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RESUMEN

Se determinaron las propiedades bioactivas de hidrolizados de ayocote (Phaseolus coccineus L.)
crudo y cocido, se seleccionaron 4 variedades (negro, morado, café y blanco) y se evaluaron la
actividad antioxidante (DPPH") y la inhibiciéon de las enzimas a-amilasa, a-glucosidasa y la enzima
convertidora de angiotensina | (ACE I). Todos los hidrolizados mostraron actividad antioxidante que
fue expresada como porcentaje de inhibicion del radical DPPH- (40 % a 62.8 %). Los hidrolizados
no mostraron actividad inhibitoria sobre a-amilasa. Aunque todos los hidrolizados presentaron
actividad inhibidora de a-glucosidasa (52 a 56%) no se presentd diferencia significativa entre ellos,
estos analisis fueron realizados a niveles de 0.6 mg/mL de proteina. La capacidad de los
hidrolizados de inhibir ACE mostré una dependencia de concentracién (0.1 a 0.5 mg proteina/mL),
los hidrolizados tanto curdo como cocinado de variedad café presento la mayor capacidad de
inhibicién (60.3-72.9%) respectivamente a niveles de 0.3 mg proteina/mL.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 es un trastorno metabdlico caracterizado por defectos progresivos de
secrecion de insulina y resistencia a la insulina periférica lo que conlleva a hiperglucemia crénica y
a alteraciones en el metabolismo. El enfoque para controlarla es controlar la hiperglucemia
postprandial y reducir sus complicaciones posteriores. Se pueden usar diferentes estrategias para
ese control entre ellas, la inhibicién de enzimas como a-amilasa y a-glucosidasa, las encargadas
de hidrolizar los carbohidratos que consumimos en los alimentos por lo cual se han convertido en
un blanco en el control de la diabetes. La hiperglucemia induce la sobreproduccién de radicales
libres incluyendo las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, los cuales producen dafios en
varios tejidos incluyendo pancreas e higado, el control de estrés oxidativo es otra importante meta
para reducir el dafio a los tejidos y las enfermedades cardiovasculares, envejecimiento y obesidad
Uno de los mecanismos ligados a la hipertension es la pérdida de la regulacion de la actividad del
sistema renina-angiotensina por la enzima convertidora de angiotensina (ACE) convirtiendo a
angiotensina | al potente vasoconstrictor angiotensina que actla sobre las células del musculo
liso vascular, asi como en el sistema nervioso simpatico, aumentando el volumen de sangre
incrementando asi la presion sanguinea, ademas de la inhibicién del vasodilatador bradikinina.
Los inhibidores de ACE actilan como vasodilatadores lo que podria reducir significantemente las
afecciones cardiacas (Nakano y col., 2009).

Las proteinas de los alimentos contienen numerosos péptidos biolégicamente activos y se ha
demostrado que ejercen respuestas fisiolégicas positivas en el cuerpo mas alla de su papel
nutricional en la provision de nitrégeno y aminoéacidos incluyendo a las la prevencién o manejo de
la diabetes tipo 2, (Konrad y col., 2014), se ha demostrado que los hidrolizados de proteinas y
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péptidos pueden inhibir ACE in vitro ademas de procesos inflamatorios,ell estudio de semillas
poco explotadas pueden tener un gran potencial como fuente de proteina y péptidos bioactivos
benéficos a la salud del ser humano.

Por ello en esta investigacién se propone la utilizacion de semillas explotadas como lo es el
ayocote en México para la obtencién de hidrolizados y péptidos con actividades bioldgicas.

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencién de la muestra

Se obtuvo frijol ayocote en diversos mercados de Toluca, Edo. de México y Durango en el afio
2016-2017,se eliminao tierra o granos dafiados, posteriormente se molieron hasta obtener una
harina fina y se almaceno a 4°C hasta el momento de ser utilizados

Obtencion del aislado proteico

2 g de harina se mezclaron con 20 mL de agua destilada y se ajusto el pH de la disolucion a 8 con
NaOH 0.1 M y la extraccién de proteina se realiz6 a 35 C con agitaciéon constante durante 1 h,
después de ese tiempo la mezcla fue centrifugada a 5000 g durante 15 min a 4 C, se colectan los
precipitados y son reextraidos bajo idénticas condiciones y se ajustd el pH 4.3 con HCI para
precipitar las proteinas, seguido de centrifugacion a 10000 rpm durante 20 min a 4 C, se descarto
el sobrenadante y el precipitado (aislado proteico) se liofilizé y se almaceno a -20 C hasta ser
analizado.

Actividad antioxidante

La actividad antiradical fue determinada por el método de Ranilla y col. (2010) con algunas
modificaciones. 100 yL de los extractos (a una concentracion 0.7 mg/mL de compuestos fendlicos
totales) fueron transferidos a tubos polipropileno donde se adicionaron 2.8 mL del radical DPPH-
(98.9 uM en metanol) y se agitaron en un vértex durante 15s, los tubos se mantuvieron en reposo y
en ausencia de luz durante 30 min, después de ese tiempo se determiné la absorbancia a 515 nm.
Se utilizé metanol como blanco y una solucién de Trolox 0.02 mM como control antioxidante. La
actividad antioxidante se expresé como % de inhibicién.

Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

El ensayo para medir la inhibicidn de la actividad a-glucosidasa de los extractos fue adaptado de
Yuan y col. (2012). Una mezcla de 50 pL de los extractos (0.7 mg/mL de compuestos fendlicos
totales), 100 uL de amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 6.9 y 100 yL de una solucién de a-
glucosidasa de levadura S. cerevisiae (67 mU/ensayo) se incubaron en un plato de 96 pozos a
250C durante 10 min, después de ese tiempo, se adicionaron 100 uL de una soluciéon de p-
nitrofenil a-D glucopiranésido (p-NPG) 0.1 M en amortiguador de fosfatos pH 6.9 a cada pozo. Esta
mezcla fue nuevamente incubada a 250C durante 10 min. La absorbancia fue determinada a 405
nm en un lector de microplatos (SpectraMax M2, Molecular Devices Corp., SoftmaxPro v.4.6
software, Sunnyvale, CA, USA). Los cambios en la absorbancia fueron determinados antes de la
incubacion y después de 30 min de la adicion del p-NPG; y fueron comparados con una muestra
control que consistié en 50 yL de amortiguador de fosfatos pH 6.9, en lugar de los extractos. Se
utilizé una solucién de acarbosa (0.44 mg/mL) como inhibidor positivo.

Actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa

El ensayo para medir la inhibicion de la actividad de la a-amilasa por los extractos fue adaptado de
Adisakwattana y col. (2009). La enzima a-amilasa (pancreas de porcino, 3 U/mL) fue disuelta en
amortiguador de fosfatos salino 0.1 M pH 6.9. Se adicionaron 200 uL de los extractos en una
solucién de almidén (1 g/L) y la reaccién se inicié al adicionar 500 pL de la solucién de la enzima,
la mezcla fue incubada a 250C durante 10min, después de ese tiempo se adicionaron 500 uL de
amortiguador de fosfatos 0.02 M (pH 6.9 con cloruro de sodio 6 mM). La mezcla de reaccion se
incubé nuevamente a 25°C durante 10 min y se detuvo por la adicion de 1 mL de una solucion que
contenia acido dinitrosaliciilico al 1%, fenol al 0.2%, Na,SO3; al 0.05% e NaOH al 1% en solucién
acuosa. Después de ese tiempo, la mezcla se incubé a 900C durante 5 min, y se enfrié a 250C.
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Posteriormente, la mezcla se diluyd con 10 mL de agua destilada y se determind la absorbancia a
540 nm. La muestra control consistié en 200 uL de amortiguador de fosfatos pH 6.9, en lugar de los
extractos. Se utilizé una solucién de 0.44 mg/mL de acarbosa como inhibidor positivo.

Actividad inhibidora de angiotensina |

La inhibicion de la angiotensina | se adapté del Kwon et al.,, 2007. 50 mL de los extractos se
incubaron con 20 mL de amortiguador de borato 0.1 M (0.3 M de NaCl, pH 8) con 2 mU de una
solucion de angiotensina | a 25 oC durante 10 minutos. Posterior a la preincubacion se adicionaron
100 mL de hipuril-histidil-leucina que actué como sustrato de la enzima, la mezcla se incub6 37 °C
durante 1 h, después de ese tiempo la reaccién se detuvo con 150 mL de HCL 0.5 N. El &cido
hipurico formado por la reaccion se detect6 y cuantificé por cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) con detector de arreglo de diodos a 228 nm. Se utilizé acido hiparico como estandar.

Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron disefiados utilizando un disefio de bloques completamente al azar y
el nivel de significancia (p<0.05) entre medias de los tratamientos se establecid utilizando ANOVA
de una sola via con el software MINITAB v.15.

RESULTADOS

Los hidrolizados de ayocote cocido muestran actividad para inhibir la formacién del radical DPPH’
gue en su forma cruda a concentracion de 0.6 mg/mL de proteina (Figura 1), siendo la variedad
negra la que presenta mayor actividad antioxidante (63.2%) y la variedad blanca la menor
actividad (39.3%), la misma tendencia se muestra en los hidrolizados de ayocote crudo. El que los
hidrolizados cocidos presenten mayor actividad antioxidante podria ser debido al efecto del
procesamiento en la liberacién de péptidos antioxidantes.
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Figura 1. Actividad inhibitoria del radical DPPH" de los hidrolizados de ayocote (Phaseolus
coccineus L.) crudo y cocido.
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Entre las variedades de ayocote crudo no se encontrd diferencia en la inhibicién de a-amilasa, y
durante el cocimiento se presentd una disminucién de la inhibicion, esto podria deberse al efecto
del procesamiento en la degradaciéon de los inhibidores naturales de la a-amilasa, durante el
procesamiento térmico se produce una desnaturalizacion de proteinas como lectinas e inhibidores
de alga amilasa, debido a este factor la capacidad de inhibicion es mayor en las muestras no
procesadas (Tabla 1). La inhibicion de glucosidasa en las muestras crudas y procesadas se puede
observar en la tabla 1. Aunque todos los hidrolizados presentaron actividad inhibidora (52 a 56%)
no se present6 diferencia significativa entre ellos, estos andlisis fueron realizados a niveles de 0.6
mg/mL de proteina. Estudios in vivo han sugerido gue el consume de leguminosas cocinadas
pueden mejorar el indice glicémico en el control de la diabetes

(Hernandez-Saavedra y col., 2013), debido a el decremento en la digestion de polisacaridos que

reducen la cantidad de glucosa disponible para la absorcion.

Actividad inhibitoria de angiotensina | (ACE)

En la tabla 1 se muestra la actividad inhibitoria de ACE de los hidrolizados crudos y cocidos.
Ninguno de los hidrolizados mostré diferencia significativa entre variedades de ayocote ni entre
crudo y procesado, esto podria sugerir que la capacidad de inhibir ACE no es afectada por el
proceso de coccion. La variedad café presenta la mayor capacidad de inhibicion tanto en crudo
como en procesado a 3 mg proteina /mL, este valor es mayor a los reportados por (Turruco-Ucoy
col., 2009) en diferentes variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.), esta diferencia puede deberse
al tipo de varidad estudiada.

Tabla 1. Inhibicion de la actividad enzimatica por hidrolizados crudos y cocidos de 4
variedades de ayocote (Phaseolus coccineus L.)

Actividad enzimatica (% inhibicién)

Tipo de ayocote | Producto a-amilasa a-glucosidasa ACE
Negro Crudo 4.98 52.87 +2.52 58.21 +1.72
Cocido 2.12 55.34 +4.4° 60.36 +3.2°
Morado Crudo 3.95 52.33 +4.12 66.17 +6.1°
Cocido 1.55 54.12 +5.5° 69.43 +5.1°
Café Crudo 2.11 52.14 +5.52 69.33 +2.8°
Cocido 1.65 53.15 +3.8° 72.92 +4.5°
Blanco Crudo 2.33 52.90 +2.92 65.55 +3.6°
Cocido 1.46 52.14 +3.72 66.04 +4.4°

CONCLUSIONES

El procesamiento no afecta las propiedades bioactivas de los hidrolizados de ayocote cocinado.
Los hidrolizados de proteina presentan potencial para inhibir enzimas relacionadas con
enfermedades crénicas como la hipertension (ACE) y relacionadas con la diabetes (a-amilasa y a-
glucosidasa). Los hidrolizados fueron mas eficientes en la inhibicion de ACE y presentaron una
inhibicibn minima sobre amilasa. Estos resultados pueden orientarnos a diversificar el criterio
cuando se procesan loas alimentos, enfocados en mejorar las propiedades sensoriales y
nutraceuticas de los productos a través del procesamiento.
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RESUMEN

En la dltima década, los alimentos funcionales en la nutriciébn humana y animal han ganado
importancia. Los prebitticos se formulan en un nimero creciente de alimentos, las implicaciones
del papel evolutivo de los prebioticos en la salud y el bienestar humanos son desconocidas. Existe
un interés creciente en el uso de inulinas como sustratos para el crecimiento selectivo de bacterias
intestinales beneficiosas tales como bifidobacterias y lactobacilos debido a que estudios recientes
han establecido que su efecto prebiético esta ligado a varios beneficios para la salud, pero el
consumo de inulina de agave en los alimentos podria tener un impacto en la digestibilidad y la
calidad de la proteina. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del consumo de inulina de
agave sobre la calidad de la proteina de la dieta gluten, mediante bioensayos, empleando la rata
Sprague Dawley como modelo experimental. Se prepararon cuatro dietas sintéticas utilizando
gluten como Unica fuente de proteina con tres ingredientes diferentes de fibra: inulina de agave,
fibra soluble de maltodextrinas resistentes, fibra de celulosa y una dieta sin fibra como control. Los
indicadores biologicos analizados fueron: Digestibilidad de nitrégeno aparente y verdadero (DNA,
DNV) y razén neta de proteina (RNP). Los resultados fueron analizados por un programa
estadistico con un 95% de significacién. La DNA y la DNV de la dieta de gluten con fibra de inulina
de agave variaron entre 89,7% y 93,7% respectivamente y el resultado RNP fue de 1,87, los
resultados fueron inferiores a las dietas gluten con celulosa y a la dieta sin fibra. Los resultados
demostraron que el consumo de inulina de agave en la dieta de gluten mostré disminucién en la
digestibilidad y RNP en la dieta de gluten.

