En el grupo de
homocigotos Pro/Pro habia mas personas con obesidad
y niveles muy altos de grasa visceral.
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Tabla 2. Variables antropométricas cualitativas

Caracteristicas n (%) General Pro/Pro Ala/X
IMC
Sobrepeso 24 (28.92) 13(54.17) 11 (45.83)
Obesidad 59 (71.08) 48(78.69) 11 (18.64)
Mdsculo esquelético
Bajo 53(68.83) 40(75.47)  13(24.53)
Normal 23(29.87) 16(69.57) 7(30.43)
Elevado 1(1.30) 0(0) 1(100.0)
Grasa corporal
Normal 2(2.53) 1(50.0) 1(50.0)
Elevado 11(13.92) 8(72.73) 3(27.27)
Muy elevado 86(53.84) 49(74.24) 17 (25.76)
Grasa visceral
Normal 20(25.97)  11(55.0) 9 (45.0)
Alto 39 (50.65) 28(71.79)  11(28.21)
Muy alto 18(23.38)  17(94.44) 1(5.56)

Prueba estadistica: Chi cuadrada. Significancia estadistica en negritas: p<0.05

Posteriormente se realizé un analisis de regresion
logistica, para obesidad y grasa visceral, se utilizaron
diferentes modelos, ajustando por el consumo de
macronutrientes (Tabla 1A).

Tabla 1A. Asociacion de Pro12Ala con obesidad y grasa visceral considerando
consumo de macronutrientes

Obesidad OR 1C(95%) P
Modelo 1 3.69 1.30-10.40 0.013
Modelo 2 3.65 1.24-10.74 0.018
Modelo 3 438 1.30-14.72 0.017
Modelo 4 528 1.42-19.60 0.013
Modelo 5 3.57 1.12-11.31 0.030
Modelo 6 4.05 1.31-12.47 0.015
Grasa visceral

Modelo 1 3.06 1.03-9.09 0.043
Modelo 2 470 1.23-17.92 0.023
Modelo 3 4.21 0.95-18.69 0.058
Modelo 4 5.72 1.16-28.04 0.031
Modelo 5 4.04 0.96-16.94 0.056
Modelo 6 3.86 0.96-15.39 0.056

Modelo 1, sin ajustar. Modelo 2, ajustado por edad y sexo. Modelo 3, ajustado por
edad, sexo e ingesta caldrica diaria. Modelo 4, ajustado por edad, sexo y gramos
de carbohidratos diarios. Modelo 5, ajustado por edad, sexo y gramos de lipidos
diarios. Modelo 6, ajustado por edad, sexo y gramos de proteina diarios. Prueba
estadistica: Regresion logistica. Significancia estadistica:p<0.05.

Se observa que el riesgo de presentar obesidad es de
3.65 (1C95%=1.24-10.74, p=0.018) para los homocigotos
Pro/Pro, al ajustar por edad y sexo, pero al introducir
las variables de dieta el riesgo se ve aumentado,
principalmente con el consumo de hidratos de carbono

(OR=5.28,IC95%= 1.42-19.60, p=0.013) (Tabla 3). En el
caso de los niveles de grasa visceral, aquellos sujetos
homocigotos Pro/Pro, tuvieron un OR de 4.7 (IC95%=
1.23-17.92, p=0.023), y de forma similar a la obesidad, el
riesgo se aumento al considerar el consumo de hidratos
de carbono (OR=5.72, IC95%=1.16-28.04, p=0.031).

Tabla 3. Asociacion de Pro12Ala con obesidad y grasa visceral

Obesidad OR 1C(95%) p
Modelo 1 3.65 1.24-10.74 0.018
Modelo 2 5.28 1.42-19.60 0.013
Grasa visceral

Modelo 1 4.7 1.23-17.92 0.023
Modelo 2 5.72 1.16-28.04 0.031

Modelo 1, ajustado por edad y sexo. Modelo 2, ajustado por:edad, sexo, consumo de
hidratos de carbono (g). Prueba estadistica: Regresion logistica. Significacnica estadistica
en negritas:p<0.05

DISCUSION

El hallazgo mas sobresaliente fue la asociacion del
genotipo Pro/Pro a obesidad y niveles muy altos de
grasa visceral (Tabla 3). Estos coincide con lo reportado
en poblacion de Brasil, donde adultos que practicaban
ejercicio aerdbico, los portadores del genotipo Pro/
Pro tenian mayor porcentaje de grasa corporal, indice
cintura/cadera y porcentaje de grasa visceral que los
portadores del alelo Ala, esto solo en hombres, ademés
las asociaciones del Pro/Pro con la composicién corporal
fueron independientes a la carga de ejercicio, pero en el
caso del indice cintura/estatua y el porcentaje de grasa
total se observé que dejé de ser significativa cuando se
ajustod por la dieta y la edad (Chtourou et al., 2021), lo
que apoya la posible relacién con la dieta que se observa
en nuestra poblacién de estudio Sin embargo, en otro
estudio también en poblacion de Brasil, adultos jovenes
sedentarios no mostraron diferencias en la composicién
corporal, ni en la respuesta a entrenamiento fisico
cuando se compararon por genotipo (Alexa Cardoso et
al., 2020)40-60 min per session, and intensity between
the aerobic and anaerobic threshold, en este estudio se
evalu6 la dieta y se observé que los homocigotos Pro/
Pro tenian una ingesta mayor de calorias, de hidratos de
carbonos y proteina, sin embargo no se hicieron analisis
de regresion logistica, como si pudimos verlo en nuestro
estudio donde el riesgo de obesidad en los homocigotos
Pro/Pro se aumenta cuando se considera el consumo de
hidratos de carbono, ademés no hubo diferencias en la
dieta por genotipo (Tabla 3). En poblacién mexicana,
con adolescentes del estado de Chihuahua, Mex., con
diferente etnicidad se observé menor riesgo de obesidad
en los portadores del alelo Ala (OR=0.46, RI:0.25-0.84),
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sin embargo tenfan mayor riesgo de tener elevado indice
cintura/estatura (OR=1.79,R1:1.03-3.08) (Carrillo-Venzor
et al., 2020). El caracter protector del alelo Ala en estos
casos se explica porque este alelo provoca que la proteina
de PPARG, que es un factor de transcripcién, tenga
menor afinidad por ADN de tal forma que disminuye
la transcripciéon de las diferentes vias que regula entre
ellas la adipogénesis y la lipdlisis.

Cuando se evalu6 la dieta por consumo de
macronutrientes, y se consideré en los modelos de
regresion logistica, se observé un aumento en el riesgo
de obesidad (OR=3.69, IC95%= 1.30-10.40 vs OR=5.28,
IC95%= 1.42-19.60) y tener niveles muy altos de grasa
visceral (OR=4.07, 1C95%=1.23-17.92 vs OR=5.72,
IC95%=1.16-28.04) por el consumo més alto de hidratos
de carbono. A este respecto, se ha visto la relaciéon de
una dieta alta en carbohidratos con la composiciéon
corporal, especificamente con la grasa visceral. En
un estudio con 167 jordanos aparentemente sanos se
observo que el grupo con mayor grasa visceral tenian el
consumo mas alto de energia proveniente de hidratos de
carbono (T3:66.1 +1.6% vs T2:61.2+1.0% y T1:61.8+1.2%)
(Tayyem et al., 2019), similar a los encontrado en nuestro
estudio donde mayor consumo de hidratos de carbono
se asoci6 a niveles mas elevados de grasa visceral.
De igual forma en un estudio en Dinamarca con 60
personas sanas se comparé el consumo de refresco
endulzado con sacarosa, leche semidescremada, refresco
endulzado con aspartame o de dieta y agua natural, y
se encontré que la ingesta diaria de 1 litro de refresco
con sacarosa durante 6 meses aumenta la acumulaciéon
de grasa ectopica y las concentraciones de triglicéridos
y colesterol total (Maersk et al., 2012). En otro estudio
de intervencion pero en Estados Unidos se observé que,
durante el periodo de intervencién ambulatoria, cuando
las personas consumian 25% del requerimiento diario de
energia como bebidas endulzadas con glucosa o fructosa
con dietas ad libitum, ambos grupos tuvieron aumento
significativo de masa grasa (+3.2 + 0.6 con glucosa y
+2.8 + 1.0 con fructosa), al igual que se encontré un
incremento del tejido adiposo visceral en los sujetos
que consumieron fructosa (+14.0 £ 5.5) (Stanhope et
al., 2009). Otro estudio con adolescentes canadienses
report6 que la ingesta diaria total de azticar fue mayor
en los adolescentes con obesidad visceral que sin ella
(149 en comparacién con 112g/d, respectivamente), de
igual manera, la ingesta de carbohidratos disponibles
se asocid positivamente con el indice de tejido adiposo
subcutaneo y visceral (= 0.54, p= 0.03) (Mollard et al.,

2014), estos resultados apoyan lo encontrado en nuestro
estudio en pacientes con enfermedad metabdlica que
consumian mas hidratos de carbono (Figura 1).

Consumo elevado de carbohidratos

! Efecto indirecto

Pro12Ala

Figura 1. Relaciéon entre el tejido adiposo visceral elevado, la presencia del
polimorfismo Pro12Ala y el consumo elevado de carbohidratos. Las flechas
muestran el riesgo de presentar mayores niveles de grasa visceral en quienes
presentaron el polimorfismo, siendo aumentado con el consumo de
carbohidratos .

Finalmente, en cuanto a la relacién de Prol12Ala de
PPARG con la dieta, se ha considerado principalmente
a las grasas, particularmente por la proporciéon de
acidos grasos polinsaturados y saturados (Curti et al.,
2011) o la ingesta caldrica completa (Lapice & Vaccaro,
2014). En una poblacién de 69 adultos mexicanos
que presentaba un alto consumo de grasas, Aguayo-
Armendariz y colaboradores encontraron una asociaciéon
entre el polimorfismo Prol2Ala y el porcentaje de
grasa en quienes consumian en mayor cantidad acidos
grasos saturados (>10% de la energia total) (Aguayo-
Armendariz et al., 2018). En poblacién francesa, se
observé que quienes eran homocigotos Pro/Pro y tenian
un alto consumo de grasas se asociaban con un mayor
riesgo de presentar diabetes (OR 1.85, p = 0.001) (Lamri
et al., 2012), es interesante si se toma en cuenta que,
en nuestra poblacion, la diabetes fue la enfermedad
mas prevalente (83.75%), aunque no observamos un
riesgo aumentado por el consumo de grasas. La proteina
codificada por PPARG, PPARG2, es un factor de
trasncripcion que participa ademas de en adipogénesis
en la sensibilidad a insulina, de tal forma que puede
aumentar o disminuirla dependiendo de la variante ,
lo que puede explicar su sensibilidad al consumo de
hidratos de carbono, principalmente en pacientes con
diabetes como era la mayoria de los participantes,
ademds PPARG?2 es inducido por medicamentos de la
familia de tiazolidinedionas usados en el tratamiento a
la diabetes, sin embargo en este estudio no se incluy¢ el
consumo de medicamentos, lo cual seria necesario para
poder explicar mejor la relaciéon observada
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CONCLUSION

El genotipo Pro/Pro se asoci6é a obesidad y mayor
porcentaje de grasa visceral, y ese riesgo se ve aumentado
por el consumo de hidratos de carbono. Las personas
con enfermedades metabdlicas requieren tratamientos
farmacologicos y dietéticos mas personalizados, conocer
la estructura genética de esta poblacion puede ayudar
a establecer tratamientos que se hayan probado en
personas con caracteristicas similares.
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RESUMEN

La asociaciéon entre COVID-19 y la fungemia son
multifactoriales como una condicién de la severidad
de la enfermedad (la mayoria de los pacientes requieren
ventilador, monitoreo hemodindmico invasivo y estancia
prolongada en la unidad de cuidado intensivos) y el
uso de antibiticos y esteroides. Los casos de infecciones
secundarias por Candida spp. no se han documentado
y estos aislamiento se han realizado de hemocultivos,
incrementando las infecciones asociadas a la atencion
de la salud (IAAS) por por Candida en pacientes
con COVID-19. El objetivo proncipal fue describir el
panoramana epidemiolégico de las fungemias en
paciente del d&rea COVID. Se sembraron las muestras
en medios de cultivo espcificos, de los cuales, 135
muestras de diferentes sitioos anatémicos en contrando
que 44 cepas correspondieron C. albicans, representando el
70% del total de las cepas aisladas. El resto de los aislados
correspondieron a C. glabrata (6 =9.6%9), C. haemolonii
(2=3.2%), C. krusei (4=6.4%), C. tropicalis (3=4.8%), C.
utilis (3=4.8%), por lo que se considera que la identidicacion
correcta de las especies es crucicial en la vigilancia de
las infecciones hospitalarias. C. albicans sigue siendo
quien predomina en pacientes con COVID-19 y como
biota de los hipitales.

INTRODUCCION

La pandemia por Sars CoV-2 agente causa de COVID-19,
ha generado estragos a nivel mundial en los sistemas
de salud, algunos paises como Estados unidos y
China ha hecho énfasis en las infecciones asociadas
a la atencion en la salud (IAAS) principalmente en
pacientes con cuidados criticos. Los casos de infecciones
secundarias por Candida spp. no se han documentado

y estos aislamientos se han realizado de hemocultivos,
incrementando las IAAS por este microorganismos en
pacientes con COVID-19 (Escudero X., et al 2021). La
coinfeccién bacteriana y flingica en adultos hospitalizados
con enfermedad por el coronavirus SARS-CoV-2 agente
causal del sindrome respiratorio agudo severo es poco
conocida. Clinicamente, la diferenciacién entre la
infeccion viral aislada relacionada con COVID-19 y la
posible infeccién bacteriana o micética sobreafiadida es
un desafio (Hughes S., et al 2020). La asociaciéon entre
COVID-19 y la fungenia son multifactoriales como una
condicién de la severidad de la enfermedad (la mayoria
de los pacientes requieren ventilador, monitoreo
hemodinamico invasivo y estancia prolongada en la
unidad de cuidado intensivos), ademds previo uso de
antibioticos y esteroides (Chowndhraly A., 2020). Antes
de la llegada del SARS-CoV-2, C. auris se consideraba
una gran amenaza para la salud mundial debido a las
altas tasas de resistencia a los medicamentos y facilidad
de transmision en entornos hospitalarios. De hecho, C.
auris multidrogorresistente se ha informado en mas
de 40 paises desde su primera descripciéon hace una
década. Asi como, el contagio a nivel hospitalario por
la COVID-19, las IAAS por C. auris es muy frecuente
y causa una tasas de mortalidad que oscilan entre el
30% y el 72% (OPS, 2021). Candida auris es una levadura
emergente resistente a multiples farmacos que puede
causar infecciones invasivas, estd asociada con una alta
mortalidad y puede diseminarse en entornos de atencién
médica. Esta levadura se describié por primera vez en
2009 y desde entonces se ha informado en méas de 20
paises de los cinco continentes. C. auris representa una
amenaza para la salud mundial (Garcia C. S., et al 2020).
Aparentemente, el nuevo coronavirus (SARS-CoV-2)
estd armado con habilidades especiales para propagar y
desregular los mecanismos inmunes. La administracién
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de antimicrobianos con fines preventivos ha generado
primero un incremento en la resistencia bacteriana y
la aparicion de micosis por hongos filamentosos como
el género Aspergillus, o levaduras del género Candida
(Moser B., eta al 2021). Atn no se ha investigado la
probabilidad de desarrollo de candidiasis orofaringea
(COF) en pacientes con COVID-19 con una lista de
factores de riesgo atribuibles para infecciones orales.
Sin embargo, la aparicién de levaduras del género
Candida ha exacerbado la patologia de la COVID-19
(Namukobe]., 2021), por esta razén tienen un riesgo
sustancial de desarrollar candidiasis de las mucosas,
OPC podria ser una probable causa de morbilidad en
estos pacientes que comienza con la colonizacion de la
especie Candida en la mucosa oral. Otros investigadores
han encontrado configuraciones heterogéneas del
micobioma fecal, con enriquecimiento de patégenos
fangicos de los géneros Candida y Aspergillus, durante
la hospitalizacion de 30 pacientes con COVID-19;
los micobiomas intestinales inestables y la disbiosis
prolongada persistieron en un subconjunto de pacientes
con COVID-19 hasta 12 dias después del aclaramiento
nasofaringeo del SARS-CoV-2 (Zuo T., 2020).