INTRODUCCION

Actualmente y después de 30 afios de investigacion, la fibra dietética (FD) es parte de lo que se
considera una dieta saludable (Escudero & Gonzalez, 2006). La fibra dietética es clasificada en dos
principales categorias, insoluble (FDI) y la soluble (FDS). Esta agrupacion esta basada en sus
propiedades quimicas, fisicas y funcionales. Las fibras solubles se disuelven en agua formando
geles viscosos. Evitan la digestién en el intestino delgado y son facilmente fermentados por la
microflora del intestino grueso. La FDS contiene pectinas, gomas, inulina, fructanas, (Anderson et
al., 2009). En el tracto gastrointestinal humano, las fibras insolubles no forman geles debido a su
insolubilidad en agua y la fermentacion es muy limitada. Algunos ejemplos de fibras insolubles son
la lignina, celulosa y algunas hemicelulosas (Kumar & Banerjee, 2010). La mayoria de los
alimentos que contienen FD incluyen aproximadamente un tercio fibras solubles y dos tercios de
insolubles (Lattimer & Haub, 2010). Dietas con alto contenido de fibra, como las ricas en cereales,
frutas y vegetales tienen un efecto positivo en la salud (Anderson et al., 2009). Este efecto benéfico
se ha relacionado con una disminucién en la incidencia de varios tipos de enfermedades, debido a
efectos beneficiosos, tales como: aumentar el volumen de las heces; disminuir el tiempo del
transito intestinal de los alimentos en el intestino; reducir el colesterol y los niveles de glucemia;
atrapar sustancias que se pueden ser peligrosas para el organismo humano (agentes mutagénicos
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y carcinogénicos); y estimular la proliferacion de la flora intestinal (Dhingra et al., 2012). Estos
beneficios se atribuyen principalmente a la resistencia de la fibra a su digestién, su capacidad para
absorber y retener agua, formando una red que ocluye y fija algunas sustancias organicas, tales
como lipidos y carbohidratos. Sin embargo la FD también atrapa otras moléculas tales como
proteinas y minerales, incapacitandolos a su digestién y disminuyendo su absorciéon (Wang et al.,
2006). Se ha demostrado que la fibra dietética insoluble puede disminuir la digestibilidad de la
proteina (Salas et al., 2008). Se han desarrollado algunas investigaciones para estudiar el efecto
de la FD sobre la digestion de nutrientes (Mongeau et al., 1989; Wang et al., 2006; Misurcova et
al., 2010). La mayoria de los autores reportan que el contenido de FD puede poner en peligro la
digestibilidad de los nutrientes. En particular, el efecto de FD difiere con el origen y la naturaleza de
la fibra y se refiere a su composicién quimica, asi como a sus propiedades fisico quimicas (Pirman
et al., 2009). El propdsito de esta investigacion es determinar el efecto de la adicion de inulina de
agave comerciales a dietas de gluten sobre la digestibilidad de nitrégeno y la utilizacion de la
proteina mediante bioensayos en ratas.

PARTE EXPERIMENTAL

Descripcién de la muestra. Para este estudio se elaboraron tres dietas sintéticas con gluten como
fuente de proteina adicionando tres distintos ingredientes altos en fibra a un 5 %: Dieta de gluten
con el ingrediente basado inulina de agave (GLU-INU); Dieta de gluten con fibra soluble,
ingrediente basado en maltodextrinas resistentes (GLU-SOL); Dieta de gluten con fibra de celulosa
(GLU-CEL) y otra dieta de gluten sin fibra, a la cual no se le agregd ningin componente de fibra
(GLU-SINF) ademas se elabor6 una dieta de caseina con fibra de celulosa al 5 % y una dieta libre
de nitrogeno (DLN). Todas las dietas experimentales fueron elaboradas basandose en el contenido
de nitr6geno total de las muestras de prueba, realizdndose los ajustes para que estas dietas
obtengan un 10% de proteina (Hackler, 1978). La DLN necesaria para ser considerada en los
bioensayos de Digestibilidad de nitrégeno verdadero y de Razén Neta de Proteina (NPR), se
formul6 de acuerdo a la composicién dada por AOAC (1990). La composicién de la dieta base es:
Proteina 10%, mezcla de minerales 3.5%, mezcla de vitaminas 2.5%, grasa 8%, fibra 5.0%,
sacarosa 12.0% y carbohidratos (almidén) hasta completar el 100%. Se realizé un analisis de
composicién quimica a todas las muestras por los métodos de la AACC, 1991. El contenido de fibra
dietética se determind por el método propuesto por Prosky et al., (1987), basado en el método
985.29. AOAC (1997).

Bioensayo en ratas. El estudio de alimentacién de 14 dias fue conducido con 24 ratas Sprague
Dawley recién destetadas, de 21- 23 dias de edad, con peso promedio de 45-55 g, las ratas fueron
proporcionadas por la Unidad de Experimentacion Animal del Departamento de Investigacion y
Posgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora. Se pesaron las ratas y se distribuyeron en
bloques al azar en 6 grupos de 4 ratas, los cuales fueron empleados para cada una de las dietas
experimentales y se mantuvieron en forma individual en jaulas de acero inoxidable con malla en la
base. La dieta y el agua fueron suministradas ad-libitum, la temperatura del laboratorio se mantuvo
a 25 °C, con una humedad relativa de 65-80%, y ciclos de iluminacién de 12 h luz-oscuridad. El
experimento de alimentacién fue repetido ocho veces para un mismo lote de dieta experimental. Un
grupo de ratas recibi6 la dieta libre de nitr6geno durante los 14 dias que durd el experimento.
Indicadores de Calidad proteica evaluados: Digestibilidad de materia seca (DMS) propuesta por
Church & Pond, 1974. Digestibilidad Aparente (DA) y verdadera (DV). La DA considera la cantidad
de alimento digerido, calculado por la diferencia entre el alimento consumido y lo eliminado por el
animal. La DV se determina considerando el nitrégeno excretado en heces proveniente del
recambio metabdlico, éste se determina en las heces del grupo de animales mantenidos con la
dieta libre de nitrogeno, durante el desarrollo del experimento. Determinacion de Razon Neta de
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Proteina (RNP). Es calculado por las variaciones en peso, calculada de acuerdo a Bender & Doell
(1957).

Analisis Estadistico. Para el analisis estadistico de los bioensayos de las dietas experimentales de
gluten con los distintos ingredientes, se realizé un analisis de varianza en bloques con un nivel de

significancia de 5 %, seguido de una comparacion de medias por el método de Tukey (a< 0.05)
utilizando para ello, el paquete estadistico JMP versién 5.0 (2002).

RESULTADOS

Digestibilidad de Materia Seca (DMS) y de Nitrégeno (DNA y DNV). El consumo de alimento de la
dieta GLU-INU mostro el valor mas bajo y similar a la dieta GLU-SOL, Las heces totales de estas
dietas fueron inferiores a la dieta GLU-CEL, lo que indica que la inclusién de diferentes tipos de
fibra dietética tienen efecto en el contenido de heces excretadas. La dieta GLU-CEL mostrd los
valores més altos de heces totales, alrededor de tres veces la cantidad de heces excretadas por
las ratas alimentadas con la dieta GLU-SF, lo que influye en los indicadores de calidad de las
proteinas medida como DMS. Las dietas GLU-INU y GLU-SOL tuvieron los valores méas altos de
nitrégeno fecal influenciando los valores de DNA y DNV. La dieta GLU-SF tuvo los valores mas
bajos de nitrégeno en heces y el porcentaje mas alto de DNA y DNV. (Tablal).

Tabla 1. Consumo de Alimento, Heces totales, Consumo de Nitrégeno, Digestibilidad de Materia
Seca (DMS), Digestibilidad de Nitrégeno Aparente (DNA) y Verdadero (DNV) de Dietas de Gluten.

Consumo Heces DMS Consumo Nitrogeno DNA DNV
. Alimento Total % Nitrogeno Heces % %
Dietas © © ©
(9)

GLU-INU 89.9 3.37 96.23 1.62 0.15 89.72 93.74
GLU-SOL 91.6 4.37 95.23 1.48 0.18 88.07 92.15
GLU-CEL 105.2 8.0 92.36 1.75 0.12 92.4 95.83
GLU-SF 101.1 2.6 97.3 1.7 0.11 93.5 97.5

Los valores son promedio de ocho determinaciones.
Peso de heces en base seca.

Razén Neta de Proteina (RNP). Se fundamenta en que existe una relacion lineal para el
incremento de peso del animal en funcion de la calidad de la proteina consumida. La dieta GLU-
INU mostré valores intermedios en el consumo de proteinas y el aumento de peso en relacién con
las otras dietas. Los resultados de RNP no muestran diferencias significativas entre las dietas
evaluadas. La inclusién de la inulina de agave en la dieta de gluten no causé una reduccion
significativa en la RNP. La dieta de GLU-SOL mostré el valor mas bajo de RNP, y la dieta de GLU-
SF mostré el valor mas alto. (Figura 1).
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Figura 1. Razoén neta de proteina de dietas de gluten con inulina de agave, fibra soluble y celulosa

CONCLUSIONES

La inclusion de inulina de agave comercial en la dieta gluten, presenté un efecto significativo sobre
el contenido total de heces excretadas. La adicién de esta fibra provocé una ligera disminucion en
la digestibilidad de la materia seca en relacidn con la dieta de gluten sin fibra. La adicién de inulina
de agave a la dieta de gluten provocé una mayor excrecién de nitrégeno fecal en relacion con la
dieta de gluten sin fibra, disminuyendo la digestibilidad del nitrégeno. Los resultados demostraron
que el consumo de inulina de agave en la dieta de gluten mostré disminucion en la digestibilidad
del nitrégeno y RNP en la dieta de gluten.
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RESUMEN

Los Cerros el Culiacan y la Gavia, se declararon como Area Natural Protegida (ANP) en la
categoria de Area de Uso Sustentable. Se entiende por Area de Uso Sustentable, una zona natural
protegida de jurisdiccién estatal que tiene como objetivo producir bienes y servicios que respondan
a las necesidades economicas, sociales y culturales de la poblacion, con base en el
aprovechamiento sustentable de usos compatibles. Debido a esto, en el campus Celaya-
Salvatierra de la Universidad de Guanajuato se conform6é un grupo de investigacion
multidisciplinario coordinado por integrantes del Cuerpo Académico de Biotecnologia,
Sustentabilidad e Ingenieria, encaminado al estudio del ANP “El Culiacan” y “La Gavia”. donde se
pretende disefiar e implementar estrategias que permitan la explotacion sustentable de los
recursos naturales. En este trabajo se presenta la bdasqueda de microorganismos con potencial
biotecnolégico, como son las bacterias que habitan en suelo y que de manera natural se asocian a
las plantas nativas y promueven el crecimiento de la vegetacién. Se ha logrado generar una
coleccion de cepas que por diversos mecanismos mejoran el crecimiento y desarrollo de las
plantas. De las pruebas realizadas la utilizacién de bacterias en pruebas de germinacién, formacién
de la raiz y defensa contra hongos fitopatdgenos. Las bacterias mostraron también tener efecto en
variedad de plantas con interés agronémico lo que nos ayuda a ampliar las posibilidades de
aplicacién en plantas nativas y de interés agronémico.

INTRODUCCION

Las Areas Naturales Protegidas (APN) son las zonas del territorio estatal en donde los ambientes
originales no han sido significativamente alterados por la actividad del ser humano o bien requieren
ser preservados o restaurados, y en el caso concreto de las catalogadas como areas de Uso
Sustentable, tiene por objeto producir bienes y servicios que respondan a las necesidades
econdmicas, sociales y culturales de la poblacién, con base en el aprovechamiento sustentable de
usos compatibles, al ubicarse en zonas que comprenden cuencas hidrolégicas, recursos forestales
y elementos de flora y fauna silvestre, en la que existen desarrollos agropecuarios, potencial
recreativo y poblaciones rurales (IEE, 2015).

En base al articulo 3 de la LGEEPA, las Areas Naturales Protegida, los objetivos tradicionales de
creacion de las areas naturales protegidas son:

- Preservar los ambientes naturales representativos de las diferentes regiones biogeograficas y
ecolégicas del pais.
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- Preservar los ecosistemas fragiles, para asegurar el equilibrio y la continuidad de los procesos
evolutivos y ecoldgicos.

- Asegurar la preservacion y el aprovechamiento sustentable de la biodiversidad en todos sus
niveles de organizacion, en particular de las especies en peligro de extincién, amenazadas, raras,
sujetas a protecciones especiales y endémicas.

- Proporcionar un campo propicio para la investigacion cientifica, asi como para el rescate y
divulgacion de conocimientos y practicas tradicionales

- Desarrollar tecnologias que permitan conservar la biodiversidad; y proteger los entornos naturales
de otras areas de importancia cultural como son zonas de importancia arqueoldgica, historica,
artistica y turistica.

Las funciones de las Areas Naturales Protegidas se pueden resumir en los siguientes conceptos de
conservacion:

-De la biodiversidad

-De los procesos naturales

-Del suelo

-De cuencas hidricas

-De condiciones culturales

-Creacion de sitios para el desarrollo turistico
-Creacion de sitios para la educacién ambiental

-Para la declaracién de un area natural protegida se requiere un estudio técnico justificativo, que lo
realiza la SEMARNAT, con apoyo de otras entidades federales y estatales, organizaciones
privadas y universidades. La zona debera estar fundamentada en sus caracteristicas biolégicas y
la vocacion del uso del suelo, tomando en consideracion los aspectos sociales, la ubicacion de las
poblaciones y las actividades econémicas.

-Un estudio técnico justificativo debera contar con los siguientes temas: informaciéon general,
evaluacion ambiental, diagnéstico del area y propuesta de manejo. (Yafes, 2007).

Los Cerros el Culiacan y la Gavia, se declararon como Area Natural Protegida (ANP) en la
categoria de Area de Uso Sustentable. Se entiende por Area de Uso Sustentable, una zona natural
protegida de jurisdiccién estatal que tiene como objetivo producir bienes y servicios que respondan
a las necesidades econdmicas, sociales y culturales de la poblacién, con base en el
aprovechamiento sustentable de usos compatibles (IEE, 2015).

Esta ANP comprende parte de los municipios de Celaya, Cortazar, Jaral del Progreso y Salvatierra;
tiene una superficie de 32, 661.537 hectareas. El area se manifiesta como una serie de valles
intermontafiosos, originados por el surgimiento de volcanes tipo escudo de gran tamafo, como lo
son el Cerro el Culiacan (2,830.0 msnm) y la Gavia (2,550.0 msnm). El area incluye dos acuiferos;
los climas representativos del area son: templado del tipo semicalido subhimedo en planicies, con
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rango de temperatura 18 °C y 22 °C y templado subhimedo en las partes altas (IEE, 2015). En la
figura 1 se muestra la ubicacién del ANP.
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Figura 1. Localizacion del ANP en el estado de Guanajuato.

Las bacterias promotoras del crecimiento de plantas son un grupo de bacterias que habitan en la
raiz de las plantas y suelo adherido a esta, este espacio es conocido como rizésfera (Cassan. et al,
2009). Este grupo de bacterias proporcionan beneficios a las plantas a través de varios
mecanismos: fijacion de N,, produccién de fitohormonas, solubilizacion de fosfatos, sintesis de
enzimas como la ACC desaminasa que reduce los niveles de etileno, control biolégico, produccién
de sideréforos, antibiéticos, activacion de la respuesta sistémica inducida y produccién de enzimas
liticas (Glick 1995).

Los productos generados por los diversos mecanismos, tienen en la planta efectos directos e
indirectos en el desarrollo y crecimiento, como es: mejora en germinacién, mayor desarrollo de la
raiz, tallos, hojas y frutos o defensa contra organismos fitopatdgenos (Glick, 1995, Dobbelaere et
al., 2003; Esquivel-Cote et al., 2013).

El uso de las rizobacterias en plantas de importancia agronémica ha resultado en una alternativa
importante a los sistemas de produccion con un consumo alto de fertilizantes y agroquimicos
(Martinez-Romero, et al., 2013), sin embargo, trabajos de investigacion y monitoreo de uso para
plantas de importancia forestal o para recuperacion y conservacién de ANP es mucho menor. En
algunos de estos trabajos encontraron que, se han utilizado los beneficios de las rizobacterias para
reforestacion de zonas de desierto por su capacidad para fijar nitrdgeno se ha utilizado
Azospirillum brasilence en plantas de cardén donde lograron mejora en el desarrollo de la planta y
en la regeneracion del suelo (Holguin. G. et al., 2003). Los géneros de Pseudomonas, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azotobacter, aislados de la rizésfera de arboles de “tara” Caesalpinia spinosa se
probaron con semillas de alfalfa (Medicago sativa), tara (Caesalpinia spinosa), pallar (Phaseolus
lunatus) y frijol (Phaseolus vulgaris) y observaron que las cepas probadas incrementan la
germinacién de los cultivos mencionados (Ogata. K. et. al 2008). En otro trabajo se aislaron y
evalué el efecto de cepas de Anacardium excelsum, una especie arbérea nativa de bosques secos
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del Centro y Suramérica. Los aislados de Pseudomonas fluorecens, Pseudomonas putida y
Bacillus licheniformis se utilizaron para evaluar germinacion y crecimiento de las plantulas de
Anacardium excelsum, encontrando efectos positivos en ambos procesos (Barreto. D. et al., 2007).
También se reporta efectividad en restauracion de bosques probando rizobacterias promotoras de
crecimiento en 11 especies nativas de los bosques de Jujuy, Argentina, se observé mejora desde
la geminacién, desarrollo, establecimiento en el sitio a recuperar y sanidad de planta (Lazzaro, M.
et al., 2011).

En este trabajo se busca aislar bacterias de suelo a areas naturales protegidas y emplear su
potencial biotecnol6gico en el crecimiento de plantas.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestreo de suelo

Para el muestreo del suelo se removid la capa de hojarasca, se tomaron muestras de suelo a una
profundidad de 15 cm con influencia de raices de tres arboles Mezquite (Prosopis laevigata),
Encino (Quercus deserticola) y Ciruelillo (Embothrium coccineum) de la Zona Natural Protegida del
Cerro del Culiacan y la Gavia en la comunidad de las Cruces, del municipio de Salvatierra, con
coordenadas de localizacién geografica 200° 55’ 5” latitud Norte, 100° 58’ 38" longitud Oeste, con
una altura promedio sobre el nivel del mar de 2160, llegando hasta 2830 msnm. El muestreo se
realizé en el mes de junio del 2016, corresponde a temporada de lluvia.

Asilamiento de cepas con actividad de ACC dasaminasa

Para el aislamiento de las rizobacterias, las muestras de suelo se inocularon en el medio selectivo
para actividad de ACC (1- acido carboxilico, -1- aminociclopropano) desaminasa. Este medio de
cultivo contiene por litro 4 g KH,PO,4, 6 g NaHPO,, 0.2 g MgSO,4, 1 mg FeSOy, 10 ug H, 10 ug
MnSQOy, 50 ug CuSOy4, 10 ug MoOs;, 70 pg ZnSO,, glucosa 0.2%, acido glucénico 0.2%, agar
bacteriol6gico al 2% y ACC 3mM (SIGMA) por Penrose y Glick, 2003. Se realiz6 tincion Gram para
caracterizar los aislados.

Prueba de antagonismo de los aislados.

Con las 50 cepas seleccionadas se realizaron confrontaciones con tres hongos fitopatégenos
Fusarium oxysporum, Bipolaris sp y Alternaria sp para evaluar la capacidad de control biol6gico de
los aislados. Las pruebas de confrontacion se realizaron en medio PDA, en el centro de la placa se
coloco el inoculo del hongo y se dejé crecer por 48 horas, enseguida se coloco el inoculo de las
cepas seleccionadas, cuatro en cada caja, se dejaron incubando por 48 horas a 28°C y se observd
el efecto.

Prueba de germinacion.

Se seleccionaron 50 cepas y se inocularon en 15 ml caldo de papa y se incubaron por 24 h a 28
°C, las semillas de lenteja y rabano (50) se colocaron en los 15 mL del cado con inoculo para cada
cepa y se dejaron en agitacion por 30 min, las semillas se retiraron del caldo con inoculo y se
colocaron en placas de Petri estériles con papel humedecido, se incubaron por 48 h a 28 °C y se
evalué el porcentaje de germinacion, desarrollo de la plantula y la longitud de la raiz.

Evaluacion del efecto promotor en plantas.

Se seleccionaron 19 cepas que presentaran mayor porcentaje de germinacion en las pruebas
realizadas para evaluar el desarrollo de la plantula de lenteja. Se inocularon en dos ocasiones con
las cepas, desde la semilla y a una semana de emergencia de la plantula, con 10 réplicas para
cada una. Transcurridos 17 dias de la germinacion se procedié a medir raiz y longitud de la planta
y la biomasa.
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RESULTADOS

Con las 50 cepas aisladas se
realizaron varias pruebas con

plantas y hongos fitopatégenos, se
muestra en la figura 2 A, las
colonias de las bacterias en
medio selectivo para actividad de

ACC desamiansa.

£l—-252
El efecto directo en la promocién de crecimiento en plantas por las 50 cepas se determind en
semillas de lenteja, rdbano y lechuga, la mayoria de las 50 cepas probadas presentaron una
mejora en el porcentaje de germinacion comparado con el control semillas humedecidas solo con
agua. Para las semillas de lenteja el control tuvo un 60% de germinacion y con las cepas se llegé a
un 92% con las cepas 112, 215 y 256; con rdbano el control presentdé 86% de germinacién y con
las cepas se llegd a un 100% con las cepas 123, 124, 205, 225, 255, 317, 318 y 322; con lechuga
el control presenté 30% y con las cepas llego a 78% con las cepas 124, 202, 206 y 255. Ademas
de mejorar el porcentaje de germinacion, las semillas tratas con las cepas formaron radicula en
menos tiempo, més larga y con abundante presencia de pelos radiculares, figura 2 B 'y C
germinacion de lenteja y rabano.

Se encontrd que de las 50 cepas, 33 cepas tienen un efecto antagénico contra al menos un hongo
fitopatégeno, 8 cepas tienen un efecto antagénico contra 2 hongos fitopatdégenos y 4 cepas
presentaron efecto contra 3 hongos, Figura 3 Ay B.

En la evaluacion del desarrollo de la planta, se probaron 19 cepas en el desarrollo de lenteja, se
encontré que 18 cepas mejoraron en la cantidad de biomasa, longitud de raiz y follaje comparado
con el control, Figura 4.

Figura 2. A placa con medio selectivo para bacterias con actividad de ACC desaminasa; B semillas
germinadas de lenteja con uso de las cepas aisladas y C semillas germinadas de rabano.
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Figura 3. A confrontacién de cepas y el hongo Bipolaris pasto y B confrontacion de las cepas y el
hongo Alternaria.

Figura 4. Aplicacion de las cepas a plantas de lenteja, se presentdé mayor desarrollo de biomasa de
raiz, tallos y foliar.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo nos indican que es requerido ampliar el conocimiento
de nuestras Areas Naturales Protegidas desde el punto de vista de diversidad microbiana, asi
como su potencial como estrategia biotecnolégica para recuperacién y preservacion de los sitios
denominados ANP y otros como mejora en la produccién vegetal de otras plantas de interés
agronomico y base de la alimentacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican la mejora en el desarrollo vegetal al utilizar cepas
nativas de suelos de Ares Naturales Protegidas.

Se demostro la capacidad de las cepas a mejorar el porcentaje de germinaciéon de las semillas,
ademés de influenciar la arquitectura de la raiz, no solamente en una raiz mas larga, también
mayor formacion de raices secundarias y pelos radiculares.
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RESUMEN

Se determiné el dosel en diferentes especies fruticolas y forestales, con fertilizaciébn organica y
mineral en un agroecosistema agrosilvopastoril. EI experimento se establecié en Veracruz, México,
en 2011, en bloques al azar en parcelas divididas. La parcela grande fue fertilizacion: organica y
mineral; y la chica la especie: chicozapote, aguacate, mango, tamarindo, cedro, naranja, mamey,
caoba y guanabana; con pasto. Se tomé altura, area de dosel, supervivencia, biomasa de pasto y
observaciones de fauna silvestre. Resultados hasta 2016, muestran nula diferencia (p<0.05) en las
interacciones Yy fertilizacion. En altura sobresalieron cedro, (4.8 m), caoba (3.6 m) y guanabana (3.6
m) (p<0.05) y en dosel, mango (7.0 m2), tamarindo (6.2 m2), cedro (5.5 m2) y guanabana (4.7 m2)
(p<0.05). Se estim6 una produccién de 6.5 t de pasto por ha por afio. Se tuvo 95% de
supervivencia.

INTRODUCCION

Los servicios ambientales son aquellos que obtenemos de nuestro entorno natural. En un esfuerzo
por fomentar la generacion de estos servicios y mientras se obtienen beneficios econémicos vy
sociales, diferentes paises han promovido los sistemas productivos que integran a mas de un area
del sector primario. Esto se ha logrado obtener con productores ganaderos de pequefia escala que
integran materiales lefiosos a sus sistemas productivos (Aguirre y Garret, 2008; Carranza y
Ledesma, 2009; Lapetina, 2008; Rovira y Velazco, 2007).

Un elemento clave para un optimo desarrollo de las especies vegetales es una nutricion adecuada.
Una cantidad correcta de nitrbgeno promueve el crecimiento vegetal, incrementa la relacion
biomasa/raices y es esencial en la formacion de frutos y granos (Molina, 2003). Dentro de las
fuentes de fertilizacién, la mineral es la mas comun, sin embargo, los abonos organicos pueden
satisfacer los requerimientos nutrimentales de los cultivos, manteniendo sus caracteristicas de
calidad (Rodriguez et al., 2009) y mejorando las caracteristicas de los suelos (Nieto et al., 2002).

El objetivo de este trabajo es evaluar la respuesta de crecimiento de los arboles fruticolas y
forestales, establecidos en un sistema agrosilvopastoril, a dos fuentes de nutricién.

PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo se localizé en el ejido Loma Iguana del municipio de La Antigua, Veracruz, México, a una
latitud norte de 19°14'51.91” y una longitud oeste de 96°19'03.90". En esta regién la temperatura
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media es de 24.62° C con maxima promedio de 30.41° C y minima de 19.4° C; con una humedad
relativa acumulada de 86.06% (PRONAC-SIAP, et al., 2012).