El nimero de pacientes inmunodeprimidos y la
aspergilosis invasiva subsiguiente sigue aumentando; un
diagnéstico rapido y confiable que incluye la
identificacion correcta del patégeno se volvié muy
complejo. El cultivo y el examen microscépico siguen
siendo el “estandar de oro”, pero son insensibles. El

Muestras clinicas
De pacientes

| »

con COVID-19

Meduos de cultivo
especificos

L
o

hallazgo de Aspergillus del esputo no necesariamente
indica infeccién y las manifestaciones clinicas son
inespecificas (Las-Florl C., 2019). Sin embargo, es muy
comun aislarlo en JAAS y sobre todo en pacientes con
COVID-19 tiene impacto epidemiolégico.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 135 muestras clinicas de pacientes con
COVID-19 y de cuidados intensivos con el mismo
padecimiento de abril a diciembre de 2020 en sanatorio
del norte de México, los cuales se clasificaron por
sitio anatémico. Se sembraron en medios de cultivo
especificos, como el agar Mac Conkey, agar Biggy, y
agar Casman con sangre para bacterias y levaduras
respectivamente. Se incubaron entre 18 y 24 h a 36.5 °C.
Los hemocultivos se incubaron en sistema automatizado
BACT/ALERT® 3D 60. Los hemocultivos positivos se
resembraron en los mismos medios de cultivo. Todos los
procedimientos se realizaron en cabina de bioseguridad
Clase IIA, Figura 1. Al obtener los crecimientos
bacterianos y fangicos se procedio a tipificar los géneros
y especies respectivamente, asi como, la sensibilidad a los
antimicrobianos y antifingicos se realiz6 por el método
Vitek 2 de Biomérieux. La interpretacion de los géneros
especies fue por porcentaje de probabilidad, siendo el
mas alto 99%, y la sensibilidad a los antimicrobianos fue
por concentracion minima inhibitoria bajo los criterios
de CLSL
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Figura 1. Protocolo general para aislamiento de identificacién de Candida y sus especies.
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RESULTADOS

De las 135 muestras clinicas de diferentes sitios anatémicos
para el andlisis microbioldgico por el método descrito e
identificadas por el sistema VITEK 2 de Biomerieux. Al
clasificar las muestras por sitio anatémico, se obtuvo 58
hemocultivos, 38 muestras de expectoracion, 19 puntas de
catéter, 5 muestras de orina, y 5 de secrecion orofaringea,
Figura 2.

MUESTRAS CLINICAS ANALIZADAS Y

10 CLASIFICADAS POR SITIO ANATOMICO
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Figura 2. Muestras analizadas para bisqueda del género Candida por sitio anatémico.

Se aislaron 62 cepas del género Candida correspondiendo
al 45.9% de las muestras analizadas, ademas 44 cepas
correspondieron C. albicans, representando el 70%
del total de las cepas aisladas. El resto de los aislados
correspondieron a C. glabrata (6 =9.6%9), C. haemolonii
(2=3.2%), C. krusei (4=6.4%), C. tropicalis (3=4.8%), C. utilis
(3=4.8%), Figura 3. Se aislaron 4 hongos filamentosos los
cuales, fueron identificados como Aspergillus terreus (1)
y Aspergillus niger (3).
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DISCUSION

En el estudio se analizaron 135 muestras clinicas para
estudio bacteriolégico de pacientes con Covid-19.
El objetivo del estudio fue analizar la frecuencia de
aislamientos del género Candida y sus especies como
agentes coinfectantes, debido a que no se describe
la importancia de este género. El género Candida al
igual que las bacterias, han desarrollado mecanismos
eficientes de resistencias a los antifingicos, tal el caso de

C. auris, lo cual coincide con los trabajos de Ahmad, S.
et al (2019) al describir como hecho tiene importancia a
nivel de infecciones asociadas a la atencion en la salud.
Sin embargo en nuestro caso no aislamos a C. auris pero
aislamos a C. haemolonii, pero se considera que se debe
hacer énfasis en estos aislamiento porque los sistemas
Vitek 2 de Biomérieux no identifica a C. auris y los géneros
haemolonii los reporta comdnmente en lugar de C. auris,
tal como los decribe Ambaraghassi, G. et al (2019) al
afirmar que los sistemas de identificacién comercial
automatizados se basan en tarjetas desechables que
contienen varias pruebas bioquimicas convencionales
incorporadas en pocillos de microtitulacién que se
utilizan para identificar un microorganismo. Estos
sistemas no incluyen a C. auris en sus bases de datos
y, por lo tanto, pueden identificarla incorrectamente,
informado a C. auris como Candida haemulonii, Candida
duobushaemulonii, Candida famata y Rhodotorula glutinis
tal como lo afirma Ambaraghassi G., (2019). El mayor
numero de aislamiento Candida, fue de la especie
albican con un 70% lo que indica que C. albicans sigue
predominando en areas hospitalarias representando
un riesgo para los pacientes inmunocomprometidos,
lo cual coincide con los trabajos realizados por Salehi
M. et al (2020). Se han obtenido resultados similares
a los obtenidos en el estudio y afirman la importancia
de realizar mas estudios para disefiar un programa de
profilaxis apropiado y mejorar el manejo de coinfeccién
por hongos en pacientes con COVID-19 criticamente
enfermos, asi lo describe Salehi M, (2020).

CONCLUSIONES

La busqueda del género Candida y sobre todos sus
especies, es de importancia epidemiolégica a fin de
establecer un menejo acecuado de pacientes critico sobre
todo aquellos que desarrollan sindrome respiratorio
agudo por COVID-19 ya que se exaserva la morbilidad
e incrementa el riesgo de morbilidad por coinfecciéon
con C. auris que es multirresistente. La identidicaciéon
correcta de las pecies es cricial en la vigilancia de las
infecciones hospitalarias. C. albicans sigue siendo quien
predomina en pacientes con COVID-19 y como biota de
los hospitales.
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RESUMEN

En la actualidad las infecciones de vias urinarias por
cepas bacterias patogénicas son un problema de salud
debido a la alta resistencia a antibiéticos, no solo por
la presencia de enzimas como las lactamasas, sino
también por estructuras como el biofilm. Las infecciones
por Escherichia coli uropatogénica (UPEC), representan
un riesgo para la salud humana porque esta bacteria
tiene la capacidad de formar la estructura conocida
como biopelicula. La biopelicula es una comunidad de
bacterias, que se caracteriza por la unién entre ellas.
Las etapas de formacién de la biopelicula son adhesién,
colonizacién, maduracioén y dispersion. Una vez que
las bacterias se encuentran inmersas en esta matriz
extracelular de sustancias polimerizadas producidas por
ellas, presentan un fenotipo que modifica su indice de
crecimiento, debido a los cambios en la transcripciéon de
sus genes y puede contribuir a la evasién de la respuesta
inmune del huésped. A la fecha no existe un método que
permita identificar de manera rapida la presencia de
bacterias como UPEC formadoras de biopelicula, lo que
permitirfa aplicar y desarrollar mejores tratamientos. Por
esta razon, en este trabajo, se propone el disefio de un
método que permita la identificacién de la presencia de
biopelicula, a través de la tincién de Gram y el método
de fluorescencia.

INTRODUCCION

La infeccién del tracto urinario (ITU) es una de las
infecciones asociadas a la atencién de salud (IAAS)
relevante, siendo mas frecuente en areas de pacientes
criticos y fundamentalmente relacionada al uso de
catéteres urinarios o instrumentalizacion de la via
urinaria (Duran, 2018). Estas afectan a hombres y
mujeres de todas las edades y varian ampliamente
en sus presentaciones clinicas y en sus secuelas. En
la mayoria de los casos las infecciones urinarias son

producidas por bacterias y en menor proporcién por
virus y hongos (Céceres, 2019). Se destaca que la mayoria
de los patégenos urinarios forman parte de la microbiota
intestinal normal y cuentan con factores de virulencia
que le permiten colonizar el periné en la mujer y el
prepucio en el hombre, para luego ascender a la vejiga
y al rifién (Pinzon et al., 2018). La ITU se encuentra dentro
de las infecciones bacterianas mas comunes, afectando
aproximadamente a 150 millones de personas por afio en
todo el mundo. (Pérez et al., 2022). En los tltimos afios
se ha descrito un aumento progresivo de la resistencia a
los antibiéticos empleados como tratamiento empirico
de ITU (Aguinaga et al., 2018). Debido a que los factores
de riesgo pueden tener variaciones entre diferentes areas
geograficas en el mundo o entre paises desarrollados y no
desarrollados, se hace necesario identificar qué factores
de riesgo pueden estar participando en nuestra realidad
local (Véliz et a., 2020). La mayoria de las infecciones
urinarias son causadas por anaerobios facultativos
generalmente originarios de la flora intestinal (Guzman
y Garcia, 2019). La Escherichia coli (E. Coli) es el agente
causal mas comun de las infecciones del tracto urinario,
representa el 85% de las adquiridas en la comunidad y
el 50% de las nosocomiales (Guzman y Garcia, 2019). El
10 a 14% restante se distribuye mayoritariamente entre
Klebsiella spp, Proteus (vulgaris y mirabilis), Enterobacters
spp, Enterococcus spp y Pseudomona spp. (Elias et al., 2021).
Existe poca informacién acerca de la asociacion de la
ITU con la infeccién con Gardnerella vaginalis, esta se ha
aislado por aspiracion de la vejiga en la orina de pacientes
con nefropatia por reflujo y de sujetos con sintomas
agudos de ITU (Pinzén et al., 2018). La Candida albicans
y otras especies no son causas frecuentes de ITU en
individuos sanos, pero es comtin que lo sean en pacientes
hospitalizados (10-15%) portadores de sonda vesical,
enfermedades predisponentes o anomalias estructurales
del rifién y del sistema colector (Pinzén et al., 2018).
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MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 361 muestras de orina de pacientes con
diagnostico de ITU, a las cuales se les realizé examen
general de orina. Se realiz6 el examen quimico por el
método automatizado de Clinitek Status y con tiras
de orina SG10 de siemens. El sedimento se analiz6
con tincién de Sternheimer-Malbin para observacion
de elementos formes en orina. Del mismo sedimento
se realizé un extendido, el cual se dej6 secar al medio
ambiente y posteriormente ser tefiido por la tinciéon
de Gram para la observacién de bacterias y células
proinflamatorias. Del sedimento también se realiz6 otro
extendido para ser tefiido por con colorante fluorescente
de SYPRO® Ruby Matrix Stain de Invitrogen en
ausencia de luz para la observacion de biopelicula, para
esta tincion se fija la muestra al termoblock a 37 °C,
se adicionan 200pL de la solucién para tincién en la
muestra de biofilm. Adicionar muy suavemente para no
alterar el biofilm. Agregue el colorante inmediatamente
antes de que el biofilm se seque, incubar la muestra por
30 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz,
se enjuaga la muestra gentilmente con agua destilada,

removiendo todo el exceso de coldrate de la base del
material de soporte, observar utilizando objetivo de 40X,
y con una fluorescencia de excitacién/emision maxima
aproximada: 280, 450/610nm. Para la identificacién
bacteriana, se inocularon los medios cultivo como agar
Mac Conkey, agar Casman con sangre, posteriormente
se incubaron durante la noche a 36.5°C, una vez que
se obtuvieron los crecimientos bacterianos, se utilizé
el sistema automatico con el sistema automatizado de
Vitek 2 de Biomeroux para identificar los fenotipos
bacterianos y la prueba de sensibilidad a farmacos por
concentracién minima inhibitoria.

RESULTADOS

Se analizaron 361 muestras de orina de pacientes con
diagnostico de ITU procedentes de San José Sanatorio
de Goémez Palacio Durango SA de CV. Solo 225
presentaron el fenotipo Escherichia coli.; el resto fueron
otros morfotipos bacterianos. De las muestras positivas
para Escherichia coli, fueron 132 mujeres, 45 hombres, 22
adolescentes, 26 nifios Figura 1.

(S

Figura 1. Frotis con tincién de Gram, observdndose nichos bacterianos (a), comunidades bacterianas
intracelulares (b), células inflamatorias (c) y filamentacién bacteriana (d).
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Al clasificar las muestras por su origen, fueron 91
hospitalizados y 134 pacientes externos. La observaciéon
de las formas filamentosas de las bacterias observadas
en el frotis fueron 161 muestras que presentaron bacilos
Gram negativos con formas filamentosas y 64 frotis no
presentaron esta caracteristica Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de las muestras por grupos etarios

134 136
91 I I

Hombres mAdolescentes m Nifios

250
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E. coli Otros morfotipos

Internos m Externos

Determinacién de la presencia de biopelicula por
el método de tincion SYPRO® Ruby Matrix Stain de
Invitrogen, donde se encontr6 que 86 muestras dieron
positiva la fluorescencia y 5 muestras negativas en los
pacientes internos y en los pacientes externo 62 muestras
dieron positiva la fluorescencia y 36 fueron negativas tal
como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Prueba de fluorescencia negativa en color obscuro y prueba positiva en color rojo.

En la identificacion de los fenotipos bacterianos
por el sistema Vitek 2, mostré que la incidencia
de E. coli fue la mas alta siendo del 62.4% como
se muestra en la Tabla 2. Los fenotipos de E. coli
identificados, la prueba de sensibilidad a farmacos
se clasifico en que 45 muestras mostraron resistencia
a 3 antibidticos, 37 muestras a 4 antibioticos, 46
muestras a 5 antibidticos, 44 muestras a 6 antibiéticos
y 7 muestras a 18 antibiéticos.