En octubre de 2011, se establecié un agroecosistema agrosilvopastoril en 1.5 ha, éste se integré
por arboles frutales, arboles maderables y pasto Estrella africana (Cynodon plectostachyus). El
experimento se establecio con un disefio de bloques al azar en parcelas divididas, donde la parcela
grande fue fuente de fertilizacion con dos niveles: lombricomposta y mineral; mientras que la
parcela chica fue especies de arboles con nueve niveles: chicozapote (Manilkara zapota L.),
aguacate (Persea americana L.), mango (Mangifera indica L.), tamarindo (Tamarindus indica L.),
cedro (Cedrela odorata L.), naranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck), mamey (Pouteria sapota (Jacq.)
H.E. Moore y Stearn), caoba (Swietenia macrophylla King) y guanabana (Annona muricata L.). Los
arboles se plantaron en dos densidades (37 arboles ha™) y (74 arboles ha™); mientras que el pasto
se establecid en toda la superficie disponible entre los arboles.

Se tomaron datos de altura y area de dosel en febrero de 2016 a todos los arboles. El porcentaje
de supervivencia se tom6 por cada especie. La determinacién de biomasa de pasto se realizé
tomando el pasto contenido en un metro cuadrado, mediante un muestreo sistematico. Ademas se
realizaron revisiones anuales, desde su establecimiento, en los que se observo la presencia de
fauna silvestre.

El andlisis estadistico se hizo con el PROC MIXED de SAS considerando el desbalance en el
numero de &rboles por cada especie en las diferentes fertilizaciones, los efectos de bloque y la
interaccion de blogues con fertilizacién son considerados como aleatorios, entonces el efecto de la
fertilizacion y el efecto de especies son considerados como efectos fijos. Las comparaciones de
promedios se calcularon con el ajuste para Tukey-Cramer (SAS 1999).

No se considero la variable densidad, debido a que la etapa de desarrollo que tienen los arboles no
es la adecuada para tener resultados.

RESULTADOS

Resultados hasta 2016, muestran nula diferencia (p<0.05) en las interacciones y fertilizacién. En
altura sobresalieron cedro, (4.8 m), caoba (3.6 m) y guanabana (3.6 m) (p<0.05) y en dosel, mango
(7.0 mz), tamarindo (6.2 mz), cedro (5.5 mz) y guandbana (4.7 mz) (p<0.05). Se estim6 una
produccion de 6.5 t de pasto por ha por afio. Se tuvo 95% de supervivencia.

Cuadro 1. Valores de F de las variables respuesta.

Variables Fuente de Especie (Sp) Interaccién CVv
fertilizacion (Ff) (F*Sp) (%)
Altura (cm) 0.47 NS 16.47 * 121 NS 31.98
Crecimiento (cm) 0.15 NS 17.14 * 1.35 NS 47.15
Area de dosel (cm?) 0.01 NS 11.37  * 173 NS 91.20

NS: diferencia estadistica no significativa (a=0.05); *: diferencia estadistica significativa; CV:
Coeficiente de variacion.

Cuadro 2. Comparacion de medias en base a la especie.

Especie Altura (m) Area de dosel (m?)
Cedro 4.85 a 5.50 a
Caoba 3.64 a 1.35 c
Guanabana 3.56 a 4.71
Tamarindo 3.50 b 6.17
Mango 3.11 b 7.05
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Naranja 2.17 c 1.75 b
Aguacate 2.00 c 1.61 b
Chicozapote 1.78 d 0.76 c
Mamey 1.65 d 0.61 d

Letras distintas en cada columna indican diferencia estadistica significativa (Tukey-Cramer,

a=0.05).

Cuadro 3. Supervivenciq de especies después de cingo afos de establecimiento.
Especie Arboles establecidos Arboles muertos Supervivencia (%)
Cedro 6 0 100.00
Naranja 12 0 100.00
Mamey 10 0 100.00
Caoba 6 0 100.00
Guanabana 6 0 100.00
Chicozapote 32 1 96.88
Tamarindo 12 1 91.67
Aguacate 6 1 83.33
Mango 12 2 83.33

Durante los afios monitoreados se encontraron en el dosel de los arboles, iguanas, mariposas,

abejas,

y nidos de colibris. También se observaron liebres entre el pastizal convirtiéndolo no solo

en fuente de alimento para el ganado si no como parte de un servicio de proteccion para pequefias
especies de animales.

CONCLUSIONES

Se concluye que el uso de lombricomposta es una buena opcién para incrementar el crecimiento
de los arboles frutales y maderables evaluados.
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RESUMEN

El achiote (Bixa orellana) es una especie botanica arborescente de las regiones intertropicales de
Ameérica, es cultivado en Colombia, México y Per(. El cultivo del achiote ha tenido importancia
desde épocas precolombinas debido a que se ha explotado con la finalidad de obtener una pasta
que ha sido utilizada en la elaboracion de condimentos, cosméticos, en rituales religiosos y
medicamentos. Durante los Ultimos afios los colorantes sintéticos se han relacionado con
problemas carcinogénicos, ademas producen alergias y otros mas dafan la piel; por estas razones
se espera que estos sean reemplazados por colorantes naturales. El achiote posee dos
colorantes naturales aislados a partir de las semillas el primero es conocido como annatto
gue es la denominacion dada al extracto crudo, mientras que la Bixina, principal constituyente
es la parte del colorante liposoluble y la Norbixina la parte hidrosoluble. Estos compuestos son
considerados inocuos para la salud. Por lo anterior actualmente este colorante es de gran interés a
nivel industrial, puede ser empleado en la industria alimentaria, de cosméticos y farmacéutica. Por
lo anterior los ejidatarios del Sureste del Estado de Veracruz buscan rescatar este cultivo que tiene
oportunidades promisorias y el objetivo de presente trabajo fue utilizar técnicas de cultivo in vitro,
para conseguir el saneamiento de lo explantes y a través de la micropropagacién obtener
vitroplantas de calidad. En este trabajo se emplearon plantas silvestres procedentes del sureste
veracruzano y semillas empacadas en bolsas herméticas marca BADIA ®. Se ensayaron diferentes
tratamientos de desinfeccion para el establecimiento in vitro de yemas axilares y apicales; como
medio de cultivo se empled la formulacion de Murashige y Skoog (1962). Los resultados mostraron
la necesidad de emplear combinacién de tratamientos para conseguir el establecimiento del cultivo
aséptico in vitro, el cual proporcioné un bajo indice de sobrevivencia atribuido a lo enérgico de los
tratamientos. La germinacion de las semillas ocurrié después de 30 dias de cultivo con porcentaje
de germinacién bajos debido a semillas senescentes. Se obtuvieron plantulas de 3.5 cm de altura,
con formacién de tres pares de hojas las cuales fue posible micropropagar ensayando tres
tratamientos empleando el mismo medio de cultivo adicionado con AlA, los mejores resultados se
obtuvieron con 1.0 mgmL'l.

INTRODUCCION

La planta de achiote es un arbusto de la familia de las bixaceas, originario de la parte norte de
América del sur, de donde ha sido llevado a diversos paises tropicales y subtropicales de los
hemisferios oriental y occidental. Los frutos son cépsulas globulares, de dos tapas cubiertas de
suaves espinas, que contienen cada una de ellas unas 40 semillas, que son el objeto principal de
su cultivo (Figura 1).

La céapsula estd compuesta de 2 I6bulos o segmentos (Morrison, 1991). El fruto contiene un
namero variable de semillas, entre 20 y 55, la semilla es muy pequefia de 3.5 a 5 mm de longitud y
esta situada dentro de una placenta, siendo sostenida por un pedudnculo. La semilla tiene forma
piramidal y esta unida a la placenta por la parte mas puntiaguda. En la parte mas gruesa tienen
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una mancha circular, color negro. La semilla a su vez tienen una hendidura o fisura en un solo
lado, que va desde la parte mas puntiaguda de la semilla hasta la mancha circular en la parte mas
gruesa (Hernandez, 1988).

Figura 1. Capsulas de achiote. a) Diferentes variedades y b) semillas 1

El cultivo del achiote (B. orellana) es de gran importancia en varios ramos, tanto en la econdmica,
ecologica, en la biodiversidad, cultural, alimentaciébn y medicina naturista, entre otras. Sin
mencionar que puede ser una alternativa eficiente para zonas desertificadas o con poca masa
vegetativa, ya que este cultivo generalmente provee gran cantidad de materia organica al suelo,
mejorando su fertilidad y creando hébitats para especies en variedad.

En México el cultivo del achiote se encuentra muy localizado, practicamente esta restringido a la

peninsula de Yucatan, sin embargo existen plantaciones en Quintana Roo, Tabasco y Yucatan.

MARCO TEORICO

Achiote (Bixa orellana)

La palabra achiote es una castellanizaciéon del nahuatl achiotl. La etimologia del nombre binomial
corresponde a Bixa por pertenecer a la familia botanica bixacea; Orellana, dedicado al explorador
espafiol Francisco de Orellana descubridor del rio amazonas (1490-1546). Annatto es un pigmento
de color rojo de las semillas de Bixa Orellana, fue utilizado por los indigenas de América del Sur y
por mas de 100 afios en Europa. Es un aditivo seguro para un gran niamero de alimentos por su
origen natural (arroz, queso, bebidas, aceite, mantequilla, sopas). El uso inicial del achiote entre
ciertas tribus nativas del sur de América fue para pintura y tatuaje del cuerpo, utilizado aun, para
protegerse asi de los insectos de la época, practicamente todas las etnias indigenas amazonicas y
centroamericanas estan familiarizadas con su uso; también se utilizo para colorear textiles y cuero
(Ledn, 1987).

El cultivo del achiote ha cobrado gran interés comercial por el mercado internacional,
presentdndose como una alternativa en la sustitucion de colorantes artificiales usados en
productos alimenticios. La exclusion de muchos colorantes artificiales ha incrementado su valor
comercial porque es un producto seguro, econémico Yy facil de usar y se considera el segundo
colorante natural mas importante mundialmente después del caramelo. Su importancia econdémica
justifica la realizacibn de estudios que permitan obtener materiales con caracteristicas
agronémicas importantes como una mayor produccién de pigmentos, colores uniformes y
capsulas indehiscentes, entre otros. La demanda mundial de la semilla de achiote esta
influenciada por muchos factores, siendo el precio y la calidad (contenido de Bixina) los mas
importantes (Maximino, 1992).

También se le atribuyen muchas propiedades en la medicina tradicional: efectivo contra la
disenteria, diarrea, amigdalitis, para dolores pectorales, como estimulante, diurético, afrodisiaco y
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laxante. Se ha demostrado que la raiz, la corteza de la raiz y extractos de las semillas ejercen una
accion hipotensora antiespasmadica y antisecretora de jugo gastrico en rata y otros animales de
laboratorio (Pérez, 2003). Contiene dos principios colorantes, uno de los cuales es la bixina-rojo-
anaranjado, una sustancia algo cristalina de color rojo oscuro. El otro, que también es un elemento
colorante, es la nor- bixina (orellina) — amarillo. La bixina y la norbixina al igual que todos los
compuestos quimicos coloreados, deben el tono rojo-amarillento a la presencia de croméforos los
cuales absorben luz de determinada longitud de onda dentro de la region del espectro visible, al
absorber uno de los colores de la luz blanca transmiten el color complementario al absorbido.
Contienen nueve cromoforos que absorben el color azul de la luz blanca, los cuales transmiten los
colores complementarios rojo y amarillo. En concentraciones altas absorben la luz una
combinacion de azul y verde, transmitiendo casi totalmente el color complementario rojo (Devia,
2002).

Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro de tejidos vegetales, es una técnica de reproduccion
en condiciones totalmente asépticas, en la que a partir de un pequefio segmento inicial de tejido es
posible regenerar en poco tiempo miles o millones de plantas genéticamente iguales a la planta
madre, esto se logra mediante la aplicacion a un tejido vegetal de estimulos fisicos y quimicos
controlados en un medio de cultivo. A diferencia de las técnicas tradicionales de cultivo, esta
técnica biolégica permite la propagacion de gran des volimenes de plantas en menor tiempo; asi
como el manejo de las mismas en espacios reducidos, (Roca y Mroginski, 1991).

Por otro lado, la técnica es de gran utilidad en la obtenciéon de plantas libres de patdgenos, la
produccion de plantas en peligro de extincién, estudios de ingenieria genética, etc.

El cultivo de tejidos involucra el crecimiento de células y tejidos in vitro en condiciones aséptica, la
relativa homogeneidad de los cultivos y la facilidad con que las condiciones pueden estandarizarse
(composicion del medio de cultivo, parametros nutricionales, niveles de reguladores de crecimiento,
adicién de inhibidores, etc.) ayuda a conseguir la reproducibilidad de los resultados. Las primeras
investigaciones en cultivo de tejidos las realizé6 White en 1934. Después de esos primeros trabajos,
las técnicas para el cultivo de tejidos y érganos se han utilizado de manera amplia en muchos
laboratorios para la micropropagacion masiva de plantas que tienen buenas caracteristicas
genéticas y agronémicas. Constituyendo en el presente una técnica estandar de investigaciéon y
propagacién (Cousuelo, 2010).

La eleccién de un explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento de los
cultivos; en primera instancia dicha eleccién esta determinada por el objetivo perseguido y la
especie vegetal utilizada. El tamafio del explante es otro aspecto que se debe tener en cuenta para
el establecimiento de los cultivos; cuando mas grande sea, mayores son las posibilidades de
obtener proliferacion callosa, aunque ello trae mayores probabilidades de contaminacion con
microorganismos. Se ha demostrado que la edad fisiologica del explante es un factor importante en
la formacién de érganos, entre mas joven, mas facil ser4 su adaptacién y respuesta al cultivo in
vitro. EI més usado para los procesos de propagacion in vitro son las yemas apicales y axilares de
las plantas (Mroginski, 1992).

Para que el cultivo de cualquier tejido vegetal prospere de la manera deseada, debe excluirse del
mismo a cualquier tipo de organismo contaminante. Esto resulta particularmente dificil debido a
que los medios para el cultivo de tejidos vegetales son muy ricos, y por lo general, con un alto
contenido de carbohidratos, lo que los hace ideales para el desarrollo de, practicamente cualquier
microorganismo saprofito (Torres, 1999).
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Las plantas tienen la capacidad de crecer continuamente, no todas sus células se dividen bajo
condiciones normales, por lo que el crecimiento de una planta se debe a la presencia de un tipo
especial de tejido que conserva siempre la capacidad de dividirse. A este tipo de tejido se le da el
nombre de meristemo o tejido meristematico y esta constituido por células pequefias, no
diferenciadas, con una alta relacién nucleo/citoplasma, vacuolas muy pequefias, paredes celulares
delgadas y plastidios no diferenciados (proplastidios). Los meristemos se localizan Unicamente en
ciertas zonas o puntas de crecimiento de la planta como los apices apicales, axilares, de la raiz,
zona de cambium y felégeno (Badillo, 2009).

Se le llama micropropagacion a la propagacién asexual de plantas utilizando las aplicaciones mas
utilizadas de entre todas las técnicas que componen la llamada biotecnologia vegetal, ello se debe

a su enorme productividad al compararse con las técnicas tradicionales de propagacién de plantas.

La micropropagaciéon de cualquier especie vegetal consta de cinco etapas basicas, cada una de
ellas fundamental para el éxito del sistema (Garciglia, 2009).

PARTE EXPERIMENTAL

Material biolégico

Se emplearon yemas axilares y meristemos obtenidos de plantas silvestres procedentes del ejido
de San Lorenzo Mexcalapa, perteneciente al Municipio de Moloacan, Ver. y semillas empacadas
en bolsas herméticas marca BADIA ® (Figura 2).

= | b
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Figura 2. Explantes empleados en cultivo in vitro de achiote
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Por tratarse de material vegetal silvestre, fue necesaria la aplicacion de diversos protocolos de
desinfeccién, hasta determinar la metodologia que permitiera el establecimiento de explantes
asépticos. En todos los casos se emplearon tijeras previamente lavadas y desinfectadas con
alcohol para cortar las puntas de las plantas de achiote, y colocarlas inmediatamente en un frasco
limpio con agua potable y jabén liquido, para eliminar los restos de material organico y de ésta
forma transportarlas al laboratorio.

Al llegar al laboratorio, se eliminé la solucion de jab6n y se enjuagd la planta tres veces con agua
destilada estéril. Este procedimiento se repiti6 durante todo los protocolos ensayados. Los
tratamientos ensayados para la desinfeccion consistieron en sumergir los explantes en: 1). Etanol
al 70% por 1 min y cloro comercial al 30% por 10 min; 2) Etanol al 70% por 1 min y cloro comercial
al 30% por 20 min éstos procedimiento se realizaron dentro de cdmara de flujo laminar (CFL).

Medios de cultivos
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Se utiliz6 la formulaciéon propuesta por Murashige y Skoog (1962), para establecer el cultivo
aséptico y en el protocolo de organogénesis en el cultivo de yemas axilares y apicales; asi como
en el cultivo de semillas. EI medio se complementé con 30 g de sacarosa, 2.5 g de phytagel y el pH
se ajustd a 5.7. Todos los medios utilizados durante protocolo experimental, se esterilizaron en
autoclave Marca FELISA, modelo FE399 por 15 minutos a 15 libras de presion. El area de cultivo
utilizada en los protocolos experimentales siguientes utilizé un fotoperiodo de 16 h/luz a a 18 °C,
con una intensidad luminosa de 40 000 lux.

Establecimiento del cultivo de yemas apicales y axilares

En CFL, en condiciones de absoluta esterilidad las plantas se seccionaron, desprendiendo las
hojas con sumo cuidado, para evitar el dafio mecénico. La extraccion de las yemas se realiz6
utilizando pinzas y bisturi estériles y un Microscopio estereoscopico marca IROSCOPE, modelo
SDZ-plit con un aumento de (4x).Una vez obtenido el explante se realizé la siembra depositandolo
sobre la parte central del medio inclinado de Murashige y Skoog (MS) contenido en tubos de
ensayo de 20x1.5 cm que contenian 7 mL de medio de cultivo. Los tubos se mantuvieron en las
condiciones de incubacién antes descritas. Se cultivaron un total de 50 muestras; el cultivo se
evallo cada tercer dia de establecido evaluando el tratamiento de desinfeccién y la capacidad con
regeneracion de plantulas.

Cultivo de las semillas

Se prepararon frascos de 50X100 mm con 15 mL de medio MS, se esterilizd en las condiciones
sefialadas. Considerando que las semillas se encontraban en un recipiente sellado al vacio no se
aplicé ningun tratamiento de desinfeccion. En CFL, utilizando pinzas estériles, las semillas se
colocaron sobre papel filtro estéril para facilitar su manipulaciéon y posterior siembra. En una
distribucion completamente al azar, se sembraron cuatro semillas equidistantes en cada frasco con
10 réplicas. Los recipientes fueron sellados cuidadosamente. Enseguida se transfirieron a la sala
de incubacion en las condiciones especificadas. Con el objetivo de determinar la capacidad de
germinacion, se realizaron observaciones por cada semana durante 30 dias de cultivo para evaluar
el nimero de semillas germinadas. Se realiz6 una variante, dejando por lo menos la mitad de los
frascos sembrados durante dos semanas en la oscuridad y posteriormente reintegrarlas al ciclo de
iluminacion.

Micropropagacion

Se utiliz6 el medio de MS adicionado con &cido indol acético (AIA) en las siguientes
concentraciones: 1) 0.3 mgmL, 2). 0.5 mgmL, 3) 1 mgmL y 4) un tratamiento testigo libre de
hormona de crecimiento.

Las vitroplantas fueron seccionadas en CFL en condiciones de esterilidad, en tres fracciones
conservando cada una un par de hojas. En cada frasco de cultivo en forma equidistante se
sembraron cuatro explantes, con diez repeticiones por tratamiento.

RESULTADOS

Establecimiento del cultivo de yemas apicales y axilares

Por los severos problemas de contaminacion y ante los resultados negativos obtenidos con los
tratamientos propuestos, se decidié realizar un tratamiento previo a a las plantas de achiote
utilizando una soluciéon de 0.500 mg de Agri-Gent Plus 800 PH®, (sulfato de gentamicina y
clorhidrato de oxitetraciclina) con 0.500 mg Prozycar® (carbendazim) en 500 mL de agua potable;
esta solucion se debe preparar al momento de realizar el saneamiento utilizando un atomizador
sobre la planta 24 h antes del corte de muestras. Posteriormente explantes se sumergieron en
solucién de Captan®50 PH durante 30 min, a continuacion por 1 min en etanol al 70% y finalmente
20 min en cloro comercial al 30%.

Una vez que se consigui6 establecer el cultivo libre de contaminacién se procedié a realizar las
réplicas para el establecimiento del cultivo de meristemos y yemas axilares. Si bien se evité la

contaminacion, el tratamiento de desinfeccion resulto ser muy agresivo y los resultados obtenidos
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en cuanto a sobrevivencia y desarrollo de los explantes fueron Unicamente de un 7 %. Se observo
el desarrollo de primordios foliares a 30 dias de establecido el cultivo.

Figura 3. Germinacion de la semilla. a) Ruptura de la testa, b) Salida de la radicula,

¢) crecimiento de la radicula.

Germinacién de semillas

Respecto a las semillas no presentaron problemas de contaminacion; la germinacion ocurrid
después de 30 dias para que se lograra la ruptura de la testa e iniciara a salir la radicula, el
desarrollo de la germinacidon es un proceso lento, relacionado con la naturaleza de la planta
(Figura 3). Los estadios de la semilla de B.orellana se inicia con la emergencia de la radicula a
través del pequefio canal que se localiza cerca del funiculo, posteriormente después de 30 dias se
observan dos cotiledones; posteriormente aparecen los primordios foliares que se presentan
opuestos.

En este experimento, el 50% de las semillas cultivas se mantuvieron en la oscuridad los primero
15 dias, para posteriormente reintegrarse al fotoperiodo propuesto y el 50% restante se mantuvo
al fotoperiodo indicado. Los resultados obtenidos después de 30 dias de cultivo no mostraron una
diferencia significativa entre las dos propuestas. Se obtuvo Gnicamente un 30% de germinacion, lo
que permite suponer que las semillas empleadas se encuentran en estado senescente.
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Micropropagacion

En la figura 4, se expresan los resultados obtenidos durante el procedimiento de
micropropagacion, es notable la diferencia en la respuesta obtenida con la adicién de AlA en los
tratamientos ensayados comparado con el testigo. El tratamiento donde se utiliz6 1 mgmL'l, es el
gue muestra mejores resultados al lograr a 30 dias un promedio de crecimiento de las vitroplantas
de 1.46 cm.
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Figura 4. Evaluacion del desarrollo de las vitroplantas de achiote micropropagadas.

CONCLUSIONES

La necesidad de la aplicacién de tratamientos de desinfeccién tan enérgicos indicaron el alto grado
de dafo que presentaba el cultivo de la planta de achiote (B. orellana).

Mediante la combinacién del pre tratamiento de saneamiento y el tratamiento de desinfeccién se
logré el establecimiento del cultivo aséptico. Fue posible el establecimiento in vitro de yemas de
achiote, no obstante los bajos porcentajes de sobrevivencia atribuidos a lo enérgico del tratamiento
de desinfeccion.

La germinacion de las semillas de achiote, mostré6 que el material utilizado era parcialmente
senescente, fue necesario un periodo de 30 dias para lograr la apertura de la testa y que surgiera
la radicula. De las semillas germinadas se obtuvo plantulas de 3.5 cm de altura, con formacién de
tres pares de hojas las cuales fue posible micropropagar.

La adicion de 1 mgmL'l de AlA al medio de cultivo permitié la micropropagacion de las vitroplantas
de achiote con un indice de crecimiento de 1.46 cm durante 30 dias.
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RESUMEN

En los animales destinados a consumo humano, algunos estimulos estresantes son, la
manipulacién antes y durante el transporte, restricciones de agua o alimento, cambios de
temperatura, etc. El estrés genera una serie de alteraciones fisiolégicas que el animal tratard de
equilibrar dando como resultado, pérdida de peso, bajo rendimiento de la canal, disfuncion
inmunoldgica y caracteristicas no deseables como carne PSE y DFD (Mota et. al 2005). El
requerimiento de cualquier método de insensibilizacion es que debe ser instantaneo y persistir
hasta que el animal pierda sus funciones vitales. Con el objetivo de evaluar el estrés causado por
el aturdimiento o insensibilizacién (NOM-033-ZO0-1995) se midi6é el desequilibrio &cido-base,
metabolismo energético y gasometria sanguinea, en 12 conejos (6 machos y 6 hembras) utilizando
un analizador de pardmetros criticos (GEM premier 3000 I. L Diagnostics Italia). Los pardmetros
medidos fueron: lactato, glucosa, pH, hematocrito, bicarbonato, exceso de base, Ca®*, K*, Na',
PCO,, PO,. Se realizaron 2 muestreos sanguineos, uno basal 72 horas previas al sacrificio y el
segundo durante la insensibilizacién. Los niveles basales de temperatura corporal, pH sanguineo,
lactato, glucosa, Ca**, K*, Na" y Bicarbonato fueron similares entre machos y hembras, ademas de
estar dentro de los rangos de referencia. Sin embargo en el momento del insensibilizado las
hembras presentaron valores elevados en la temperatura corporal, lactato, glucosa, hematocrito, lo
cual puede ser atribuido a estrés durante la perdida de las funciones vitales, sin embargo los
machos presentaron niveles bajos de estos parametros. El estrés causado durante el sacrificio
genero alteraciones fisiologicas, las cuales hacen necesaria la blusqueda de métodos de
insensibilizacién més adecuados.

INTRODUCCION

La investigacion cientifica ha demostrado que los animales de sangre caliente, sienten dolor y
miedo, en particular los mamiferos, incluyendo los destinados a la produccién de alimentos tienen
una estructura cerebral que les permite sentir temor y dolor, los cuales son causas de estrés el cual
afecta la calidad de la carne. El dolor generalmente es la consecuencia de una lesion o del
maltrato, que a su vez influye en la calidad de la carne de los animales afectados (Grandin, 2001).
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La exposicién a un estimulo estresante puede durar pocos segundos hasta dias o semanas y los
efectos del estrés sobre el sistema endocrino son dependientes del tiempo de exposicion. En los
animales de produccion algunos estimulos estresantes son: manejo antes y durante el transporte,
restriccién de agua y alimento, temperaturas extremas, ruidos, olores etc. El estrés crénico genera
una serie de alteraciones fisiolégicas que el animal tratard de equilibrar dando como resultado la
pérdida de peso, bajo rendimiento de la canal, disfunciéon inmunolégica y ciertas caracteristicas de
la canal como carne palida, suave y exudativa (PSE) y carne oscura, firme y seca (DFD). (Mota et.
al 2005). Algunos electrolitos que se ven alterados durante el estrés crénico son: (HCO3-), (pCO,),
lactato, Na', K*, Ca’, CI' un desequilibrio ocasionaria una acidosis que modificaria el pH
sanguineo.