Tabla 2. Identificacién de los fenotipos bacterianos

Fenotipos bacterianos Incidencia en

porcentaje

Escherichia coli 62.4 %

Klebsiella 133 %

pneumoniae

Enterobacter claocae 44 %

Serraria marscesens 23 %

Acinetobacter 11 %

baumanii

Pseudomonas 0.8 %

aeruginosa

Staphylococcus 6.9 %

saprophyticus

Enterococcus feacalis 88 %
Discusion

En el estudio realizado se pudo clasificar el origen de
las ITU de pacientes internos y externos para establecer
epidemiolégicamente los factores de riesgo asociados a
este factor. Sin embargo, se observa que hay una relaciéon
entre la resistencia y la formacién de biopelicula, la cual
es mayor en pacientes hospitalizados sin embargo, los
pacientes externos principalmente mujeres embarazadas
y personas de la tercera edad muestran un patrén
similar a los pacientes hospitalizados, lo cual impacta la
calidad de vida de los pacientes, asi lo describe Hughes
(2021) al afirmar que para los pacientes, las infecciones
recurrentes del tracto urinario pueden ser una carga
perjudicial, dificil de manejar socioeconémicamente en
los sistemas de salud afectando de manera sustancial.
Ademaés de afectar a la poblacion adulta, se ha
establecido la alta frecuencia de las ITU en pacientes
pediétrico y su diagnostico no es tan sencillo, debido
a la complejidad en la toma de muestra adecuada para
el analisis, coincidiendo con lo reportado por Korbel
y colaboradores, (2017) al afirmar que las infecciones
bacterianas son una de las mas frecuentes y graves a las
que se enfrentan los pediatras y los médicos de atencion
primaria aunque el diagnéstico y el tratamiento de la
ITU parecen simplistas, siguen estando entre los temas
mas polémicos en pediatria. Escherichia coli es el patégeno
mas comun asociado a ITU. La identificacién de las
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formas filamentosas de Escherichia coli y la presencia
de Biopelicula (poblaciones bacterianas intracelulares)
estdn asociadas a la fase crénica de la enfermedad, tal
como lo describe Chakrabarty y colaboradores (2022).
al afirmar que las infecciones recurrentes del tracto
urinario son dificiles de tratar y disminuyen la calidad
de vida. Escherichia coli es el patégeno con mayor
incidencia de casos asociados a bacteriuria sintomatica
como asintomdtica que evoluciona bajo condiciones
de inmunosupresién y estados fisiol6gicos como los
ya mencionados lo cual, coincide con los trabajos de
Kalinderil y colaboradores (2018), al afirmar que la
infeccion bacteriana mas comtn en el embarazo, lo que
aumenta el riesgo de morbilidad y mortalidad materna
y neonatal.

Las infecciones del tracto urinario pueden presentarse
como bacteriuria asintomética, cistitis aguda o
pielonefritis. En el estudio la observacién al microscopio
de las formas filamentosas de las bacterias en el
sedimento urinarios y los pardmetros de esterasa
leucocitaria, pH y nitritos nos sugieren probable
ITU, sin embargo, las ITU tienen una evolucién que
puede llegar a ser compleja para el paciente, ademas la
relacion entre la filamentacion bacteriana y la formacion
de biopelicula estan relacionadas con la resistencia a
farmacos. Yamamura y colaboradores, (2022), establecen
de igual manera la relacion de por lo menos 6 factores
de virulencia de Escherichia coli con la sintomatologia,
la presencia de leucocitos polimorfonucleares y la
resistencia a los antibiéticos en ITU. La resistencia a
los antibi6ticos en el estudio fue alta y tiene relaciéon
directa con la formacién de biopelicula y la fase crénica
delaITU, estos hallazgos coinciden con los descrito por
Wang y colaboradores, (2020) al afirmar en sus estudios
realizados que la produccién de factores de virulencia
estan relacionados con la resistencia a farmacos, Sharma
y colaboradores, (2016) determinan que la comunicacién
bacteriana intra biopelicula, son la clave para el desarrollo
delas ITU crénicas y sobre todo la resistencia al sistema
inmune y antibioticos. Por medio del estudio aportamos
conocimiento y proponemos que la basqueda dirigida
de los parametros descritos ayudaremos al clinico a la
prevencion de las ITU crénicas y al tratamiento correcto.

CONCLUSION

La busqueda dirigida de los pardmetros quimicos,
descripcion de los patrones celulares del tracto urinario,
la evidencia de la biopelicula en fresco y la resistencia
a farmacos y la determinacion de Beta Lactamasas de
espectro extendido (BLEE) son la clave para la prevencion
de las ITU y la evolucién de a la cronicidad.
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RESUMEN

En la actualidad surgen un gran niimero de infecciones
por agentes patdgenos resistentes a los antibidticos. Por
lo que la medicina tradicional es una excelente opciéon
para coadyuvar al control de las infecciones. El objetivo
de este estudio fue determinar la actividad antibacteriana
de los extractos hexénico, cloroférmico y etanélico de
hojas de Prosopis glandulosa sobre cepas de E.coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 29213, S. aureus RM ATCC BAA-
44, E. faecalis ATCC 29212, S. maltophilia ATCC 13637, K
pneumoniae ATCC 700603 y aislados clinicos (N=3) por
el método de microdilucion. Los resultados indicaron
que el extracto hexdnico mostré una CMI de 500 ug/mL
frente alas cepas ATCCE. coliy E. faecalis y para aislados
clinicos >500 pg/mL respectivamente, mientras que el
extracto cloroférmico mostré valores de CMI en el rango
de 500 a 250 ng/mL para S. maltophilia, E. coli, S. aureus,
S. aureus RM, E. faecalis de ATCC y para aislados clinicos
los valores de CMI en el rango de 500 a 125 ug/mL. En
el caso del extracto etandlico, los valores de CMI estan
de igual manera en el rango de 500 a 250 pug/mL para
cepas ATCC de S. maltophilia, E. coli, S. aureus, S. aureus
RM, E. faecalis y K. pneumoniae y para aislados clinicos
los valores de CMI se mantuvieron en el rango de 500
a 250 ug/mL. La levofloxacina se us6 como referencia.
Se concluye que los extractos clorof6rmicos y etandlico
son los mas activos por su espectro bacteriano.

Palabras claves: Antibacteriano, farmaco-resistencia,
Prosopis glandulosa.

ABSTRACT

At present a large number of pathogenic infections
arise caused by resistant pathogens agents. That’s why
the traditional medicine is an excellent option to fight
infections. The aim of this study was to determine the
antibacterial activity of the hexanic, chloroform and
ethanolic extracts from leaves of Prosopis glandulosa
against E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, S.
aureus MRSA ATCC BAA-44, E. faecalis ATCC 29212,
S. maltophilia ATCC 13637, K. pneumoniae ATCC 700603
and Clinical Isolated (N=3) by the microdilution method.
The results indicated that the hexane extract showed a
MIC of 500 ug/mL against ATCC strains of E. coli and
E. faecalis and clinical isolates MIC values of 500 ug/mL,
respectively, while the chloroform extract showed MIC
values in the range 500 to 250 ug/mL for ATCC strains of
S. maltophilia, E. coli, S. aureus, S. aureus MRSA, E. faecalis
and clinical isolates MIC values in the range of 500-
125 pg/mL. For the ethanol extract, the MIC values are
likewise in the range of 500-250 ug/mL for ATCC strains
of S. maltophilia, E. coli, S. aureus, S. aureus MRSA, E.
faecalis and K. pneumoniae, for clinical isolates MIC values
in the range of 500-250 ug/mL. Levofloxacin was used as
reference. It is concluded that chloroform and ethanol
extracts are the most active for its bacterial spectrum.

Keywords: Antibacterial, drug resistance, Prosopis
glandulosa.
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INTRODUCCION

Las infecciones en el tracto urinario son comtnmente
encontradas en pacientes de las comunidades como
también en los hospitales. Estas pueden ser complicadas
o no complicadas, las no complicadas afectan a
individuos que generalmente se encuentran sanos
los cuales no presentan anormalidades estructurales
del tracto urinario. Las infecciones son una de las
principales amenazas a la salud ptblica mundial debido
a la amplia resistencia de los agentes infecciosos, entre
las infecciones mas comunes se encuentran las del
tracto urinario que comprenden una gran variedad
de cuadros clinicos, cuyo denominador comtn es la
proliferacion de algunas especies uropatégenas como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Stenotrophomonas maltophilia, Klebsiella pneumoniae.
Pueden conducir al deterioro de la funcién renal y ser
la puerta de entrada de bacteriemias y sepsis (Rangel
et al., 2001). Se han hecho estudios con las muestras de
orina de pacientes con infecciones en el tracto urinario
y por medio de un urocultivo ha denotado una mayor
incidencia de Escherichia coli en la orina con un 90% de
incidencia en los cultivos positivos (Kornfilt-Isberg,

El Prosopis spp. 0 mezquite es un arbusto de crecimiento
rapido, resistente, perenne, y que se distribuye en las
zonas semiaridas de todo el mundo. El Prosopis cuenta
con mas de 50 especies y se estima que en México
hay cerca de 4 millones de hectareas de mezquite
distribuidos principalmente en las regiones aridas y
semidridas del pais, donde Prosopis leavigata y Prosopis
glandulosa representan las especies mas importantes.
La importancia ecoldgica de esta especie radica en que
funge como planta fijadora de nitrégeno, enriquece el
suelo, promueve el crecimiento de matorrales asociados
a ella, por su sistema radicular ayuda a retener la
humedad y previene la erosion del suelo (Armijo, 2019).

Ante la problematica ya descrita, se propone una
via de accion que es promover el uso de compuestos
naturales como una alternativa o un complemento a
los antibi6ticos utilizados para el tratamiento de las
infecciones, lo que reducira la exposicion que los agentes
patégenos tienen ante los medicamentos contra los que
podrian volverse resistentes, al igual que ofreceria una
mayor variedad de alternativas que podrian ser mas
econdmicas o efectivas que los antibidticos existentes
(Hacioglu, Dosler, Birteksoz-Tan, & Otuk, 2017).

Melander, Hedin, Molstad, & Beckman, 2019). Se han
realizado estudios de suceptibilidad a los organismos
productores de beta lactamasas de espectro extendido,
y los aislamientos de E. coli frecuentemente presentan
resistencia a antibioticos (Ponce-de-Leon et al., 2018).

Por otro lado, los principios bioactivos generados por
el metabolismo secundario de las especies vegetales
provocan cambios fisiologicos sobre los organismos que
las consumen o las utilizan, los compuestos organicos
bioactivos como terpenos, terpenoides, flavonoides,
lactonas y alcaloides son producidos por las plantas de
uso medicinal y estan presentes en sus aceites esenciales
y extractos (Gonzdlez-Elizondo, Lépez-Enriquez,
Gonzélez Elizondo, & Tena-Flores, 2004; Mittal &
Nanda, 2017; Perczak et al., 2018).

Dichos compuestos bioactivos han captado el interés de
la industria farmacéutica debido a su potencial como
materia prima para la produccién de medicamentos
o como base para la sintesis de nuevas moléculas
medicamentosas, asi que actualmente se llevan a cabo
investigaciones acerca de los diversos efectos que
muestran estos compuestos y su presencia en las plantas
medicinales (Gonzélez-Elizondo et al., 2004; Suurbaar,
Mosobil, & Donkor, 2017).

El objetivo del presente estudio es evaluar la actividad
antibacteriana de los extractos vegetales del mezquite
(Prosospis glandulosa) ante cepas ATCC y aislamientos
clinicos de bacterias que afectan el tracto urinario.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Las hojas de P. glandulosa se recolectaron en el Municipio
de San Ignacio en el Estado de Durango. La planta fue
identificada por el encargado del herbario M.C. Eduardo
Blanco Contreras, en la Universidad Auténoma Agraria,
Antonio Narro Unidad Laguna, ubicada en la Carretera
a Santa Fé y Periférico Raul Lopez Sdnchez C.P. 27059
Torreén, Coah., Mex.

Preparacion de los extractos vegetales

Se prepararon extractos hexanicos, cloroférmico y
etanolico, las hojas secas de P. glandulosa (500 g) se
limpiaron y trituraron en un mortero hasta obtener
fragmentos pequefios, se colocaron en un matraz
Erlenmeyer para posteriormente adicionar 2 litros de
cada solvente por separado, para iniciar la extraccién por
medio de maceracion durante 72 h una vez terminada
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esta fase se filtraron a través de un filtro Wathman No. 4,
enseguida se concentro el extracto mediante la separacion
de los solventes mediante rotavapor, para finalmente
colocarlos en un frasco &mbar para protegerlos de la luz.

Descripcion del proceso de preparacion del indculo
bacteriano

Para la activacién y preparacioén del indculo bacteriano
se utilizaron cepas Gram-negativas: E. coli ATCC 25922,
S. maltophila ATCC 13637, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 y Gram-positivas: S. aureus ATCC 29213, S.
aureus RM ATCC BAA-44. Las cepas fueron inoculadas
en placas preparadas con agar-sangre al 5%, cultivadas
por 24 h a 37 °C. Para preparar el inoculo para el ensayo,
fueron transferidas de tres a cinco colonias de cada
cultivo a tubos con solucién salina estéril, y la turbidez se
ajust6 a 0.5 del estandar de McFarland que es equivalente
a 1.5X10® UFC/mL. Se verifica la densidad correcta de la
escala usando un espectrofotémetro a una longitud de
onda de 625 nm, donde el rango de absorbancia deber
ser de 0.08 a 0.10. Posteriormente se transfirieron 10 uL
en 11 mL de caldo Mueller Hinton, para alcanzar una
concentracion estandar de 5 x 10° UFC/mL (Figura 1).

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
de los extractos vegetales

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de
los extractos fue determinada por el método de
microdilucién, el ensayo se realiz6 en microplacas de
96 pocillos estériles con tapa. Se adicionaron 100 pL

de medio de cultivo a cada pocillo de toda la placa.
Posteriormente, en la fila A se afiadieron 100 pL de
la solucién de trabajo con una concentracién 4X, se
mezclaron utilizando una pipeta multicanal, de la
mezcla anterior se transfirieron 100 pL a la fila B para
realizar una dilucion 1:2, se sigui6 haciendo diluciones
1:2 hasta la fila G y se desecharon los tltimos 100 pL.
Posteriormente, 100 pL de la suspension bacteriana (10°)
se adicionaron a todos los pozos con muestra asi como a
los controles negativos y positivos excepto a los pozos de
la hilera H1 a H12 para observar posible contaminacion.
Las concentraciones se evaluaron en el rango de 200
a 6.25 mg/mL. Cada concentracién se evalué por
duplicado. Posteriormente, las microplacas se taparon,
se desinfectaron por su parte externa y se incubaron
a 37 °C por 16-20 h. Al término de la incubacioén, el
crecimiento bacteriano se evalué visualmente para
determinar el crecimiento ¢ inhibicién de la bacteria se
observ¢ la turbidez y nitidez de cada uno de los pocillos
problema comparados con los controles positivos y
negativos. El control negativo debe de presentar nitidez
absoluta, en el caso contrario del control positivo el
cual debe presentar turbidez. Los pozos que presentan
nitidez deben ser comparados con el control negativo,
cuando la semejanza entre ellos es més pronunciada,
el efecto del extracto es satisfactorio, ya que inhibe el
crecimiento. Esta técnica permite observar de manera
facil que pozos de la microplaca presentan crecimiento
y cuales son inhibidos por el extracto, lo que permite
determinar la concentracién minima inhibitoria. Todos
los ensayos se realizaron por duplicado (Figura 1). Se
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Figura 1. Procedimiento del ensayo biolégico por el método de microdilucién en
placa de 96 pocillos.
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utiliz6 levofloxacina pura como control. Se determiné
la CMI como la minima concentracién del compuesto
que inhibe el crecimiento de la bacteria, esta se identifica
en funcién de la turbidez encontrada en cada pocillo, la
concentracion més baja en la que no haya turbidez, esa
es la Concentracion Minima Inhibitoria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la actividad antibacteriana de los
extractos de P. glandulosa frente a las cepas ATCC se
muestran en la Tabla 1, en donde se puede observar que
el extracto hexanico mostré actividad en contra de E. coli
y E. faecalis (500 pg/ml),el extracto cloroférmico mostré
actividad en contra todas de S. aureus (250 ng/ml), S.
aureus RM (250 ng/ml), E. faecalis (250 pg/ml), E. coli (500
ng/ml), S. maltophilia (250 pg/ml) y K. pneumoniae (500
ng/ml) y el extracto etandlico mostré actividad en contra
de S. aureus (250 pg/ml), S. aureus RM (500 pg/ml), E.
faecalis (250 pg/ml), E. coli (500 png/ml), S. maltophilia
(500 png/ml) y K. pneumoniae (500 ng/ml).