El objetivo de la insensibilizacion o noqueo, es que el animal pierda en forma inmediata la
conciencia, y que persista para asi evitar cualquier sufrimiento innecesario, ademas para lograr
una inmovilizacion correcta del animal y asi facilitar el corte de los vasos sanguineos para producir
un sangrado adecuado (Alarcon et al., 2006).

Los métodos de noqueo eléctrico, usados a escala industrial en porcinos y ovinos, son efectivos e
inducen instantaneamente la insensibilidad. Swatland (1984), llegaron a la conclusion que el
aturdimiento eléctrico es indoloro ya que los animales no anticipan dolor tras recibir un estimulo
visual que han aprendido a asociar con el aturdimiento.

El sistema nervioso central de un animal vivo mantiene un equilibrio entre los sistema nervioso
excitador e inhibidor, los métodos de aturdimientos algunas veces producen e la carne
hemorragias que pueden ser pequefias y obscuras (petequiales o puntiformes) o difusas
(equimosis). Ambas alteraciones pueden ser causadas por la ruptura de capilares con elevada
presion sanguinea o por una contraccién muscular muy violenta que puede ser causada por una
corriente de alta frecuencia un corto lapso entre aturdimiento y desangrado (Swatland, 1984).

Por ello el objetivo del estudio fue evaluar el estrés causado por el aturdimiento o insensibilizacion
sobre parametros gasométricos en conejos.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 12 conejos con un peso vivo promedio de 1.5 kg distribuidos aleatoriamente en dos
tratamientos (seis machos y seis hembras, por tratamiento), todos los animales fueron alojados en
jaulas individuales y recibieron un alimento comercial para conejos (PC, 15.50%, Grasa 2%, Fibra
15%, Humedad, 12%, Cenizas 9%, ELN, 46.50%, Calcio 1%, Fdsforo 0.55%), y agua ad libitum
durante 5 semanas. Los conejos fueron sacrificados por la técnica de desnucamiento de acuerdo
a la NOM-033-Z00-1995. Se midi6 el desequilibrio acido-base, metabolismo energético y
gasometria sanguinea, utilizando un analizador de parametros criticos (GEM premier 3000 I. L
Diagnostics Italia). Los parametros medidos fueron: lactato, glucosa, pH, hematocrito, bicarbonato,
exceso de base, Ca*", K*, Na*, PCO,, PO,. Se realizaron 2 muestreos sanguineos, uno basal 72
horas previas al sacrificio y el segundo durante la insensibilizacién. Se colectaron 150 ml de
sangre en tubos capilares especializados que contenian heparina de litio que impide la
contaminacion de los gases del ambiente con los de la muestra. Una vez colectada la muestra se
homogenizo y se introdujo en el analizador GEM PREMIER 3000.
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RESULTADOS

Los niveles basales de temperatura para machos y hembras se mantuvieron en dentro de los
parametros de referencia. Sin embargo la temperatura registrada al momento del deguelle (cuadro
1) en hembras tuvo un valor méas alto (42° C) en comparacion a la temperatura de referencia, esto
debido a un posible estrés en el momento del sacrificio, ya que durante el estrés, la liberacion de
catecolaminas provoca un incremento agudo de la frecuencia cardiaca y de la presion sanguinea,
lo cual incrementa la temperatura del animal (Ramos, 2005).

Cuadro 1. Gasometria sanguinea en conejos

Paradmetro Referencia Basal Machos Post-Sacrificio Basal Machos Post-Sacrificio
Hembras
Hembras

Temperatura °C 385-40.0 39.00+0.20 40.05+0.27 39.10+£ 0.9 42.00 £ 0.95
pH sanguineo 7.38-7.55 7.50+£0.01 7.33+£0.01 7.45 £ 0.02 7.17 £ 0.06
Glucosa (mg/dL) 125-145 124.00+5.30 120.50+5.52 125.50+1.99 127.00+5.20
Lactato 27.00+£4.20 79.50+1290 30.00+4.80 103.00+14.53
Htc % 425-40.8 39.00+1.91 36.50+1.70 42.00+0.34 41.00 + 2.80
pCO, (mmHg) 31.50+1.01 43.00+227 3200+150 44.00+8.01
pO, (mmHg) 67.00+3.15 30.00+1.40 59.50+162 22.00+3.80
Na" 138.00 £+ 0.50 143.00+1.32 137.50+0.79 144.00%1.56
K 5.45+0.39 7.55 %+ 0.59 550+ 0.28 7.20+£1.20
ca™ 1.57 + 0.54 1.69 + 0.04 1.50 £ 0.01 1.69 £ 0.05
HCO, 2345+125 2325+1.08 23.20+0.68 19.90+1.30
THbc (g/dL) 116 -148 12.10+0.58 11.35+0.56 13.00 £ 0.10 12.70 £ 0.86

Htc: hematocrito; pCO,: presion parcial de bioxido de carbono; pO,: presion parcial de oxigeno
Na': Sodio; K*: Potasio; Ca™": Calcio; HCO3: Bicarbonato; THbc: Hemoglobina Total.

El pH para machos, presenté valores dentro del rango de referencia. En el caso de las hembras,
mostraron un ligero descenso del pH, posiblemente a causa de un incremento de lactato durante el
sacrificio. La disminucién del pH es determinada por las condiciones fisioloégicas de los musculos
por el tiempo de imposicidn y esto puede ser relacionado con la produccién de lactato, para ser
mas especificos, la capacidad del musculo para producir energia en forma de ATP a partir de la
glicdlisis aerobica (Hulot y Ouhayoun, 1999), esto varia por el tipo y el tiempo que se somete al
animal en periodo de estrés antes del sacrificio (Gallo 2003).
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La glucosa para machos y hembras no tuvo cambios como otras constantes fisiologicas.

El lactato fue la variable que presenté un incremento mas notorio en comparacién a todas las
constantes fisioldgicas y este incremento fue mas evidente en el caso de las hembras, esto debido
a que la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) aumenta en el torrente sanguineo cuando existe un
dafio celular, aunque también aumenta sin que se produzca una rotura de fibras musculares,
cuando el animal estd sometido a un fuerte estrés (Parker et. al, 2003).

El hematocrito presento porcentajes a similares a los de referencia, esto se debe a que los
animales no se encontraban deshidratados, el hematocrito, la concentracién total de proteinas,
albuminas y el cociente entre las albuminas y globulinas son utilizadas como medidas de
deshidratacion, cuando no hay pérdida o ganancia de células se puede medir el volumen de
plasma. Sin embargo, la mayoria de las especies presentan un reservorio de glébulos rojos en el
bazo, que son rapidamente liberados al torrente sanguineo en respuesta a una situacion
estresante (Mota et al., 2005; Parker et. al, 2003).

La pCO, que trata el aire inspirado y la sangre venosa mezclada muestran que los conejos
presentaron una ligera acidosis respiratoria al momento del sacrificio, esto porque, algunos
electrolitos se ven alterados durante el estrés cronico como son: (HCO3), (pCO,), Lactato, Na*, K,
Ca'", CI estos causan un desequilibrio que ocasionaria una acidosis que modificaria el pH
sanguineo (Parker et. al. 2003).

CONCLUSIONES

Aun es necesario valorar ampliamente los indicadores fisiologicos de estrés durante el sacrificio, ya
gue durante nuestra investigacion fueron evidentes diversas alteraciones fisiolégicas, las cuales
sugieren que se requiere de métodos de insensibilizacién mas adecuados.
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RESUMEN

Los hongos basidiomicetos producen enzimas extracelulares responsables de la degradacion de la
lignina presente en la pared celular vegetal. Una de dichas enzimas es la lacasa, que tiene amplias
aplicaciones bhiotecnolégicas debido a su capacidad para procesar gran variedad de sustratos
fendlicos. En el presente trabajo se evalud la actividad de lacasa extracelular de cepas silvestres
de las especies de hongos basidiomicetos Trametes versicolor (CMU-TAO1) y Ganoderma curtisii
(CMU-02/13). Las cepas se incubaron durante siete dias a 28 °C en agua desionizada con rastrojo
de maiz al 12.5% p/v (RB) y en caldo de papa dextrosa basal (PDB). La actividad de lacasa
extracelular se determind espectrofotométricamente en los filtrados del medio de cultivo,
empleando ABTS como sustrato. La maxima actividad de lacasa de T. versicolor en medio PDB fue
de 167.12 (+ 23.9) U mI™ en el tercer dia de incubacién y RB fue de 3589.81 (+ 457.31) U ml™ al
quinto dia. G. curtisii inoculado en medio PDB presentd baja actividad de lacasa (0.23 U ml™+ 0.3),
sin diferencias significativas entre dias de incubacién (P>0.05) y en medio RB mostré una actividad
maxima de 313.42 (+54.43) Uml™ al quinto dia de incubacién. En conclusion, las cepas estudiadas
muestran diferencias cualitativas y cuantitativas en la actividad de lacasa extracelular, siendo el
rastrojo de maiz un sustrato apropiado para su induccién en ambos casos.

INTRODUCCION

En México, el mayor volumen de residuos de cosecha se obtiene de los cereales. Actualmente hay
una produccion de granos de 36.7 toneladas al afio, entre los que el maiz figura como uno de los
cultivos mas importantes del pais con 23.2 millones de toneladas al afio, lo que corresponde a la
misma cantidad obtenida y disponible del residuo de esta cosecha, el cual puede ser utilizado
como rastrojo en la alimentacién de rumiantes (SIAP, 2014; Wortmann et al., 2012). Actualmente
se ha evaluado el uso de los componentes de la biomasa lignocelulésica (celulosa, hemicelulosa y
lignina) que forman parte de la pared celular vegetal (Sun et al., 2011), de los cuales se pueden
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obtener bioproductos o biocombustibles como el etanol o butanol, contribuyendo asi a reducir la
contaminacién ambiental (Zang et al., 2006).

La lignina constituye la estructura mas recalcitrante para su degradacion dentro del
complejo lignocelulésico. La degradacion de dicho polimero es esencial para dejar expuestos a los
polimeros de celulosa y hemicelulosa con la finalidad de utilizarlos en la generacién de
biocombustibles y otras aplicaciones como la alimentacién ruminal. Entre las estrategias que
permiten la degradacién de la lignina, se ha contemplado el uso de microorganismos,
particularmente los hongos basidiomicetos de pudricibn blanca que son capaces de producir
enzimas extracelulares como la lacasa, lignin peroxidasa y manganeso peroxidasa, las cuales,
ademas de ser las enzimas ligninoliticas principales, pueden degradar uan gran cantidad de
compuestos organicos (Geng et al., 2014).

Las lacasas son enzimas multicobre oxidasas que catalizan la oxidacion de sustratos
arométicos y no aromaticos, incluyendo aminas, ésteres, éteres, entre otros, usando oxigeno como
aceptor de electrones. Esta enzima tiene amplias aplicaciones biotecnolégicas y en procesos
industriales, entre las que se incluyen la elaboracion de alimentos, cosméticos, papel y textiles, asi
como la bioremedacion suelos y el tratamiento de aguas residuales. Todas estas aplicaciones
derivan de la baja especificidad por sustrato y la amplia gama de potenciales redox (Fan et al.,
2014; Wu et al., 2014).

Entre los hongos basidiomicetos de pudricién blanca que son capaces de producir lacasas
extracelulares se encuentran las especies de los géneros Trametes y Ganoderma. En estos
géneros y otros grupos taxondémicos se ha observado que la expresion del sistema enzimatico
ligninolitico depende de factores como la estructura de la lignina que utilizan como sustrato, las
condiciones de cultivo, la relacién de las concentraciones carbono/nitrégeno, el tiempo de cultivo y
la composicion del medio, entre otros. Dada la gran variabilidad existente en la capacidad
ligninolitica de las diferentes especies de hongos y aun entre cepas de la misma especie, resulta
de suma importancia la busqueda de nuevas especies y cepas de microorganismos capaces de
ser empleados en procesos de delignificacién (Santos y Linardi, 2004). En particular, cuando se
trata de delignificar biomasa vegetal con fines de alimentacién animal, la eleccién del tipo de
sustrato (esquilmo de trigo, arroz, palma, etc.) y de la especie/cepa de hongo depende en gran
medida de la regién geografica de interés, lo cual limita la disponibilidad de sustrato y define a la
especie/cepa flngica mas adecuada (van Kuijk et al., 2014).

Por lo anterior, en el presente trabajo se pretende cuantificar la actividad de lacasa
extracelular de cepas de basidiomicetos silvestres de las especies Trametes versicolor y
Ganoderma curtisii, en un sistema de fermentacion en medio liquido empleando rastrojo de maiz
como inductor y comparando su actividad cuando son cultivadas en medio basal de dextrosa y

papa.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biolégico. Se emplearon dos cepas de hongos silvestres de las especies de
basidiomicetes Ganoderma curtisii (cepa CMU-02/13) y Trametes versicolor (cepa CMU-TAO0L), las
cuales se encuentran depositadas en el Cepario Michoacano Universitario (CMU) del Laboratorio
de Conservacién y Biotecnologia Microbiana del Centro Multidisciplinario de Estudios en
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Biotecnologia (CMEB) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UMSNH,
(Tarimbaro, Michoacan, México).

El sustrato que se utilizé como inductor de la actividad enzimatica fue el rastrojo de maiz
(Zea mays), de una variedad no identificada, obtenido de Patzcuaro, Michoacan ubicado a
19° 30' 59" N, 101° 36' 35" W a una altitud de 2140 msnm.

Medios de cultivo. Como medio de cultivo sélido para el mantenimiento de las cepas y la
generacion de indculos se utilizé agar papa dextrosa (medio PDA, Difco, USA). El medio de cultivo
liquido basal utilizado fue el caldo de papa dextrosa (medio PDB, Difco, USA). En el medio
empleado para la fermentacion en liquido se utilizé rastrojo de maiz con un tamafio de particula de
< 1mm al 12.5% (p/v) en agua destilada y suplementado con dextrosa al 0.5% (medio RB).

Obtencidn de indculos. Se incubaron indculos cilindricos de 6 mm de didmetro con micelio activo
en el centro de placas de Petri de 10 cm de diametro con medio PDA, a 28°C durante 4 dias para
T. versicolor y 9 dias para G. curtisii, tiempo en el que se tomaron indculos cilindricos de 6 mm de
diametro del borde de la colonia, los cuales se utilizaron en los ensayos de actividad enzimética en
los medios PDB y RB.

Determinacion de las actividades enziméticas. La actividad de lacasa se determiné de acuerdo
a Nagai et al., (2002) midiendo la formacién del radical catiénico de 2,20-azino-bis-3-
ethilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS*™) utilizando 100 pL del medio extracelular a un pH de 4.0
para y un tiempo de incubacién de 20 min a 30°C (¢40= 36.0 mM™cm™). La actividad enzimatica se
determiné espectrofotométricamente en un equipo Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) a 420 nm utilizando un valor de € de 36 Mtem™ para el ABTS

Disefio experimental y analisis estadistico. Fue un disefio factorial por triplicado, utilizando el
paquete estadistico JMP 6.0.0 (© SAS Institute Inc., 2005). Se realizd un andlisis con estadistica
descriptiva para conocer su media y la desviacion estandar entre dias de incubacién. Se
compararon los tratamientos con y sin rastrojo de cada hongo entre dias mediante un analisis
varianza (ANOVA) de una via y posteriormente se sometieron a una comparacion de medias con t
de Student’s

RESULTADOS

Al incubarse en medio PDB, T. versicolor presentd una actividad maxima de lacasa de 167.12 (+
23.9) U ml™ en el tercer dia de incubacién (figura 1a), mientras que G. curtisii no mostro niveles
significativos de actividad, siendo la maxima medida de 0.23 (+ 0.3) U ml™*, sin diferencias
significativas (P>0.05) durante todo el periodo de incubacion (figura 1b). De manera contrastante,
T. versicolor presentd una actividad maxima de lacasa de 3 589.81 (+ 457.31) U mI™ en medio RB
al quinto dfa (figura 1a), y G. curtisii una actividad maxima de 313.42 (+ 54.43) U mI™* al quinto dia
de incubacion (figura 1b). Asi, se observa una induccion de la actividad enzimatica de lacasa en
medio con rastrojo de 1 362. 7 y 21.5 veces mas en G. curtisii y T. versicolor respectivamente, en
comparacién con el medio PDB.

Se ha documentado que en la especie Trametes hirsuta la lacasa juega un rol principal en
la delignificacion de rastrojo de maiz, teniendo el pico de actividad al dia 7 en ensayos de
fermentacion en sustrato solido (Sun et al., 2011). También se ha observado que cuando T.
versicolor crece en presencia de rastrojo de cebada en cultivo liquido, presenta una actividad
maxima de lacasa de 60 U I* al dia 35 de incubacién (Moldes et al., 2004); asi, la actividad
detectada de rastrojo de maiz en el presente trabajo es significativamente mas alta, en un tiempo
de incubacion mas reducido. La baja actividad de lacasa en medio PDB puede indicar represion
catabdlica, o inhibicion por algin componente del medio; en ese sentido, se ha documentado que
la fuente de C tiene una influencia importante sobre la actividad de lacasa extracelular en T.
versicolor y que dicho efecto depende de la cepa (Mikiashvili et al., 2005). Por lo anterior, el efecto
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de la fuente de C sobre la actividad de lacasa extracelular debe de ser evaluado de manera més
detallada en la cepa aqui estudiada.

Para el caso de G. curtisii, en el presente trabajo se demuestra por primera vez la
produccion de lacasa extracelular, ya que no existen estudios previos de medicion de dicha
actividad enzimatica en ninguna condicién de cultivo para ésta especie. En la especie G. lucidum,
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Figura 1. Actividad enzimatica de lacasa en Trametes versicolor (a) y Ganoderma curtisi (b) en medio PDB y
RB.

ha sido ampliamente estudiada la produccion de enzimas ligninoliticas, documentandose la
produccion de dos isoenzimas de lacasa cuando se cultiva en presencia de rastrojo de trigo, con
una actividad maxima de 181.4 (+4) U I'* (Stajic et al., 2010). También en este caso la actividad
medida en este trabajo para G. curtisii es significativamente mayor a la de G. lucidum en
condiciones de incubacion de limitaciéon de nutrientes. Por otra parte, se ha documentado que una
cepa no identificada del género Ganoderma, disminuye significativamente el contenido de lignina
del rastrojo de trigo, incrementando su valor nutricional y favoreciendo su digestién en cabras
(Shrivastava et al., 2012). Asi, es posible que dada la alta actividad de lacasa, G. curtisii puede
tener el mismo efecto sobre rastrojo de maiz, algo que tiene que ser evaluado con mas detalle a
futuro.

CONCLUSIONES

Las cepas estudiadas muestran diferencias cualitativas y cuantitativas en la actividad de lacasa
extracelular, siendo el rastrojo de maiz un sustrato apropiado para la induccién de esta enzima en
ambos casos.
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RESUMEN

La actual crisis energética mundial ha generado el interés siempre creciente de buscar
alternativas al uso de combustibles fosiles, presentandose los materiales lignoceluldsicos y
particularmente la madera, como un recurso prometedor para la produccién sustentable de
energia. Para ello se determiné el potencial forestal bioenergética con el fin de promover un
aprovechamiento integral de recursos forestales. Se seleccionaron dos localidades: la primera
localidad correspondié a plantaciones experimentales, establecidas con especies nativas del
matorral de 30 afios de edad, y la segunda abarc6 areas con una vegetacién nativa que colinda
con la primera. En ambas localidades se cuantificd la cobertura vegetal, la produccion de biomasa,
y el potencial bioenergético mediante la composicién quimica (lignina y elementos inorganicos),
de acuerdo a estandares internacionales. Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente con
el programa SPSS y se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey. El volumen de
madera aprovechable fue mayor en las plantaciones experimentales que en la vegetacion nativa,

siendo H. parvifolia (0.8287 m3/ha/aﬁo) y E. ebano (0.2740 m3/ha/aﬁo) las especies de mayor
produccion en comparacion con H. pallens (0.1468 m3/ha/aﬁo), A. wrightii (0.1225 m3/ha/aﬁo) y
A. berlandieri (0.1200 m3/ha/aﬁo). El matorral nativo presentd un potencial de 2.45 m3/ha. El
poder calorifico oscilé entre 17.56 y 18.61 MJ kg'1 en troncos, 17.15y 18.45 MJ kg'1 en ramas,

17.35 y 19.36 MJ kg'1 en hojas. La lignina presentd correlacion moderadamente fuerte (r=0.66)
con el poder calorifico.

INTRODUCCION

México ocupa el décimo-primer lugar mundial en superficie forestal (Cruz-Contreras, 2012), con
70% del territorio nacional y el 26° lugar en produccion forestal (SEMARNAT, 2012). Se estima en
126.6 millones de hectareas su superficie forestal, de los cuales 25.8 mill. has de Bosque, 8.8 mill.
has de Bosque con vegetacién secundaria, 13.1 mill. has de Selvas, 21.2 mill. has de Selvas con
vegetacion secundaria y 57.6 mill. has de vegetacion de zonas aridas (SEMARNAT, 2010,
Rzedowski, 1991; INEGI, 1997; Gonzalez, 2012). De estas comunidades, el matorral es el recurso
mas abundante e histéricamente el mas utilizado (Garcia-Hernandez y Jurado, 2008), cubriendo

una extensién de 125,000 km2 de la Planicie Costera del Golfo en el noreste de México y al
extremo sur de Texas, EE.UU. (Ruiz, 2005). Estos tipos de vegetacidon ha sido proveedor de
importantes productos vegetales (Rojas, 2013), que son utilizados para una gran diversidad de fines
tales como la produccién de forraje, lefia, estanteria, uso maderable, materiales para construccion,
alimento humano y medicina tradicional; asi como la extraccion selectiva de especies
(Foroughbakhch y Heiseke, 1990). Esta productividad tiene relacion directa con la biomasa, que
segun Ledesma et al. (2010), es una variable fundamental de la estructura arbérea. Su estimacion
es un importante parametro para la aplicacion de modelos basados en el crecimiento de los arboles
(West, 1987; Korol et al., 1991) y es necesario para estudios de produccion de la vegetacion, ciclo
de nutrientes, hidrologia, habitat de fauna silvestre y comportamiento del fuego.
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Por otra parte, se calcula que en la produccion forestal maderable de un arbol, solo se aprovecha
el 20%, y que el 40% es dejado en campo en las ramas, puntas y raices, el restante 40% se
desperdicia en la manufactura del proceso de aserrio, en forma de astillas, corteza y aserrin
(Enciso, 2007). Estos residuos son una fuente potencial de materia prima para la generacién de
energia, ya sea bajo esquemas de manejo silvicola o subproductos de la industria de
transformacién (PNUMA, 2010). Por lo tanto, se considera que el manejo correcto de los bosques,
de las plantaciones forestales y la utilizacién de los materiales provenientes de la industria
maderera es una alternativa para producir materia prima que desarrolle biocombustibles
(Goche-Télles et al., 2015). En base a lo anterior, se planteé el siguiente objetivo de analizar y
determinar el potencial forestal, forrajero y bioenergético de cinco especies maderables del matorral
espinoso tamaulipeco que permitan evidenciar las ventajas ambientales y econémicas derivadas
del aprovechamiento como fuente de energia renovable en el noreste de México.

TEORIA

En el noreste de México, una amplia extension del area se encuentra ocupada por matorrales que
es una asociacion de 60 a 80 especies vegetales, reconocidas por su altura baja, distribuidos en los
estados de Coahuila, Nuevo Leén y Tamaulipas. Existe una gran cantidad de matorrales con
diversa composicion y estructura. EI matorral espinoso tamaulipeco es la comunidad dominante en
la Planicie Costera del Golfo, y esta presente en la porcion Norte de México, en los estados de
Coahuila, Nuevo Leén y Tamaulipas, asi como en el Sur de Texas. De acuerdo a Miieller (1947), el
matorral espinoso tamaulipeco es un sistema ecologico de gran diversidad floristica, con especies
espinosas de porte alto. Segun Heiseke (1984), este ecosistema constituye una fuente forrajera
donde el pastoreo se ha practicado en forma extensiva desde hace 350 afios.

Foroughbakhch y Heiseke (1990) mencionan que desde el punto de vista de la productividad y
bajo los esquemas de aprovechamientos actuales, el matorral presenta un rendimiento muy bajo,
lo cual constituye la causa principal de su degradacién y destruccién en favor de terrenos
agricolas y praderas artificiales. Ellos realizaron un estudio acerca de la aplicacion de métodos y
técnicas de manejo silvicola del matorral con el fin de aumentar la produccién forestal y pecuaria,
manejando técnicas como el raleo, el enriqguecimiento y regeneracion controlada en una zona de
matorral tamaulipeco.

Reid et al. (1990) estudiaron la variacion estructural y floristica presente en el matorral espinoso
tamaulipeco en el Noreste de México, llegando a la conclusion de que las variaciones regionales en
clima, sustrato y topografia son las responsables de las principales diferencias en la vegetacion,
ademas encontraron evidencia de cambio en la vegetacion a causa del sobrepastoreo, y no siendo
asi para el corte selectivo de especies maderables o combustibles.

Rodriguez (1994) realiz6 un estudio sobre la Fito diversidad de dos comunidades (perturbada y no
perturbada) de matorral espinoso tamaulipeco en el municipio de Linares, N. L., reportando que la
comunidad no perturbada (matorral alto) presenta caracteristicas relativamente pristinas, con
mayor diversidad, mayor dominancia a nivel especifico y mayor complejidad estructural que la
comunidad perturbada (matorral bajo), el cual se encuentra en un estadio sucesional anterior y con
menor complejidad estructural.

Yerena-Yamallel et al., (2011) indican la necesidad de realizar estudios de especies del
Matorral Espinoso Tamaulipeco, para sentar las bases metodologicas para la mediciéon e
inventarizacion de variables como el contenido de carbono en estas especies, con el fin de proveer
de alternativas futuras de generacion de recursos econdmicos para los pobladores del Noreste de
México.

La productividad forestal en la base de materia prima para las industrias de la construccion,
embalajes, objetos varios (Ortufio, 1999). Siempre ha sido uno de los principales recursos naturales
para el hombre y gracias a los progresos tecnoldgicos, sirve para muchisimos mas usos. La
industria quimica utiliza extensamente la madera como tal, a causa de sus propiedades fisicas y
mecanicas, para obtener muchos productos de gran valor (Campos Cisneros, 2007). A diferencia de

la mayor parte de las materias primas, la madera es un recurso renovable, si se administra bien;
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pero mal administrado, puede convertirse en un desastre ecolégico. De este modo, se propuso la
biomasa forestal como fuente de energia. Biomasa puede ser: virutas o aserrin de madera,
producto de la limpieza de bosques o incluso de su explotacién racional. Para usar la madera en la
industria quimica del modo mas eficaz, es preciso conocer las diferentes sustancias que la
constituyen.