Los resultados de la actividad antibacteriana de los
extractos de P. glandulosa ante las cepas de aislado
clinico (N=3) se muestran en la Tabla 2. Se observa que
el extracto hexanico la CMI fue >500 mg/mL, el extracto
cloroférmico mostré valores de CMI en el rango de 500 a
125 pg/mL para S. maltophilia, E. coli, S. aureus, S. aureus
RM, E. faecalis, mientras que el extracto etanolico, los
valores de CMI estan en el rango de 500 a 250 ug/mL
para cepas ATCC de S. maltophilia, E. coli, S. aureus, S.
aureus RM, E. faecalis y K. pneumoniae.

Los extractos cloroférmicos y etanélicos de P. glandulosa
mostraron un espectro antibacteriano moderado, debido
a que las concentraciones minimas inhibitorias estan en
el de rango de 500 a 250 ug/mL para las cepas ATCC
y para aislados clinicos en el rango de 500 a 125 ng/
mL. Esto puede deberse a que los componentes del
extracto enmascaran la actividad o pudiera ser la
baja concentracion de compuestos como lo menciona
Martinez (2000). Mientras que el extracto hexdnico mostrd
un espectro antibacteriano bajo ya que solo fue activo
para cepas ATCC de E. coliy E. faecalis. Debido al perfil

Tabla 1. Actividad antibacteriana de los extractos de P. glandulosa sobre cepas ATCC.

Bacteria Gram (+) ATCC @) 2 3) Levofloxacino
ATCC
CMI pg/ml
S. aureus 29213 >500 250 250 6.25
S. aureus RM BAA-44 | >500 250 500 6.25
E. faecalis 29212 500 250 250 0.78
Bacteria Gram (-) ATCC | CMI pg/ml
E. coli 25922 500 500 500 0.78
S. maltophilia 13637 >500 250 500 0.78
K. pneumoniae 700603 | >500 |500 |500 |0.78

ATCC: American Type Culture Collection, (1):Extraxto hexénico, (2): Extracto cloroférmico,
(3): Extracto etanolico, Levo: levofloxacina, CMI: Concentracion Minima Inibitoria.

N: namero de cepas de aislados clinicos.

Tabla 2. Actividad antibacteriana de los extractos de P. glandulosa sobre cepas de aislados clinicos

de pacientes con infecciones del tracto urinario.

Bacteria Gram (+) AC (1) | (2) | 3) | Levofloxacino
" |CMI pg/ml

S. aureus N=3 >500 | 250-125 250 12.5-25

S. aureus RM N=3 | >500 500 500 12.5-50

E. faecalis N=3 | >500 250 250 0.78

Bacteria Gram () | A.C |CMI pg/ml

E. coli N=3 | >500 | 500-250 | 500-250 3.025

S. maltophilia N=3 | >500 | 500-250 | 500-250 3.025

K. pneumoniae N=3 | >500 500 500 3.025

(1):Extraxto hexanico, (2): Extracto cloroférmico, (3): Extracto etanélico. A.C: Aislado clinico,

Levo: levofloxacina, CMI: Concentracion Minima
clinicos.

Inibitoria, N: nimero de cepas de aislados
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liposoluble de los compuestos presentes en el extracto
hexanico los cuales afectan la membrana celular de las
bacterias, asi como a las diferencias de susceptibilidad
entre las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
lo cual se debe a la conformacién estructural de sus
paredes celulares (Troncoso, 2017). La pared celular de
las bacterias Gram-positivas posee una gruesa capa de
peptidoglucano y la pared celular de las bacterias Gram-
negativas tienen una capa delgada de peptidoglucano.
Estos componentes estructurales parecen actuar como
una barrera para muchas sustancias incluyendo los
antibiéticos (Troncoso et al., 2017).

Con respecto a las diferencias entre actividad
antibacteriana que presentaron los extractos sobre las
cepas ATCC y sobre los aislados clinicos, el factor que
influye en el efecto inhibitorio mostrado puede ser por
las diferencias genotipicas y fenotipicas que existen entre
los origenes de las cepas utilizadas.

Son pocos los estudios referentes a la actividad
antibacteriana de esta especie, la diversidad de especies,
condiciones ambientales y metodologias empleadas son
aspectos que dificultan la comparacién de resultados, sin
embargo se puede mencionar lo encontrado en el 2009
por Salinas, quien demostr¢ la actividad antibacteriana
de P. glandulosa ante cepas de S. aureus resistente a la
meticilina y Micobacterium intracelular con una CMI de
0.35y 0.9 pg/mL respectivamente.

CONCLUSION

Los extractos cloroférmicos y etandlicos de P. glandulosa
mostraron un espectro antibacteriano moderado, porque
las concentraciones minimas inhibitorias estan en el de
rango de 500 a 250 ug/mL para las cepas ATCC y para
aislados clinicos en el rango de 500 a 125 pg/mL.

Mientras que el extracto hexdnico mostré un espectro
antibacteriano bajo ya que solo fue activo para cepas
ATCCdeE. coliy E. faecalis.
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RESUMEN

Las plantas del género Argemone spp, son utilizadas
tradicionalmente para el tratamiento alternativo
de diversas patologias y cuentan con una amplia
distribucién en el territorio mexicano, no obstante es
fundamental aclarar que el conocimiento de la actividad
biolégica del género Argemone spp es limitado, por lo
que el objetivo principal de este trabajo fue determinar
la actividad antimicrobiana de los extractos etanélicos
y acéticos de Argemone spp. Las cepas microbiolégicas
estudiadas fueron: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y la levadura Candida albicans.
Se realiz6 la determinacién de la concentracién minima
inhibitoria mediante el método de difusién en placa
con sensidiscos. Los resultados mostraron que de
manera casi absoluta los mayores halos de inhibicién
encontrados fueron en la concentracién de 62.5 pg/ml
con halos de hasta 18 mm en el caso de los extractos
de semilla con 4cido acético al 2% frente a cepas de
C. albicans. Estos resultados permitieron reconocer el
potencial antimicrobiano de esta especie vegetal, sin
embargo, para determinar futuras aplicaciones de la
planta, es conveniente y pertinente realizar estudios mas
profundos en torno a su comportamiento terapéutico.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, extractos
vegetales, Argemone spp.

ABSTRACT

The plants of the genus Argemone spp, are traditionally
used for the alternative treatment of various pathologies
and have a wide distribution in the Mexican territory,
however it is essential to clarify that the knowledge
of the biological activity of the genus Argemone spp
is limited, so The main objective of this work was to
determine the antimicrobial activity of the ethanolic and
acetic extracts of Argemone spp. The microbiological
strains studied were: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and the yeast Candida
albicans. The determination of the minimum inhibitory
concentration was carried out by means of the plate
diffusion method with sensidiscs. The results showed
that almost absolutely the greatest inhibition halos found
were at the concentration of 62.5 ng/ml with halos of up
to 18 mm in the case of the seed extracts with ac. 2% acetic
acid against strains of C. albicans. These results allowed
us to recognize the antimicrobial potential of this plant
species, however, to determine future applications of the
plant, it is convenient and pertinent to carry out deeper
studies on its therapeutic behavior.

Key words: Antimicrobial activity, vegetal extracts,
Argemone spp.
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INTRODUCCION

Desde los inicios de la humanidad, los individuos han
confiado en los medicamentos basados en plantas para
la mayoria de sus necesidades de salud y enfermedad,
lo que ha generado un aumento rapido y creciente en
el uso mundial de hierbas medicinales en las tltimas
décadas, que sugiere que las medicinas botanicas,
tanto tradicionales como modernas, cumplen un nicho
terapéutico que no se aborda adecuadamente en los
sistemas modernos de prestacion de servicios de salud
(Upton, 2015).

Sin embargo, solo un pequefo grupo de plantas
medicinales han sido estudiadas farmacolégica,
fitoquimica y toxicoloégicamente hablando, lo que
representa una brecha grande en el conocimiento. México
es considerado como uno de los paises mas diversos del
mundo, se estima que existen 23,400 plantas vasculares,
de las cuales 3000 tienen efectos medicinales (Alonso-
Castro et al., 2017).

La familia Papaveraceae es conocida informalmente
como la familia de la amapola, son una familia
etnofarmacolégica importante de 44 géneros y
aproximadamente 760 especies de plantas con flores.
Argemone es uno de los géneros pertenecientes a esta
familia, son plantas con tallos, hojas y cadpsulas espinosas,
taxondmicamente es un género dificil de clasificar y
se han identificado entre 24 y 32 especies, distribuidas
en Norte y Sur de América, Hawai, Australia, India y
diversas partes de Africa y Asia (Israilov, Chelombit'ko,
Nazarova, 1986; Chaturvedi et al., 1999; Mirtadzadini et
al., 2016).

Una de las especies, pertenecientes a este género,
més ampliamente distribuida en México y Estados
Unidos, es la Argemone mexicana, la cual, se usa en la
medicina tradicional para diversas patologias, entre
ellas, el tratamiento de verrugas, infecciones cutdneas,
hidropesia e ictericia. La composiciéon quimica de
la planta incluye diversos alcaloides, entre ellos la
protopina, sanguinarina, berberina, y benzofenantridina,
flavonoles como quercetina, rutina y mexitina, asi como
acidos fenoélicos y aminoécidos (Bhattacharjee et al., 2010;
Singh, et al., 2012; Sharanappa, & Vidyasagar, 2014).

Asimismo, la gran cantidad de metabolitos secundarios
presentes en las plantas, ofrecen una enorme posibilidad
de encontrar moléculas bioactivas que pudieran dar
respuesta a la necesidad de conseguir alternativas

eficaces para el control de patologias emergentes
en la actualidad, es por esto que se ha recurrido a la
fitoquimica y a la fitofarmacologia.

Por otro lado, la introducciéon de los antibiéticos en
la practica clinica supuso una de las intervenciones
mas importantes para el control de las enfermedades
infecciosas. Los antibiéticos han salvado millones de
vidas, asi como también, han supuesto una revoluciéon
en la medicina. Sin embargo, debido a que los
microorganismos tienen una adaptabilidad increible
tanto para las condiciones ambientales (son capaces de
sobrevivir a temperaturas elevadas, heladas, a salinidad
extrema, en ambientes de anaerobiosis, etc.), como a
agentes bactericidas es que se ha generado una amenaza
creciente que deteriora la eficacia de los antibiéticos
disponibles (Alemén, 2013; Alés, 2015).

Es por todo lo anterior que el propésito principal de
este estudio es determinar la actividad antimicrobiana
de los extractos vegetales de Argemone spp ante cepas
microbianas de importancia clinica.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y preparacién de los extractos vegetales

Se realiz6 la colecta de las plantas identificadas como
Argemone spp. en la carretera Gomez Palacio - Tlahualilo,
en la ubicaciéon N 25° 36.975 W 103° 27.334 Km 5.87. Se
recolectaron un total de 10 plantas completas, las cuales
se separaron en partes (tallo, pétalos, 6rganos sexuales,
hoja, vaina, semilla madura, y raiz) y posteriormente
cada grupo se sec6 de manera individual en un desecador
a 35°C durante el tiempo necesario. Una vez que todas
las partes estuvieron secas se procedi6 a la molienda
y al tamizaje (para el cual se utiliz6 el tamiz No.100).
Una vez obtenido el polvo fino de cada tejido, este se
conservo en oscuridad y en un ambiente seco. A un peso
de 0.5 gramos del material vegetal molido y tamizado
se le adicionaron un volumen de 5 mL de etanol al 85
% 6 ac. acético al 2%, se procedié a homogenizar la
mezcla para después llevarlo a un bafio de ultrasonido
en obscuridad durante un periodo de 60 minutos, una
vez terminada la sonicacién, se centrifugé a 3500 rpm x
10 minutos con lo que se obtuvo una pastilla, se recuperé
el sobrenadante, y con la pastilla obtenida se realiz6é una
segunda extraccion de la misma manera, finalmente se
juntaron ambos sobrenadantes en un solo tubo cénico
de 50 mL y se almacené hasta su uso, obteniendo un
volumen final de 10 mL.
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Determinacion de la actividad antimicrobiana mediante
el método de difusion en placa con sensidiscos

Para la determinacién de la actividad antimicrobiana
de los extractos de Argemone spp, se utilizaron cepas
bacterianas y fingicas de importancia médica obtenidas
de muestras clinicas: se utilizaron las cepas de Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, asi como
de la levadura Candida albicans. Todas las cepas fueron
identificadas y aisladas en el cepario de la Facultad de
Ciencias Quimicas Gémez Palacio de la Universidad
Juérez del Estado de Durango. Las cepas fueron
recibidas en cajas Petri, correctamente identificadas y
se mantuvieron en refrigeracion a -4°C hasta su uso.

Estandarizacion del tamafio del indculo

Se tomaron de 2 a 5 colonias de cada especie microbiana,
se suspendieron en tubos con 3 ml de solucién salina
estéril, y la turbidez se ajusté a 0.5 del estandar de
Mac Farland que equivalen a 1.5 X10® UFC/mL.
Posteriormente, se colocaron 100 pL. de esta muestra
estandarizada sobre el centro de la caja Petri con el agar
indicado para cada cepa microbiana y se homogenizaron
con un hisopo estéril.

Preparacion de las diluciones para la actividad
antimicrobiana

Las soluciones stock para determinar la actividad
antimicrobiana se prepararon disolviendo
aproximadamente 0.002 g de los extractos etandlicos y
acéticos de Argemone spp en agua estéril hasta alcanzar
una concentraciéon de 2 mg/mL. Enseguida se prepararon
diluciones seriadas a concentraciones de 1000, 500, 250,
125y 62.5 pg/ml.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) por el método de difusion en placa con sensidiscos

Se realizdé el ensayo para probar la actividad
antimicrobiana por el método de difusion en agar con
sensidiscos, en donde inicialmente se coloco el indculo
microbiano distribuido de manera uniforme con un
hisopo estéril sobre la superficie de la placa. Una vez
inoculadas las placas se colocaron los discos estériles
de papel filtro Wathman No.4 con didmetro de 6 mm
de manera equidistante, y se impregnaron con 12.5 pLL
de cada concentracién de los tratamientos a evaluar.
Se coloc6 un control positivo con bacteria y un control
negativo sin bacteria, también se incluy6 un sensidisco
con antibiético especifico para cada cepa, el cual sirvié
de control. Posteriormente el material se incub6 a una
temperatura de 36°C durante 24 h. La zona de inhibicién
fue interpretada como el area de superficie radiada
del disco que esté libre de crecimiento bacteriano. Se
tomaron dos medidas perpendiculares a cada uno de
los bordes del disco de papel al margen externo de la
zona de inhibicién y se promediaron.

RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacién de la actividad antimicrobiana de
los extractos de Argemone spp se llevé a cabo mediante
el método de difusién en placa con sensidiscos. De
las cuatro cepas clinicas sometidas a pruebas con los
extractos vegetales, la que mostro mayor susceptibilidad
fue C. albicans, mientras que la cepa con menor
susceptibilidad fue E. coli, con lo que se puede inferir
que los extractos vegetales de Argemone spp presentan
una mayor actividad fungicida que bactericida (Fig 1).

Actividad antimicrobiana de los extractos de
ac. acetico al 2%

92]

mm del halo de inhibicion

Tallo
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Hoja  Vaina Raiz

Extracto

S. aureus
W P. geruginosa
M E. coli

m C. albicans

Semilla Pétalo 0s

Figura 1. Actividad antimicrobiana de los diferentes extractos acéticos de
Argemone spp (62.5 pg/mL).
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Actividad antimicrobiana de los extractos de
etanol al 85%
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Figura 2. Actividad antimicrobiana de los diferentes extractos etanélicos de
Argemone spp (62.5 pg/mL).

De manera casi absoluta los mayores halos de inhibicién
encontrados fueron en la concentracién de 62.5 pg/ml
con halos de hasta 18 mm en el caso de los extractos de
semilla con 4c. acético al 2% frente a cepas de C. albicans.

De las cepas bacterianas evaluadas la que presento mayor
susceptibilidad a los extractos fue P. aeruginosa con un
mayor nimero de halos de inhibicién, sin embargo, en
estos casos, los halos no logran ser de relevancia clinica,
ya que el control o estindar mostro halos més grandes
a los encontrados con los extractos. En las Figuras 1y 2
se muestran de manera grafica los halos de inhibicién
obtenidos en las diferentes cepas a una concentraciéon
de 62.5 ng/ml.

De acuerdo con los resultados obtenidos (Figuras 1y
2), la cepa de C. albicans resulto ser susceptible a los
extractos etandlicos de semilla en mayor proporcion,
seguido de hoja tallo y pétalo, y también se encontraron
halos de inhibicién en los extractos acéticos de raiz, hoja
y vaina.

De forma contraria, en la evaluaciéon de la cepa
de P. aeruginosa, se encontré una mayor actividad
antimicrobiana en los extractos acéticos de hoja, vaina,
raiz, tallo y pétalo, en orden ascendente. En el caso de
los extractos etanélicos de hoja, vaina y raiz, la actividad
antibacteriana se mantuvo igual con halos de 8 mm.

Y para el caso de la cepa de S. aureus la mayor actividad
bactericida se report6é en los extractos de pétalo y
6rganos sexuales (flores y estambres) con etanol al 85%,
seguido de los extractos de hoja, raiz, tallo y semilla
preparados con 4cido acético al 2%. Mientras que para
E. coli anicamente se encontré un halo de inhibicién en
el extracto etandlico de tallo de Argemone spp.

Como control para todas las determinaciones se
utilizaron diferentes agentes antimicrobianos, para la
cepade S. aureus se utiliz6 ciprofloxacino de 500 mg y la
media de los halos de inhibicién fue de 38 + 3 mm, para
P. aeruginosa, el antibidtico utilizado fue nuevamente
ciprofloxacino de 500 mg y los halos de inhibicién
obtenidos fueron de 20 £ 1 mm, para el caso de E. coli
se utiliz6 ciprofloxacino de 500 mg el cual gener6 halos
de inhibicién de 24 £ 2 mm. Finalmente en el caso de
C. albicans se utiliz6 como control fluconazol de 150 mg
y se obtuvo una media en los halos de inhibicién de 20
+2mm.

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los
diferentes extractos se llevo a cabo determinando el halo
de inhibicién que se gener6 después de exponer a las
bacterias a una concentracién de los extractos. El halo de
inhibicion es el espacio en el cual no existe crecimiento
microbiano.

Se encontraron halos de inhibicién importantes
especialmente en Candida albicans lo que sugiere que
los extractos de Argemone spp presentan una mayor
actividad antifingica que antibacteriana, sobre todo los
extractos de semilla. Segtin Dev et al., 2019, este tipo de
actividad registrada puede deberse principalmente a
los metabolitos secundarios presentes en la planta, mas
predominantemente en semilla, ya que esta contiene
una alta cantidad de liposomas en estas estructuras
se pueden transportar los metabolitos que tienen la
capacidad de perforar las membranas celulares lo cual
permite su ingreso al microorganismo y generar el efecto
antibacteriano,
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Resultados similares a los obtenidos, fueron reportados
por Shing et al., 2012, con S. aureus y P. aeruginosa, con
extractos etanodlicos de semilla, en donde obtuvieron
halos de inhibicién de 13 mm en su mayoria, en este
estudio se reporta que los halos de inhibicion encontrados
no son de relevancia clinica, debido a su pequena o nula
dimensién, en comparacién con los encontrados en los
sensidiscos de control que alcanzaron de 20-38 mm de
diametro.

Dewick et al., (2002) indica en sus resultados de
investigacion, que la falta de actividad antibacteriana
puede deberse al bajo contenido de fenoles y flavonoides,
pues es bien conocido que estas moléculas exhiben
actividad antibacteriana. Los metabolitos a los que
se atribuye actividad antimicrobiana son los acidos
fendlicos y la sanguinarina contenida especialmente en
sus semillas. El tipo de solvente organico que se utilice
para la extraccion de los metabolitos tiene una afinidad
por ciertos compuestos, esto se debe a su polaridad.

CONCLUSIONES

A pesar de que en las cepas bacterianas no se encontré
actividad antibacteriana relevante por parte de los
extractos de Argemone spp, si presentaron actividad
antifangica interesante frente a Candida albicans, por lo
que seria conveniente realizar en un futuro estudios
en torno al aceite esencial de la semilla, en donde se
pruebe la actividad antifngica de distintas maneras y
con diferentes cepas.

Una vez mas se hizo patente el nivel de resistencia
microbiana en las cepas clinicas probadas, especialmente
en las bacterias, lo cual nos muestra evidencia de la
persistencia y relevancia de esta problemaética en los
hospitales.
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Clave

CQO1

ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA DE PLANTAS MEDICINALES EMPLEADAS
EN EL NORESTE DE MEXICO SOBRE TROFOZOITOS DE Trichomonas vaginalis

!Aguilar Luna Georgina Lizbeth, ‘Herndndez Garcia Magda Elizabeth, 'Verde Star Maria Julia,
'Heredia Rojas José Antonio, "Bazaldta Rodriguez Aldo Fabio.

'Facultad de Ciencias Biol6gicas, UANL.
*Centro de Investigaciones Biomédicas del Noreste, IMSS.

*Email: aldo.bazalduarg@uanl.edu.mx.

Introduccién. La tricomoniasis ocasionada por Trichomonas vaginalis es la enfermedad de
transmision sexual mas comtn en todo el mundo, no obstante, son pocos los recursos y estudios
destinados al control de esta parasitosis, la cual se asocia con complicaciones potencialmente
graves como el parto prematuro y la adquisicion del VIH. Cada afio se reportan aproximadamente
142 millones de casos a nivel mundial. En México se reportaron 618,182 casos de ITS durante el
2020, de los cuales 23,030 corresponden a tricomoniasis urogenital, principalmente en mujeres.
El tratamiento de esta parasitosis es el metronidazol, el cual presenta alta toxicidad y provoca
efectos adversos, es por ello que se buscan tratamientos alternos derivados de productos
naturales, en donde nuevos compuestos activos acttien sin causar graves efectos secundarios
y sean efectivos contra cepas resistentes.

Objetivo. Determinar la actividad antiparasitaria de Ambrosia confertiflora, Buddleja scordioides,
Purshia plicata y Viguiera gregii sobre trofozoitos de T. vaginalis.

Material y Métodos. En esta investigacion se evaluaron los extractos metandlicos de A.
confertiflora, B. scordioides, P. plicata y V. gregiilos cuales fueron obtenidos por extraccién Soxhlet.
Los extractos crudos se evaluaron sobre trofozoitos de T. vaginalis a una concentracion de 150 pg/
mL siguiendo la metodologia previamente reportada por el equipo de trabajo. Posteriormente,
los extractos que mostraron un porcentaje de inhibiciéon mayor el 50% fueron evaluados para
determinar la IC, .

Resultados y Discusion. Se encontré una mayor actividad antiparasitaria con los extractos de
B. scordioides y P. plicata inhibiendo el crecimiento con un 84.10% (IC,, 59.85 pg/ml) y 70.37%
(IC,, 96.22 pg/ml) respectivamente. Esta actividad identificada sobre los trofozoitos de T.
vaginalis de ambas plantas medicinales no ha sido reportada previamente, sin embargo, la
actividad antiparasitaria sobre otros agentes patégenos, como lo son céstodos, ha sido asociada
a algunos compuestos previamente identificados en estas plantas. Por otro lado, obtuvimos
menor actividad con los extractos de A. confertiflora'y V. greggii, los cuales mostraron 32.97%
y 26.21% de inhibicion.

Conclusién. La principal actividad antiparasitaria sobre trofozoitos de T. vaginalis fue
identificada en los extractos metanolicos de las plantas B. scordioides y P. plicata, con un valor de
IC, representativo para la forma de extracto crudo, lo que abre una serie de oportunidades para
futuros trabajos donde se busque identificar los metabolitos responsables de dicha actividad.



Clave

CQ02

EXPRESION DE CITOCINAS IFN-Y, TNF-9 E INTERLEUCINAS 4,6 Y 10 EN
CELULAS EPITELIALES NASOFARINGEAS DE PACIENTES POSITIVOS AL

VIRUSDE INFLUENZA'Y SARS-CoV-2

1Ze’lmago Amaro Alejandra de Jests, 'Gonzalez Delgado Maria Fernanda, 'Sénchez Rojas Irlanda Mel b,

Gonzélez Zamora Alberto, 1*Pérez Morales Rebeca.
1Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas - GémezPalacio, UJED,
*Laboratorio de Biologia Evolutiva, Facultad de Ciencias Biolégicas, UJED.

*Email: rebecapms@ujed.mx

Introduccién: La gripe es causada por el virus de Influenza y la COVID-19 por el virus SARS-
CoV-2, ambas son infecciones respiratorias agudas en las que se presentan sintomas como
cefalea, tos, fiebre, odinofagia, disnea y rinorrea. Se ha reportado que estos virus inducen una
respuesta inflamatoria para eliminar el virus; sin embargo, una respuesta sistémica exagerada
de citocinas proinflamatorias puede ocasionar lesiones tisulares, formacién de tromboémbolos,
insuficiencia respiratoria aguda e insuficiencia multiorganica.

Objetivo: Determinar la expresion de las citocinas IFN-y, TNF-a, e interleucinas (ILs) 4, 6 y
10 en células de primer contacto como son las epiteliales nasofaringeas.

Material y método: El estudio se realiz6 en el LBCM autorizado por el INDRE para el diagnéstico
de SARS-CoV-2 (oficio DGE-DDYR-05290), y el protocolo deinvestigacién fue autorizado por
el Comité de Etica de la FCQ-UJED. Se incluyeron 120 muestras divididas en 4 grupos de 30
individuos: Control, Influenza, SARS-CoV-2 sintomaéticos y SARS-CoV-2 asintomaticos. La
extraccion de RNA se realiz6 con el kit de Qiagen® (N° Cat. 52906), el diagnéstico viral por
RT-qPCR siguiendo los lineamientos del protocolo de la CDC-2019. La expresion génica de las
citocinas de interés y el control endégeno B-actina se realizé por PCR tiempo real utilizando
sondas marcadas (FAM®).

Resultados: Se observaron diferencias en la frecuencia de sintomas segtin el grupo, en Influenza
fue comun la cefalea, dolor de garganta y tos, mientras que en SARS-CoV-2 fue cefalea, anosmia
y fiebre. Con respecto a la expresion génica se encontraron los valores mas altos en la IL 4 (RFU
= 8) e IFN-y (RFU = 1.5); mientras que en la comparacion por grupos se encontré un aumento
de la expresion de IFN-y (p<0.05), TNF-a (p<0.05), IL4 (p<0.05) e IL6 (p<0.05) en las muestras
de pacientes positivos a SARS-CoV-2.

Conclusiones: Estos resultados indican que, en las células de primer contacto conel virus, como
son las epiteliales nasales y las bucofaringeas generan una respuesta in situ, en primer lugar, la
expresion de IFN-y es especifico para infecciones virales y aumenta su expresion en el grupo
de SARs-Cov-2, ademas de la expresiéon de TNF-a que desencadena la inflamacién local para
controlar la infeccién viral en este grupo.

96 | SECCION DE CARTELES

REMDIS Vol. 2, No. 16. Octubre 2022 ISSN: 2594-1445



Clave

CQ03

CONCENTRACIONES DE FLUOR Y ARSENICO EN ORINA DE NINOS

DE LA CIUDAD DE GOMEZ PALACIO, DGO.

"Duarte Sustaita Jesus Jaime, 'Reyes Moreno Karla Giselle, 'Gaytan Jiménez Efrain, 'Garcia Vargas Gonzalo Gerardo.

'Laboratorio de Toxicologia Analitica de Metales-Facultad de Ciencias de la Salud, UJED

Introduccién. El flaor (F) y el arsénico (As) son dos contaminantes inorgénicos comunes en
el agua subterranea, fuente importante de agua potable para millones de personas en todo
el mundo, algunos de estos acuiferos presentan As y/o F en concentraciones que puede ser
peligroso para la salud humana, donde los principales efectos causados por la exposicién al
As estd asociada con el cancer, diabetes, disminucién en la funcién intelectual, mientras que
en el caso del F se ha asociado con efectos neurotdxicos en nifios, siendo particularmente
preocupante la exposicion simultanea.

Objetivo. Determinar la concentracion de As y F en muestras de orina de nifios de la ciudad
de Gémez Palacio, Dgo.

Materiales y métodos. Se determina la concentraciéon de As en las muestras de orina por
medio de espectrometria de absorcion atémica por generador de hidruros (EAA-GH) y de F
por potenciometria de ion selectivo.

Resultados. Se analizaron 48 muestras de orina y se observé que para As el 6% presenta
valores por debajo de 10pg/L, 46% valores de 10-25 ug/L, 27% valores de 25-50 pg/L, 15%
valores de 50-100 ng/L, 6% valores por mayores a 100 pg/L. Para el caso de F el 21% present6
valores por debajo de 0.7 ppm, 19% valores de 0.7-1 ppm, 38% valores de 1-2 ppm, 23% valores
superiores a 2 ppm.

Conclusiones. Los valores obtenidos nos dicen que los nifios han estado expuestos a niveles
elevados de As y F debido a la utilizacion de agua contaminada, poniendo en riesgo la salud
y el desarrollo adecuando de los nifios.
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Clave CQo4

CONCENTRACION DE FLUOR URINARIO EN NINOS RESIDENTES
DE VELARDENA DURANGO

'Pefialoza-Castillo E.Z., *Salas-Pacheco J., 'Calleros-Rincén E.Y., 'Pérez-Morales R.,'Rodriguez-Gonzalez V.M.,
'Recio-Vega R., 'Facio-Campos R.A., "Olivas-Calderon E.H.

'Universidad Juarez del Estado de Durango. Facultad de Ciencias Quimicas, Unidad Gémez Palacio.

*Universidad Juérez del Estado de Durango. Instituto de Investigacién Cientifica. Durango, Durango.

Introduccion: el fldor (F) es un elemento toxico y reactivo que puede acumularse en el
organismo, se encuentra presente en diferentes productos de uso comun para la poblacion,
principalmente en agua, en la cual, su fluoracién es intencional. Ademads, existen alimentos y
productos dentales que contienen F de manera natural, por lo cual, la exposicion es constante.
Se han encontrado patologias asociadas a la exposicion al F, ya que este elemento puede
acumularse en el organismo y es capaz de provocar efectos en la salud.

Objetivo: evaluar la concentraciéon de F urinario en nifios residentes de Velardefia, Durango.

Materiales y métodos: se reclutaron 60 nifios de 6 a 12 afos de edad, la concentracién de F en
orina se evalud a través de un electrodo de ion selectivo.

Resultados: La concentraciéon de F urinario encontrada en la poblaciéon de estudio fue de
1.06+0.54. Dividida la poblacién por género, se observo; 1.19+0.51 ppm en nifias y 0.97£0.55
ppm en nifios. Conclusién: La ingesta total acumulada de F a través del agua de consumo, dieta,
asi como el uso de los productos higiénico dentales, son posibles factores de riesgo. Diversos
estudios han descrito asociaciéon entre las concentraciones de F en orina (=21.00 ppm) con
enfermedades en el sistema asteo-esquelético, neurolégico y endocrino, en poblacion expuesta.

Palabras calve: fluor (F); exposicion; fuente de exposicion
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Clave

CQ05

SUSCEPTIBILIDAD DE CEPAS MICROBIOLOGICAS DE IMPORTANCIA

CLINICA ANTE EXTRACTOS VEGETALES DE Argemone spp.

! Margarita Jurado-Pérez, ! Juan Manuel de Jests Favela-Herndndez, ! José de Jests Alba- Romero,
! Joaquin Avalos-Soto, ! Miguel Angel Téllez-L6pez, *! Concepcion Garcia-Lujan

'Facultad de Ciencias Quimicas Gémez Palacio, Universidad Juarez del Estado de Durango. FCQ GP UJED

*Email: concepcion.garcia@ujed.mx

Introduccién. Las plantas medicinales del género Argemone spp, son utilizadas para el
tratamiento alternativo de diversas patologias y cuentan con una amplia distribucién en el
territorio mexicano, no obstante, el conocimiento de la actividad antimicrobiana del género
Argemone spp es limitado.

Objetivo. El propédsito de este trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana de los
extractos vegetales de Argemone spp.

Materiales y métodos. Fueron utilizadas plantas colectadas en el municipio de Gémez Palacio
Durango, con las cuales se realizaron extractos etandlicos y acéticos de las diferentes partes
de la planta (hoja, vaina, raiz, tallo, semilla y érganos sexuales). Las cepas microbioldgicas
estudiadas fueron: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 'y la levadura
Candida albicans. Se realiz6 la determinacion de la concentracién minima inhibitoria de los
extractos vegetales mediante el método de difusién en placa con sensidiscos.

Resultados. Los resultados de la actividad antimicrobiana de Argemone spp mostraron que de
manera casi absoluta los mayores halos de inhibicién encontrados fueron en la concentraciéon
de 62.5 ng/ml encontrando halos de hasta 18 mm en el caso de los extractos de semilla con
acido acético al 2% frente a cepas de C. albicans.

Conclusiones. Se pudo constatar la actividad antimicrobiana de Argemone spp, sin embargo,
para determinar futuras aplicaciones de los extractos vegetales, seria conveniente y pertinente
realizar estudios mas profundos en torno al comportamiento terapéutico de los mismos.
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Clave

CQ06

INFLUENCIA DEL EXTRACTO DE Moringa oleifera LAM EN LA ADHERENCIA
DE Streptoccocus mutans Y Candida albicans A RESINAS PARA USO DENTAL.

!Sustaita Rangel Jorge Alberto, 'Delgadillo Delgadillo Zoila, '"Martinez Martinez Marco Antonio,
?Pedroza Escobar David, '"Mora Alva Brenda Elisa, *Hernandez Morales Cecilia

'Facultad de Odontologia, *Facultad de Medicina, UAdeC. U.T.

*Email: cchm@yahoo.com

Una de las principales razones para el reemplazo de la restauracion de resina dental esta
relacionada con la caries secundaria, promovida por la produccién de acido de bacterias
cariogénicas como Streptococcus mutans, sin embargo otros microorganismos pueden contribuir
con su patogénesis como Candida albicans al formar biopeliculas. Las hojas de Moringa oleifera
(MO) muestran eficacia antiinflamatoria y antibacteriana debido a que contienen flavonoides.
Por lo que el objetivo de este estudio fue determinar la influencia de extracto de Moringa
oleifera en la adherencia de Streptococcus mutans y Candida albicans a resinas de para uso dental
Smart y Coltene mediante un estudio analitico, in vitro. El extracto de hojas de MO se obtuvo
utilizando alcohol etilico, se utilizaron cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Candida
albicans (ATCC 18804), como control positivo se utilizé clohexidina y como control negativo
solucién salina sin extracto. Para medir el efecto inhibitorio de la adhesién a las resinas se sigui6é
el protocolo estandar de Burton et al., (2007). Para el analisis estadistico se realiz6 ANOVA con
post hoc de Dunett y la significancia estadistica se tomé cuando p<0.05, usando el programa
GraphPad Prism 8.

Los resultados mostraron que las dos resinas estudiadas permiten la adherencia de S. mutans
y C. albicans. MO inhibi6 la formacién de la biopelicula de S. mutans + C albicans, donde el
porcentaje de adherencia es mayor en la resina Coltene sin diferencia estadistica significativa. Se
encontro diferencia estadistica entre el control negativo y el % de inhibicion a una concentracién
de 2000 pg/ml (p=0.0001).

El extracto de Moringa oleifera si tiene Influencia en la adherencia de Streptococcus mutans a
resinas para uso dental. Por lo que el extracto etandlico de MO puede utilizarse para prevenir
caries secundaria lo que aumentaria la vida media de la restauracién dental.
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Clave

CQo7

IDENTIFICACION DE COMUNIDADES BACTERIANAS INTRACELULARES
Y FENOTIPO DE Escherichia coli EN INFECCIONES CRONICAS DEL TRACTO

URINARIO

12Alba-Romero José de Jesus, "Marquez-Hidrogo Joel, 'Delgado-Zamago Nallely Alejandra,
!Calleros-Ricén Esperanza Yasmin, 'Garcia-Lujan Concepcién, 'Martinez-Romero Aurora.

'Divisién de Estudios de Postgrado e Investigacién. Facultad de Ciencias Quimicas. Unidad Gémez Palacio. Universidad

Juarez del Estado de Durango (UJED).
*Laboratorio de Anélisis Clinicos Asesores Especiales de La Laguna

*Email: Josedejesus.alba@ujed.mx

Resumen

En la actualidad las infecciones de vias urinarias por cepas bacterias patogénicas son un
problema de salud debido a la alta resistencia a antibi6ticos, no solo por la presencia de
enzimas como las f-lactamasas, sino también por estructuras como la biopelicula o biofilm.
Las infecciones por Escherichia coli uropatogénica (UPEC), representan un riesgo para la
salud humana porque esta bacteria tiene la capacidad de formar la estructura conocida como
biopelicula. La biopelicula es una comunidad de bacterias, que se caracteriza por la unién
entre ellas. Las etapas de formacion de la biopelicula son adhesion, colonizacién, maduraciéon
y dispersién. Una vez que las bacterias se encuentran inmersas en esta matriz extracelular de
sustancias polimerizadas producidas por ellas, presentan un fenotipo que modifica su indice
de crecimiento, debido a los cambios en la transcripcion de sus genes y puede contribuir a
la evasion de la respuesta inmune del huésped. A la fecha no existe un método que permita
identificar de manera rédpida la presencia de bacterias como UPEC formadoras de biopelicula,
lo que permitiria aplicar y desarrollar mejores tratamientos. Por esta razén, en este trabajo, se
propone el disefio de un método que permita la identificacion de la presencia de biopelicula,
a través de la tincion de Gram y el método de fluorescencia.
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Clave

LOS CUERPOS FRUCTIFEROS DE Cordyceps militaris SON RICOS EN

CQo8

CORDICEPINA Y POSEEN ACTIVIDAD INHIBITORIA EN CONTRA DE LA

ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

'De Santiago Huerta Lorena Joseline, 'Valdez Solana Ménica Andrea, 'Corral Guerrero Ivan Artemio,
!Aguilera Ortiz Miguel, "Meza Veldzquez Jorge Armando, ""Sierra Campos Erick

'Laboratorio A de investigacién, Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Judrez del Estado de Durango.

Av. Articulo 123 s/n Fracc, Filadelfia, 35010 Gémez Palacio, Dgo.

La inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) es considerada uno de los
tratamientos importantes para la hipertension, esta enzima es esencial para la respuesta del
sistema renina angiotensina, que provoca ese aumento en la presién arterial. La cordicepina
es un compuesto quimico andlogo de la adenosina que se extrae del hongo Cordyceps militaris y
posee numerosos usos terapéuticos en la medicina tradicional China. Sin embargo, no existen
estudios de las caracteristicas terapéuticas de las cepas de C. militaris cultivadas en nuestro pais.
Por tanto, se realiz6 un andlisis comparativo de los principales compuestos bioactivos entre el
cuerpo fructifero de una muestra cultivada en México y otra importada de China. Se prepar6
un extracto etandlico en ambos hongos para determinar los metabolitos presentes en el extracto
mediante un andlisis por UHPLC. Los resultados mostraron que ambos extractos presentan
altas concentraciones de adenosina y cordicepina. Sin embargo, el extracto mexicano presento
mayor presencia de cordicepina respecto al chino, en cuanto a la adenosina fue lo contrario, se
encontré mayor concentracion en el extracto de la muestra china. Para realizar el analisis de la
inhibicién de ECA a partir de los fitoquimicos presentes en el cuerpo fructifero del extracto de
C. militaris se empled el método espectrofotométrico que utiliza el Hipuril-1-Histidil-1-Leucina
(HHL) como sustrato de la ECA. En los resultados obtenidos de los parametros cinéticos
se confirmé que la actividad de la ECA disminuy6 ante la cordicepina de una forma dosis-
dependiente, considerando el diagrama de Michaelis-Mendel se observé que Vmax bajo su
valor en presencia del extracto en comparacién con la reaccion sin inhibicion, Km indica que
el extracto de C. militaris aumenta con el sustrato de manera dependiente de la concentraciéon
esto indica que realiza una inhibicién de manera no competitiva. La constante de equilibrio
(Ki) muestra que el extracto tiene mayor afinidad con el complejo ECA-HHL pues su valor
fue de 8,7 pg/ml. Todo lo obtenido sugiere la eficacia de cordicepina como inhibidor y la
importancia en el area de productos farmacéuticos antihipertensivos a base de propiedades
naturales.

Palabras clave: Cordyceps militaris, cordicepina, angiotensina, Hipertension.
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Clave

CQ09

ESPECIACION DE ARSENICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION ACOPLADA UN ESPECTROMETRO DE MASAS POR PLASMA

ACOPLADO INDUCTIVAMENTE (HPLC-ICP-MS)

"Duarte Sustaita Jesus Jaime, 'Garcia Vargas Gonzalo Gerardo.
'Laboratorio de Toxicologia Analitica de Metales-Facultad de Ciencias de la Salud, UJED

Introduccion. La exposicién al Arsénico (As) con el tiempo puede causar una variedad de
efectos adversos a nivel respiratorio, cardiovascular, cutdneo y accién carcinégena. Existe
evidencia que muestra que la toxicidad del As depende de su forma quimica y la capacidad
metabolica del arsénico inorgénico en el humano para producir las cuatro especies principales:
de Arsénico inorganico trivalente (AslI*®), Arsénico inorganico pentavalente (Asl*), acido
dimetil-arsinico (DMA), acido monometil-arsénico (MMA), de alli la importancia de contar
con una metodologia analitica adecuadas para poder determinar estas especies quimicas.

Objetivo. Separar las diferentes especies de As por HPLC y utilizar el ICP-MS como detector
cuantitativo.

Materiales y métodos. La separacion se llevé acabo por método en gradiente utilizando:
Solucién 1.- (NH,),CO, a5 mM + Na, EDTA 0.05% pH=9 y solucién 2 de (NH,),CO, a 50 mM
+Na, EDTA 0.05% pH=9.0, columna PRP-X100 30°C con un flujo de 0.5ml/min. Se utiliz6 una
mezcla de As*?, As*>, DMA, MMA en concentracion para As**/MMA/DMA de 0.25a 2 pg/L
y parael As*®de0.5a4 ng/L.

Resultados. Se obtuvo la separacién y deteccion de las especies de As y se logro calcular una
curva de calibraciéon para cada especie con coeficiente de correlaciéon de r=0.983 para As*,
r=0.993 para As*, r=0.995 para DMA y r=0.998 para MMA. Se realizaron determinaciones
de especies de As en orina de humanos con baja y alta exposicién al metaloide.

Conclusiones. Se logré obtener un método operativo y factible para especiar los metabolitos
de As en orina de humanos. De esta forma se cuenta con un método para evaluar mejor la
exposicion en poblaciones humanas, y predecir riesgos de susceptibilidad al metaloide.
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Clave

CQ10

SUSCEPTIBILIDAD EN CEPAS BACTERIANAS QUE AFECTAN EL TRACTO

URINARIO ANTE EXTRACTOS VEGETALES DE Prosopis glandulosa

!Claudia Ninfa Avila-Reza, Maria del Sol Michel-Guzman, ! Juan Manuel de Jests Favela-Hernéandez,
!Joaquin Avalos-Soto, ! Miguel Angel Téllez-Lépez, *Concepcién Garcia-Lujan

'Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Judrez del Estado de Durango.

*Email: concepcion.garcia@ujed.mx

Introduccién. En la actualidad surgen un gran namero de infecciones por agentes patoégenos
resistentes a los antibiéticos. Gran parte de la poblacion recurren a remedios tradicionales para
el tratamiento de las afecciones del tracto urinario, por lo que se hace necesaria la validacion
cientifica de estos productos naturales utilizados para combatir las infecciones.

Objetivo. El propésito de este estudio fue determinar la actividad antibacteriana de los extractos
vegetales del mezquite (Prosospis glandulosa) ante cepas ATCC y aislados clinicos de bacterias
que afectan el tracto urinario.

Materiales y métodos. Se prepararon extractos hexanicos, cloroférmicos y etandlicos de
hojas secas y molidas de Prosopis glandulosa, las cepas en estudio fueron: E.coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 29213, S. aureus RM ATCC BAA-44, E. faecalis ATCC 29212, S. maltophilia ATCC
13637, K pneumoniae ATCC 700603 y aislados clinicos. Los ensayos para la determinacién de la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos ante las cepas en estudio se realizaron
mediante el método de microdilucién en placas de 96 pocillos, utilizando levofloxacino como
control, se realizaron pruebas por triplicado.

Resultados. Los resultados indicaron que el extracto hexanico mostr6é una CMI de 500 ug/mL
frente alas cepas ATCCE. coliy E. faecalis y para aislados clinicos >500 pg/mL respectivamente,
mientras que el extracto cloroférmico mostré valores de CMI en el rango de 500 a 250 pg/mL
para S. maltophilia, E. coli, S. aureus, S. aureus RM, E. faecalis de ATCC y para aislados clinicos
los valores de CMI en el rango de 500 a 125 pg/mL. En el caso del extracto etandlico, los
valores de CMI estan de igual manera en el rango de 500 a 250 pg/mL para cepas ATCC de
S. maltophilia, E. coli, S. aureus, S. aureus RM, E. faecalis y K. pneumoniae y para aislados clinicos
los valores de CMI se mantuvieron en el rango de 500 a 250 ug/mL. La levofloxacina se us6
como control.

Conclusiones. Los extractos cloroférmicos y etanélicos de P. glandulosa mostraron un espectro
antibacteriano moderado, porque las concentraciones minimas inhibitorias estan en el de rango
de 500 a 250 pg/mL para las cepas ATCC y para aislados clinicos en el rango de 500 a 125 ng/
mL. Mientras que el extracto hexdnico mostré un espectro antibacteriano bajo ya que solo fue
activo para cepas ATCC de E. coli y E. faecalis. Se concluye que los extractos cloroférmicos
y etanodlicos fueron los méas bioactivos por su accién antibacteriana en varias de las especies
estudiadas.
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Clave

CQl11

ASOCIACION ENTRE ARSENICO URINARIO Y POLIMORFISMO DE LA
MATRIZ METALOPROTEINASA-9 EN ADOLESCENTES DE COMUNIDADES
RURALES DE LA COMARCA LAGUNERA. RESULTADOS PRELIMINARES.

'Nohemi Barrios Avifia, "Gladis Michel Ramirez, 'Rogelio Recio Vega, “Dealmy Delgadillo Guzman.

Facultad de Medicina. 'Departamento de Salud Ambiental. “Departamento de Farmacologia. U.A. de C.

En la Comarca Lagunera se estima que hay 1,600,000 personas expuestas a arsénico (As) a
través del agua de bebida. La exposicién a este metaloide esta relacionada con una amplia
variedad de enfermedades, incluidas las cardiovasculares, resistencia a la insulina, el cancer,
enfermedades respiratorias, entre otras. En los tltimos afios se ha observado un aumento de
la matriz metaloproteinasa 9 (MMP-9) tanto en personas que padecen estas patologias, como
en personas con exposicion crénica a As. La MMP-9 es una metaloproteasa que degrada el
colageno en la matriz extracelular, es principalmente secretada por macréfagos, neutréfilos
y eosindfilos en los alveolos. Muchos estudios relacionan la MMP-9 con enfermedades
respiratorias cronicas y diabetes. También se ha encontrado que existe una mutacién de C
a T en el sitio 1562 del promotor MMP-9, lo cual podria afectar el nivel de expresiéon del gen
MMP-9 y, por lo tanto, causar un incremento anormal del nivel de expresion de MMP-9. El
objetivo de este estudio transversal es evaluar la asociacion que existe entre los niveles de
MMP-9, niveles de arsénico urinario, y el polimorfismo de la matriz metaloproteinasa-9 en
adolescentes de diversas comunidades rurales de la Comarca Lagunera. El tamafio de muestra
es de 137 jovenes residentes de los ejidos Jauja, El Lucero y Nazas, Durango; y El Porvenir,
Coahuila. Se realiz6 la cuantificacién y especiacion de arsénico urinario mediante HPLC
ICP-MS. Se utiliz6 sangre periférica de los participantes para extraer el ADN mediante el kit
DNeasy de QIAGEN. Se determinaran las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo
rs3918242 mediante PCR en tiempo real. Se cuantificardn los niveles de MMP-9 en suero
mediante ELISA. Se realizara un analisis estadistico utilizando el paquete estadistico Stata/
MP. La media de edad de los participantes fue de 16.5 afios con un IMC de 22.3 kg/m? La
mediana de As urinario total de los participantes fue de 48.23 pg/L, se observé una diferencia
estadisticamente significativa en As(III) entre hombres y mujeres (p<0.05). Como conclusion,
los jovenes tuvieron una mediana de As urinario total de 48.2 ug/L y el 47.4% tuvo valores
por encima del valor de referencia (50 ng/L).
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Clave

CQ12

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL GENERO Candida EN MUESTRAS
CLINICAS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS CON COVID-19 DE UN

SANATORIO DE NORTE DE MEXICO

12Alba-Romero José de Jests, 'Calleros-Ricén Esperanza Yasmin, 'Garcia-Lujan Concepcion,
"Hernandez-Gonzéalez Sandra Isabel, '"Martinez-Romero Aurora

'Divisién de Estudios de Postgrado e Investigacion. Facultad de Ciencias Quimicas.
Unidad Gémez Palacio. Universidad Juédrez del Estado de Durango (UJED).

?Laboratorio de Analisis Clinicos Asesores Especiales de La Laguna.
Resumen

La asociaciéon entre COVID-19 y la fungemia son multifactoriales como una condicién de la
severidad de la enfermedad (la mayoria de los pacientes requieren ventilador, monitoreo
hemodinamico invasivo y estancia prolongada en la unidad de cuidado intensivos), ademas
previo uso de antibiticos y esteroides. Los casos de infecciones secundarias por Candida spp. no
se han documentado y estos aislamientos se han realizado de hemocultivos, incrementando las
infecciones asociadas a la atenciéon IAAS por estos microorganismos en pacientes con COVID-19.
El objetivo proncipal fue describir el panoramana epidemiolégico de las fungemias en pacientes
del &rea COVID. En los materiales y métodos se sembraron en medios de cultivo especificos
135 muestras de diferentes sitios anatémicos encontrando que 44 cepas correspondieron a C.
albicans, representando el 70% del total de las cepas aisladas. El resto de los aislados correspondieron
a C. glabrata (6 =9.6%9), C. haemolonii (2=3.2%), C. krusei (4=6.4%), C. tropicalis (3=4.8%), C.
utilis (3=4.8%), por lo que se considera que la identificacién correcta de las especies es crucial
en la vigilancia de las infecciones hospitalarias. C. albicans sigue siendo quien predomina en
pacientes con COVID-19 y como biota comtin en los hospitales.
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Clave CQ13

COMPARACION Y ANALISIS DE DISTINTAS
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE DOS MUESTRAS
DE HOJAS DE NARANJA DULCE (Citrus sinensis).

"Rodriguez de la Fuente Gabriel y 'Villa Reyna Lizbeth Paola.
'Universidad Juérez del Estado de Durango. Facultad de Ciencias Quimicas F.C.Q., Gémez Palacio, Durango.

Resumen: El objetivo del estudio es realizar una evaluaciéon farmacognéstica de las hojas
de naranja (Citrus sinensis). Para dicho estudio se necesitaron dos muestras de hojas de C.
sinensis compradas y secadas al aire libre en el mercado Juarez en Gémez Palacio, Durango. Se
realizaron estudios farmacogndsticos donde se determin el porcentaje de humedad y cenizas;
asi mismo, se obtuvieron extractos por método de maceracion e infusién, ademas de que se
realiz6 un estudio de cromatografia en capa fina. Los resultados para el porcentaje de cenizas
fueron del 13.29% para la muestra A y 13.68% para la muestra B, mientras que para el porcentaje
de humedad de la muestra A y B fue de 3.92% y 3.89% respectivamente. Los metabolitos de
extraccion en la fase moévil para la muestra A no se encontraron resultados de dcidos fendlicos
ni de taninos, mientras que en la muestra B si se identificaron algunos metabolitos.

Palabras clave: Citrus sinensis, maceracion, cromatografia, metabolitos, humedad, cenizas.
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Clave

CQl4

EXTRACCION DE PEROXIDASAS DE Sechium edule Y SU APLICACION EN LA

DETECCION DE CONTAMINANTES FENOLICOS

Moreno Moreno Gabriela, "Flores Loyola Erika, 'Marszalek Jolanta, 'Pineda Escarefio Maria Guadalupe,

!Gamez Escobedo Idalia Anali, 'Ramirez Moreno Agustina, 'Rodriguez Sifuentes Lucio, *Galindo Guzman Magdalena.

'Facultad de Ciencias Bioldgicas UA de C
2Universidad Politécnica Region Laguna.

*Email: erika-flores@uadec.edu.mx

Resumen

Los fenoles son compuestos quimicos ampliamente utilizados en la agricultura como
plaguicidas, herbicidas, germicidas, fungicidas, entre otros. Su uso extendido los ha convertido
en contaminantes comunes con efectos toxicos en animales y plantas. Estos contaminantes
usualmente son detectados por procesos cromatograficos que implican altos costos para
su deteccién. La importancia de su deteccion y cuantificacion oportuna, principalmente en
productos agricolas de uso alimenticio, es de vital importancia para evitar su comercializacion.
Por tanto, es importante el desarrollo de métodos sensibles, fiables y de bajo costo para detectar
estos compuestos. Una alternativa a los métodos tradicionales de analisis es el uso de enzimas
como las peroxidasas de chayote (Sechium edule) capaces de detectar de manera especifica
contaminantes fenélicos en diferentes muestras ambientales.

Para la preparacion del extracto enzimatico crudo de chayote fue utilizado un buffer de
extraccion de fosfatos a pH 7. El cual fue dejado en contacto con el material vegetal macerado
durante 24 horas y posteriormente fue separado por centrifugaciéon durante 30 min a 10000
rpm a 4 °C. El sobrenadante fue utilizado en la deteccién selectiva de contaminantes como
guayacol, fenol, catecol, 4-aminofenol y anilina. La actividad enziméatica de las peroxidasas de
chayote fue analizada por espectroscopia UV-Vis siendo la concentracion minima detectable de
compuestos fenélicos de 10 mM. El extracto enzimatico crudo presento actividad equiparable
después de hasta 15 dias de almacenamiento en refrigeracion lo que muestra una alta estabilidad
con respecto al tiempo.

Palabras clave: peroxidasa, actividad enzimdtica, contaminantes fenolicos.
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Clave AQ1

ANALISIS COMPARATIVO DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
Y FITOQUIMICAS ENTRE EL ACEITE DE LA SEMILLA DE MORINGA
Y ACEITE DE OLIVA.

Lesly Adamari Cueto Covarrubias, Ménica Andrea Valdeg Solana, Maria del Carmen Reza Vargas,
Dennise C. Arreola Berumen, Miguel Angel Aguilera Ortiz,

Introduccién. En los altimos afios la Moringa oleifera adquirié gran relevancia econémica
debido a su versatilidad de aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética, nutrimental
y biotecnolégica. En el caso de la semilla se puede extraer aceite de alta calidad nutrimental.
Sin embargo, su proceso de extraccion es costoso y requiere de solventes organicos por lo que
no es comun encontrarlo en el mercado de los aceites comestibles y su principal uso se limita
a la cosmética de alta gama. La extracciéon en seco podria ser una alternativa para optimizar
la extraccién y calidad del aceite de M. oleifera y facilitar su consumo por sus propiedades
nutracéuticas.

El objetivo de este estudio es comparar las propiedades fisicoquimicas y fitoquimicas del aceite
de semilla de Moringa oleifera mediante la extracciéon en seco con el aceite de oliva extra virgen,
para determinar su calidad y sus potenciales usos.

Material y método. La caracterizaciéon del aceite fue determina a partir de métodos
fisicoquimicos validados por la AOAC, excepto el indice de yodo, el cual se realizé por el
método de Rosenmund-kuhnhenn. Las pruebas fitoquimicas fueron realizadas por ensayos
colorimétricos cualitativos. Por tltimo, la actividad antioxidante por DPPH se determiné
espectrofotométricamente siguiendo el método de Govindarajan.

Resultados. El indice de acidez obtenido en los dos aceites se encuentra por debajo de 1 mg
KOH/ g porlo que est4 dentro del rango maximo permisible (4 mg de KOH/ g) (FA¥)la misma
manera, el aceite de M. oleifera present6é un indice de peréxido de 12mEqO2/Kgy cumple con
la norma (FAO). En cuanto al indice de saponificacién e indice de yodo, el aceite de M. oleifera
present6 valores mds bajos que el aceite deoliva, por lo que tiene mayor presencia de acidos
grasos de cadena larga y una menor presencia de insaturados. En las pruebas fitoquimicas
se obtuvieron los mismos resultados para ambos aceites, donde se mostré la presencia de
flavonoides y alcaloides. Finalmente, en el método de DPPH, el aceite de oliva presento una
mayor actividad antioxidante, pero los valores obtenidos no muestran diferencia significativa
entre ambos aceites.

Conclusion. En base a los resultados obtenidos, el aceite de Moringa oleifera que se obtuvo
mediante la extraccion en seco puede ser de uso comestible y sus propiedades sugieren que es
atil en preparaciones donde se involucran altas temperaturas, comoel horneado. Ademas, este
aceite aporta un valor agregado al alimento por sus propiedades antioxidantes.

Palabras clave: Moringa oleifera, semilla, aceite, propiedades fitoquimicas y fisicoquimicas,
extraccion en seco.
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Clave AQ2

NIVEL DE AGRADO EN UN HELADO DE CREMA DE MANGO (Mangifera indica)
FORTIFICADO CON C!EBADA (Hordeum vulgare)
Y SEMILLAS DE CANAMO (Cannabis sativa)

I Chew-Madinaveitia, R. G., " Muro-Mendoza, A. A.
Facultad de Ciencias Quimicas Gémez Palacio, FCQ.

*Email: muroamerical3@gmail.com

El helado es un producto pasteurizado elaborado con leche, mantequilla, aztcares, frutas o
saborizantes (naturales o artificiales), es un conjunto de diminutos cristales de agua o liquido
congelado y su tamafio podra determinar la consistencia final. Se les denomina helados de
crema a los productos que han sido elaborados a base de leche y adicionados con crema de
leche y /o manteca. Su composicion proteica oscila entre 1.5 a 3.5%, por lo que se pretende
la adicién de cebada y semillas de cafiamo para crear un alimento funcional, debido a que la
cebada es fuente de proteina (12.48%), fibra, calcio, vitamina C, mientras que las semillas de
canamo aportan 30.0 % de proteina, contiene todos los aminoacidos, dcidos grasos esenciales
(Omega 3, Omega 6) y es de buena digestibilidad. Asi mismo, y aunque no en cantidades
elevadas el mango aporta proteina, tiamina, riboflavina, vitamina B, fibra y carbohidratos,
haciendo posible reducir la cantidad de edulcorantes afiadidos para la fabricaciéon del presente
producto. El objetivo de este trabajo es evaluar el nivel de agrado del helado de crema de
mango fortificado con cebada y semillas de cafiamo, el cual se elaboro, a tres diferentes
concentraciones (10, 15 y 20%), en el Laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ciencias
Quimicas Gémez Palacio y el nivel de agrado se realiz6 en la plaza ptublica de la colonia Valle
de Chapala en Gomez Palacio, Dgo. El anélisis estadistico del disefio experimental empleado
fue un ANOVA unifactorial (p< 0.05). Los resultados emanados del analisis estadistico se
observa que el tratamiento que mas agrado a los jueces consumidores fue el que contenia el
15% de la mezcla de cebada y semillas de cafiamo, esto debido a que el 80% (n=32) contest6 en
la categoria de me gusta mucho. La adicion de cebada y semillas de cdfiamo en una proporcion
del 15% en el helado funcional de crema de mango obtuvo un mayor agrado por parte de los
jueces encuestados, en comparacién con las otras dos muestras con porcentajes de 10 y 20%.
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Clave A03

NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE MEJORAN EL RENDIMIENTO Y
LA BIOSINTESIS DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN SANDIA

'Pérez Garcia Salma Carina, 'Vazquez Vazquez Cirilo, *Gaucin-Delgado Jazmin M., 'Orona Castillo Ignacio.

! Maestria en Agricultura Organica Sustentable. Facultad de Agricultura y Zootecnia (UJED)
Carretera Gémez Palacio - Tlahualilo Km. 32. Venecia, Gémez Palacio, Dgo. México.

"Doctorado en Agua y Suelo. Tecnolégico Nacional de México/ ITT.
Carretera Torre6n-San Pedro km 7.5. Torreén, Coahuila, 27170, México

*Email: jazmontse@hotmail.com , salma.perg@gmail.com

Introduccién: Las nanoparticulas interaccionan conjuntamente con la célula viva a nivel
molecular, confiriendo algunos impactos rentables al cultivo al incrementar su contenido en
componentes bioquimicos y bioactivos. Una de las estrategias para aumentar el contenido
de Cu en los alimentos es a través de la nanobiofortificacién, que consiste en potencializar la
bioactividad y contenido de Cu en las partes comestibles de las plantas.

Objetivo: Evaluar el efecto de la nanobiofortificacion con NP Cu para mejorar los compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante de la sandia.

Material y métodos: Se empled un disefio de bloques completos al azar, aplicando seis dosis
(0, 50, 100, 150, 200 y 250 mg L') de NP Cu. Para determinar el peso fresco (rendimiento del
cultivo, g planta™), las sandias se cosecharon y pesaron en una balanza analitica. El contenido
fenolico total, se analizé por el método de Folin-Ciocalteau modificado, mientras que los
flavonoides totales, se determinaron por espectrofotometria, la capacidad antioxidante total se
medié mediante el método DPPH + in vitro, asi como la Vitamina C en fruto se determiné por
el método de titulacion. Por daltimo, el superéxido dismutasa (SOD) se llevo a cabo utilizando
el kit SOD Cayman 706002®.

Resultados: La aplicacion foliar de Cu-NPs no afecto el rendimiento, sin embargo, el mayor
peso del fruto se logré en las tratadas con la dosis de 250 mg mL™. Por otro lado, se encontré un
efecto positivo en la biosintesis de compuestos fitoquimicos como lo son flavonoides, fenoles,
vitamina C y capacidad antioxidante, mostrando un mayor efecto en la concentracién de 250
mg mL", asi como también increment6 la actividad enzimatica en un 125% en superéxido
dismutasa (SOD).

Conclusiones: La aplicacion foliar de Cu-NPs mejora la calidad nutracéutica, la capacidad
antioxidante en frutos de sandia, ademds de incrementar la actividad de la enzima (SOD).
Por lo tanto, con la aplicacion de Cu-NPs producen frutos de sandia al mejor la calidad para
la dieta humana debido a la acumulacién de compuestos bioactivos.
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Clave A04

NIVEL DE AGRADO, COLOR, COMPOSICION BROMATOLOGICA Y VIDA
DE ANAQUEL DE UN CEREAL PARA DESAYUNO A BASE DE AISLADO DE
PROTEINA DE SOYA (Glycine max), HARINA DE AVENA (Avena sativa)

Y HARINA DE TRIGO INTEGRAL

"Reyes Batres Mara, 'Cortés Mejia Gisel Magaly, 'Candelas Cadillo Maria Guadalupe.
'Universidad Juarez del Estado de Durango. Facultad de Ciencias Quimicas. Gémez Palacio

*Email: 1098910@alumnos.ujed.mx

RESUMEN

El cereal para desayuno segtin Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008, son copos o
expandidos elaborados a base de granos de cereales sanos, limpios y de buena calidad. se
elaboran mayoritariamente con trigo, maiz y arroz, aunque también se utiliza avena, cebaday,
cada vez mas, otros cereales como el centeno o el mijo. El objetivo de este trabajo es evaluar el
color y nivel de agrado del cereal para desayuno a base de aislado de proteina de soya (glycine
max), harina de avena (avena sativa) y harina de trigo integral, el cual se elabor¢ a diferentes
concentraciones de aislado de proteina de soya, de harina de avena y harina de trigo integral
(5:45:50, 10:40:50 y 15:35:50). El proceso se llevé a cabo en el Laboratorio de Alimentos y el
Laboratorio A de la Facultad de Ciencias Quimicas Gémez Palacio, Durango. Las pruebas
del nivel de agrado se realizaron en la Escuela Secundaria Técnica 26 en Gémez Palacio,
Durango y en el gimnasio 360 Perform en Torreén. El disefio experimental es unifactorial
con cuatro repeticiones de cada tratamiento, ademas de contar con un cereal comercial como
testigo. La medicion de color fue mediante el sistema CIELab midiendo 10 veces Luminosidad,
Cromaticidad y Tono (hue). Para evaluar el nivel de agrado participaron 50 jueces consumidores
quienes plasmaron su opinién en una escala hedonica de 5 puntos. Los resultados mostraron
diferencia significativa (p<0.05) en luminosidad y tono, donde los més claros fueron los
tratamientos con las proporciones de soya:avena:harina integral 5.45:50 y 10:40:50. Respecto
al tono, este se ubicé entre 125° y 129° correspondientes al color amarillo, siendo mas fuerte
en las mezclas 5:45:50 y 10:40:50. Con respecto al nivel de agrado, los jueces consumidores
indicaron que el mejor evaluado es el cereal elaborado con la mezcla 5:45:50 otorgdndole una
mediana de “me gusta mucho”; mientras que el peor evaluado fue el cereal comercial ubicando
su mediana en “ni me gusta ni me disgusta”. Por lo tanto se sugiere elaborar el cereal con 5%
de soya, 45% de avena y 50% de harina integral.
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Clave AQ5

SINTESIS VERDE Y CARACTERIZACION DE NANO PARTICULAS DE OXIDO
DE ZINC Y SU EFECTO EN EL CULTIVO DE CHILE.

'Daniela Monserrat Sanchez Pérez, **Erika Flores Loyola, ?Jolanta Elzbieta Marszkalek, 'Selenne Marquez Guerrero,
*Magdalena Galindo Guzman y 'Jorge Arnaldo Orozco Vidal.

!Instituto Tecnolégico de Torreén (ITT)-DEPL
Facultad de Ciencias Biologicas (UAdeC).
*Universidad Politécnica de la Regién Laguna (UPRL).

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZoNPs) tienen diversos beneficios al regular la sintesis
de proteinas y triptéfano en las plantas, por lo que en los dltimos afios la agroindustria ha
implementado su uso como microfertilizantes y estimulantes. Los métodos tradicionales de
obtencion de nanoparticulas (NPs) pueden causar dafios al medio ambiente por la diversidad
de compuestos que involucran. Esto puede evitarse a través del uso de métodos biol6gicos
de sintesis que incluyen extractos naturales de plantas. Por tal motivo, el objetivo de este
proyecto es obtener ZoNPs en presencia de extracto de Larrea tridentata, su caracterizaciéon y
evaluacion en el cultivo de chile. Para esto fueron evaluadas las condiciones de biosintesis de
ZoNPs, las cuales, se obtuvieron a partir de nitrato de zinc y de un extracto hidroalcoholico de
L. tridentata. Las ZoNPs fueron caracterizadas por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)
e infrarroja (FT-IR), y microscopia electrénica de barrido (SEM). Luego fueron aplicadas al
cultivo de chile durante las etapas de crecimiento de la planta, floracién y crecimiento del fruto.
Se evalu6 su efecto en la calidad nutracéutica del fruto, fisiologia del crecimiento de la planta
y en el rendimiento. Los espectros UV-Vis mostraron picos de absorcién tipicos para ZoNPs
alrededor de 359 nm, mientras que los espectros FT-IR mostraron las bandas caracteristicas
de las ZoNPs, ademaés de las correspondientes a la materia orgénica residual del extracto que
queda depositado sobre las nanoparticulas. El anélisis SEM mostro la estructura y morfologia
caracteristicas de las ZoNPs, con un tamafo de 20 a 50 nm. Los resultados de la aplicacién de
ZoNPs en las plantas mostraron que el mejor tratamiento fue el de 25 ppm de NPs, aumentando
en un 32% la biomasa total de las plantas de chile con respecto al control y un aumento del 20%
en las variables fisiologicas lo que indica un aumento altamente significativo en los compuestos
bioactivos y en la calidad nutracettica del fruto. El extracto de L. tridentata demostré ser
excelente reductor de Zn(NQO,), y actta significativamente como agente estabilizante de las
ZoNPs. Por otro lado, el Zn acttia como cofactor de importantes enzimas que contribuyen al
buen funcionamiento del sistema de defensa antioxidante por lo que se obtuvo un aumento
altamente significativo en la concentracion de compuestos bioactivos en las plantas de chile,
ademads este es precursor en la produccién de auxinas las cuales influyen en la elongacion y
division celular y por ende en la cantidad de biomasa.
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Cuerpo académico UJED- CA- 134 Quimica y Tecnologia de Biocompuestos

LGAC: Quimica y tecnologia de biocompuestos alimenticios y de origen natual

Nombre proyecto Investigador responsable

Licopeno un

Propiedades funcionales y reoldgicas de R i
) ti X
sabila (Aloe vera barbadensis Miller) fresca ™

y deshidratada. Maria Guadalupe

Candelas Cadillo

Evaluacion del impacto de las condiciones
agroclimaticas de la regidn sobre los
compuestos bioactivos de Aloe vera y su
funcionalidad.

Maria de Los Angeles
Aplicacion de la tecnologia de ultrasonido Séenz Esqueda

de potencia al procesamiento y desarrollo
de productos alimenticios y farmacéuticos.

Revalorizacién de subproductos
agroindrustriales para la recuperacion de
compuestos con interés para la industria

farmacéutica y de alimentos.

Juan José Martinez
Garcia

Efecto de la temperatura y la velocidad de
alimentacidn del secado por aspersién en
las propiedades funcionales, la
concentracion de aloemodina y aloina, la José Rafael Minjares
actividad antioxidante y el perfil de Fuentes
carbohidratos del jugo de gel de Aloe
barbadensis Miller.

114 | SECCION DE CARTELES REMDIS Vol. 2, No. 16. Octubre 2022 ISSN: 2594-1445



i TREL -

Problema de Microbiologia

!Sierra Campos Erick y 'Valdez Solana Moénica Andrea

'Facultad de Ciencias Quimicas. Unidad Gémez Palacio. Universidad Judrez del Estado de Durango (UJED), Articulo 123
s/n, Fraccionamiento Filadelfia, Gémez Palacio, Dgo. CP 35010. Tel (871) 71588 10y 7 15 29 64.

Email: ericksier@gmail.com; valdezandyval@gmail.com

En base a las imagenes que se presentan de pruebas bioquimicas identifica los siguientes
microorganismos.
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Crucigrama de Aditivos en Alimentos

'Facultad de Ciencias Quimicas. Unidad Gémez Palacio. Universidad Juédrez del Estado de Durango (UJED), Articulo 123

!Sierra Campos Erick y 'Valdez Solana Ménica Andrea

s/n, Fraccionamiento Filadelfia, Gémez Palacio, Dgo. CP 35010. Tel (871) 71588 10y 7 15 29 64.

Email: ericksier@gmail.com; valdezandyval@gmail.com

2

Vertical

1. Mejoran sabor u olor

4.  potenciador de sabor, se usa en papas fritas,salsa,
soja, embutidos, sazonadores, etc en grandes dosis es un
potente excitotéxico y neurotéxico.

5.  ralentizan el deterioro de los alimentos causado por el
aire, mohos, bacterias y levaduras.

9.  Se utiliza en mayonesas, salsas, etc. Tiene la funcion
de secuestrar metales, pero en altas dosis genera vomitos,
diarrea y problemas de coagulacion.

10. Se usa en mantequillas, quesos yogures, fideos,
salsas; de color amarillo a naranja intenso y se puede
extraer de una raiz parecida al jengibre

11. Siglas de Food and Drug Adminstration

12. Se usa en refrescos, mayonesas, salsas, licores,
conservas de mariscos, enlatados. puede causar alergias
al combinarlo con acido ascérbico puede formar benceno,
un cancerigeno.

13. Documento que registra las dosis maximas
permitidas de aditivos en los alimentos que garantizan la
seguridad de los consumidores

14. Se usa como sustituto del azlicar para disminuir la
cantidad de calorias del producto final

2.

14.

156. Comité mixto responsable de la evaluacién de los
riesgos de los aditivos alimentarios sobre la salud humana.
Incluye simbolo.

Horizontal

Se encarga de establecer la dosis que una persona puede
ingerir de una sustancia durante toda la vida sin que
afecte la salud
Espesante natural y gelificante, se usa en zumos,
ensaladas, gelatinas y embutidos
Sustancias que se afiaden a los alimentos para mantener
o mejorar su inocuidad, frescura, sabor, textura o
aspecto.

Se afaden para restituir el color que se pierde en el
proceso o mejorar el aspecto

Organismo que evalua cada aditivo alimentario en base a
estudios cientificos en bioquimica y toxicologia.

Son proteinas naturales que catalizan reacciones
bioquimicas y se usan en la fabricacion de vinos y
cervezas
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Respuesta al Crucigrama de Disefio de Farmacos

1 Sierra Campos Erick y 'Valdez Solana Ménica Andrea
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Email: ericksier@gmail . com; valdezandvval@gmail.com
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Resolucion del problema de Nomenclatura de Reactivos Quimicos

! Sierra Campos Erick y 'Valdez Solana Ménica Andrea

'Facultad de Ciencias Quimicas. Unidad Gémez Palacio. Universidad Juérez del Estado de Durango (UJED), Articulo 123
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Email: ericksier@gmail.com; valdezandyval@gmail.com

COMPUESTO CLASIFICACION NOMENCLATURA IUPAC NOMENCLATURA STOCK
Fe,0; Oxido metalico Oxido férrico Oxido de Hierro (ll1)
Al(OH); Hidréxido Hidroxido de aluminio Hidréxido de aluminio (1ll)
Sn,0 Oxido metalico Oxido estafiico Oxido de estafio (IV)
Br;0s Anhidrido Anhidrido brémico Oxido de bromo (V)

NiCls Sal neutra haloidea Cloruro niquelico Cloruro de Niquel (lll)
clo Oxido no metilico Anhidrido hipocloroso Oxido de cloro (1)

HBrO; Oxiacido Acido brémico Acido de bromo (V)
NaClO; Oxisal Clorato de sodio Clorato de sodio (l)
Pb(S04)2 Oxisal Sulfato plumbico Sulfato de plomo (1V)

Fe SO, Oxisal Sulfato ferroso Sulfato de hierro (ll)
BrOs Oxido no metilico Anhidrido perbrémico Oxido de bromo (Ill)
Cr(103)3 Oxisal Hipoyodito crémico Hipoyodito de cromo (lll)
KIO4 Oxisal Peryodato de potasio Peryodato de Potasio (l)
CaSe Sal haloidea Selenuro de calcio Selenuro de calcio (ll)
AIPO3 Oxisal Fosfito de aluminio Fosfito de alumnio (lll)
K.0 Oxido metalico Oxido de potasio Oxido de potasio (1)
Au,0; Oxido metalico Oxido aurico Oxido de oro (1)

Co,0; Oxido metdlico Oxido cobaltico Oxido de cobalto (I11)
H.Se Acidos Acido selenhidrico Hidruro de selenio (I1)

10 Oxido no metalico Anhidrido hipoyodoso Oxido de yodo (1)

H,SO3 Acidos Acido sulfuroso Sulfito de hidrégeno
AuCl Sal neutra haloidea Cloruro auroso Cloruro de oro (I)
HgCrO,4 Oxisal Cromato mercurico Cromato de mercurio (Il)
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