PARTE EXPERIMENTAL
Ubicacién, climay suelo
La zona de estudio se ubica dentro del Campus Universitario de la UANL, aproximadamente a 8
km al sur de la ciudad de Linares, N.L. (Fig. 1). Dicha zona se localiza dentro de las coordenadas

geograficas 24° 47' de Latitud Norte y 99° 32' de Longitud Oeste, Esta area abarca 1,000 has, y
estéa cerca de la Sierra Madre Oriental (Foroughbakhch, 1992).
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Fig. 1. Localizacion del area de estudio.  Fig. 2. Delimitacién de las parcelas de muestreo
El clima de la region es del tipo templado semicdlido subhimedo con lluvias en verano del tipo
(A)C(Wo0), de acuerdo a la clasificacion de Kdppen (1931) y con la adaptacion a las condiciones de
la Republica Mexicana (Garcia, 1987). La precipitacion anual es muy variable, fluctda entre 400 y
850 mm, concentrandose en dos periodos de lluvia estivales. La temperatura media anual es de
22°C, y las temperaturas maximas que alcanzan en verano sobre todo en julio y agosto son de
28-29°C con valores absolutos de 40-45°C; el periodo mas frio se presenta en los meses de
diciembre, enero y febrero con temperatura media de 14-15°C y minimas extremas de -7°C
(Woerner, 1991). Los suelos proceden de lutitas del Cretacico Superior y de grava (con
caliche) del Pleistoceno con cementacion fuerte, clasificAndose del tipo vertisol de origen aluvio-
coluvial, profundos y de color oscuro en la parte mas plana y del tipo rendzina de origen lutita
calichosa, de profundidad mediana en los lomerios.

Descripcién de los tratamientos, métodos de muestreo y andlisis estadistico

El criterio de seleccién de 5 especies maderables consistio en elegir las especies lefiosas
caracteristicas del matorral, considerando su caracteristica y productividad (Cabral y Trevifio,
1989), seguln datos registrados de los individuos de una plantacion de especies nativas en el
Campus Universitario y del vivero, UANL (Foroughbakhch et al., 1987).

El ensayo se realiz6 en dos areas: 1) En plantaciones experimentales, donde la muestra estuvo
compuesta por 15 parcelas de 10 x 10 m, a razon de tres parcelas por especie nativa y
aproximadamente 25 arboles de cada especie por parcela, con una separacién de 3 m entre ellos.
2) En el &rea de vegetacion nativa, se realiz6 primero un inventario mediante transectos, a lo largo
de los cuales se delimitaron al azar, areas de muestreo de 10 x 10 m (Fig. 2) para el estrato
arboreo-arbustivo.

Estimacion de la produccion forestal
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El potencial forestal se evalué al determinar el volumen de cada especie por hectarea, teniendo en
cuenta la altura total, el diametro basal, diametro a altura de pecho de todos los individuos, se
incluyeron también los rebrotes de acuerdo con Archibald y Bond, (2003); Bohlman y O’Brien,
(2006).

El volumen de madera de cada arbol se determiné en funcién de los didmetros y la altura total,
aplicando la féormula de Smalian (Moctezuma, 2007) con un factor de coeficiente mérfico de
0.6.

V= [(D1/2)% x ) + (D2/2)% x )] /2) x L

Donde V equivale al volumen (m3/ha), D1 y D2 a los diametros (cm) de cada seccion y L al largo
(m) de la seccion (altura).

Una vez obtenido el volumen por arbol se realizé el proceso matematico para estimar el volumen
de madera correspondiente a cada especie.

Analisis estadistico

El paquete estadistico utilizado para el analisis de los datos sobre la productividad del matorral fue
SPSS version 21, los estadisticos practicados incluyeron un andlisis de varianza para verificar
diferencias significativas entre las variables de crecimiento (diametros, altura y volumen) y la
biomasa (biomasa foliar, hojarasca, herbaceas), con intervalo de 95 % de confianza. La aplicacion
de la prueba de Tukey se utiliz6 para determinar grupos de homogeneidad entre las especies y
entre sitios para las variables mencionadas, a un nivel de confianza de 95% (p=0.05) de acuerdo a
Zar (2010).

RESULTADOS
Produccion forestall

La evaluacion del potencial forestal se realiz6 mediante la determinacion de los valores
dasométricos, como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Valores dasométricos (+ desviacion estandar) de cinco especies maderables del matorral
espinoso tamaulipeco en el noreste de México.

H. parvifolia PE 7.56+0.38 4.94+0.13 4.53+0.34 3.05+0.28 0.396+0.03
MN 2.96+0.44 4.88+0.15 4.69+0.39 3.51+0.32 0.068+0.04
E. ébano PE 3.28+0.36 4.70+0.12 7.73+0.32 5.79+0.26  0.118+0.03
MN 2.69+0.83 5.74+0.28 12.84+0.74 9.68+0.61 0.377+0.07
A. berlandieri PE 7.78+0.36 3.29+0.12 3.18+£0.32 2.21+0.26  0.052+0.03
MN 5.52+0.65 3.49+0.22 2.35+0.58 1.74+0.48  0.029+0.01
H. pallens PE 3.49+0.35 4.72+0.12 5.21+0.31 3.84+0.26  0.059+0.03
MN 3.26+0.45 3.65+0.15 3.55+0.41 2.50+0.33  0.022+0.04
A. wrightii PE 2.02+0.39 3.57+0.13 7.48+0.35 4.25+0.29 0.061+0.04
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MN 1.36+0.89 4.32+0.30 10.23+0.80 7.84+0.66  0.211+0.08

Db=Diametro basal, DAP=Diametro a altura de pecho, V=Volumen, PE=Plantacion
experimental, MN=Matorral nativo.

El volumen de madera en pie no presenté diferencias estadisticas significativas (P>0.05) entre
sitios; sin embargo, hubo diferencias altamente significativas (P<0.01) entre especies (tabla 12).
El mayor volumen se registré con H. parvifolia (0.396 m3/ha/aﬁo) en el area plantada y E. ebano
(0.377 m3/ha/aﬁo) en el matorral nativo, mientras que la produccion menor, la registraron las

especies H. pallens y A. berlandieri con 0.022 y 0.029 m3/ha/aﬁo respectivamente, en la
vegetacion nativa (Tabla 2).El volumen de madera fue mayor en el sitio nativo en comparacion
con el volumen encontrado en la plantacién para las especies E. ebano y A. wrightii con 0.377

contra 0.118 m3/ha/afio y 0.211 contra 0.061 m3/ha/aﬁo respectivamente.

Fuente de Suma de Media

variacion cuadrados al cuadratica F Sig.
Interseccién 5.752 1 5.752 80.414 0.000
Sitio .001 1 .001 .019 0.890
Especie 3.089 4 T72 10.795 0.000
Sitio * Especie 3.451 4 .863 12.063 0.000

En cuanto a la cobertura, los individuos de las especies E. ebano y A. wrightii presentaron los
valores mas elevados de cobertura en la vegetacién nativa. El area ocupada por sus copas fue

de 19.68 y 17.6 m2/individuo, respectivamente. Los individuos de las especies H. pallens,
H. parvifolia y A. berlandieri cubrieron mayor area en plantaciones (8.53, 6.78 y 6.72

m2/individu0 respectivamente) en comparacion con la vegetacion nativa (6.96, 5.62 y 2.73
mZ/individuo respectivamente). La menor cobertura (2.73 m2/individu0), la presentd A.
berlandieri, en el Matorral nativo.

Biomasa foliar

Se observaron diferencias altamente significativas (P<0.01) entre especies y por estaciones
(Tabla 3). La produccion promedio anual fue mayor en E. ebano con 2686.80 kg ha'l, y menor
en A. wrightii, con 431.21 Kg ha'L (Fig. 3).

Tabla 3. Analisis de varianza para biomasa foliar

Fuente Suma de Gl Cuadrados F P
"Especies 4.99701E7 4 1.24925E7 6.39 0.0003
Estacion 5.51028E7 3 1.83676E7 9.40 0.0000
Residuo 1.01584E8 52 1.95354E6

Total corregido 2.06657E8 59
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La biomasa foliar alcanza el maximo de su productividad en verano, con un valor muy alto (9029.32

kg ha'l) en E. ebano, mientras que el valor menor (103.08 kg ha'l) se registrd con A. wrightii, en
invierno

CONCLUSIONES

La estimacion de cobertura de arbustos y arboles del MET se empleé para evaluar su capacidad
productiva de forraje con base a las herbaceas desarrolladas bajo dichas especies, completado
por la caracterizacion y descripcion de esta vegetacion de herbaceas. Esta capacidad contribuye
a asegurar una dieta nutritiva para el ganado, segun la influencia protectora de los arbustos del
MET, al desarrollo de herbaceas. Se observé que no hay necesariamente una influencia del porte
de los arbustos sobre el desarrollo del estrato herbaceo. Sin embargo, las principales especies del
MET ofrecieron distintas disponibilidades de biomasa herbacea. En esta dinamica, Havardia
pallens y Acacia wrightii se presentaron como las especies con las mejores potencialidades, al
favorecer notablemente el desarrollo de Lantana sp. y Stipa lessingiana (zacate) que disponen de
buenos atributos forrajeros. La gestion de esta oferta debe orientarse hacia el control de los
arbustos, evitando que se cierren en exceso, para limitar de esta manera, el incremento del riesgo
de incendios, la pérdida de recursos pastables y la diversidad herbacea. Esta orientacion permite
determinar tendencias a largo plazo para los productores. En este sentido, se recomendaria
aumentar el espacio entre los individuos de Helietta parvifolia al momento de plantarlas, dado que
son especies muy cerradas. lgual con Ebenopsis ebano que requiere de mucho espacio para crecer
en buenas condiciones.

La caida de hojarasca en plantaciones de H. parvifolia, E. ebano, A. berlandieri, H. pallens y A.
wrightii, es en promedio cuatro veces menor que la biomasa foliar, con variacién significativa en
funcién de estaciones. Tal balance establece una relacion funcional entre la produccion y la
pérdida de hojas, que permite valorar la capacidad que tienen dichas especies para aportar
materias organicas y nutrientes al suelo para el crecimiento y desarrollo de la vegetacion, bajo
condiciones edaficas muy desfavorables.
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RESUMEN

Para la Industria de Alimentos la recuperacion de productos como los quesos procesados,
constituye una buena alternativa de aprovechamiento de quesos que han sido dafiados,
contaminados o no han sido consumidos. Una ventaja tecnoldgica en la elaboracién de éstos
quesos es la de incorporar hidrocoloides que modifiquen y mejoren las propiedades reoldgicas. El
algarrobo es un polisacarido compuesto de manosa y galactosa, la goma esta en el endospermo
de las semillas del arbol Ceratonia silicua. En este estudio se incorpora la goma de algarrobo a
quesos procesados para la modificacion de las propiedades viscoelasticas. El objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de la concentracion de algarrobo en quesos procesados y su
caracterizacion viscoelastica. Se realizaron estudios oscilatorios utilizando una geometria placa-
placa para calcular los parametros dinamicos G’ y G” y curvas de Creep. Para la caracterizacion
reolégica dinamica se utilizé un reémetro de bajo esfuerzo Paar Physica, modelo LS100. La zona
de viscoelasticidad lineal (ZVL) de los quesos procesados se encuentra entre 0.0113 y 0.0183
mNm. En todos los quesos G'>G”. El queso procesado control se comporta como un fluido
viscoelastico, no presentd recuperacion, mientras que los quesos con goma de algarrobo al 0.25%,
0.5% y 0.75%, presentaron una recuperacion que disminuye 56.9%, 55.7% y 51.5%
comportdndose como sélidos viscoelasticos. EI comportamiento de los quesos se ajusté al modelo
de Kelvin-Voigt. A mayor concentracion de algarrobo, disminuye la componente elastica del queso
1.89 x 10" Pa a 1.51 X 10° Pa, debido a su comportamiento de geles fuertes.

INTRODUCCION

El queso es el producto fresco o madurado obtenido por coagulacién y utilizacién de leche, nata,
leche desnatada (total o parcialmente), suero de mantequilla o de mezclas de ellos (Moran, 1992;
Fox, 1993; Madrid, 1999, Norma General del CODEX, 2003). Existe una gran variedad. Son varios
los criterios utilizados para su clasificacion (Madrid, 1999): segun la leche con la que hayan sido
elaborados, de acuerdo al método de coagulacion de la leche, por el contenido de humedad, segun
el contenido de grasas, por su textura, de acuerdo al método de maduracion, segun el tipo de
microorganismos utilizados en su elaboracidn, por el pais o region de origen. El contenido en agua
de los quesos es uno de los criterios mas importantes para su clasificacion. La maduraciéon también
influye. Los quesos frescos tienen alto contenido acuoso, mientras que los sometidos a varios
meses de almacenamiento pierden humedad. Una clasificacién de quesos segln su porcentaje de
humedad en el momento de su comercializacion es la siguiente: frescos (60-80%), blandos (55-
57%), semiduros (42-55%) y duros (20-40%).

47



AVANCES DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Actualmente, los quesos procesados constituyen una buena alternativa para recuperar quesos con
defectos, no aptos para el consumo directo, rotos o dafiados y aprovecharlos para procesarlos y
transformarlos en quesos untables, donde tendrian mayores ventajas para el productor y el
consumidor (Moran, 1992; Betancourt, 1997). Los quesos procesados son aquellos que se
obtienen después de calentar o fundir una mezcla de quesos de diversos origenes adicionados con
agua, enzimas o leche y sales fundentes que contribuyen a regular su pH y a emulsificar la materia
grasa (Ricardez, 1999; Ledesma, 2003). Los quesos procesados, ademas de las ventajas de
aumentar el tiempo de conservacion y facilitar su almacenamiento, transporte y venta, mediante la
mezcla de quesos de diferentes edades, permiten obtener un producto de caracteristicas
especificas (Norma General CODEX, 1978). El procesamiento se basa principalmente en
transformar el gel insoluble de p-caseina del queso natural, a una condicion homogénea y continua
mediante la ayuda de sales emulsificantes. La denominacién queso procesado tipo untable puede
ser adoptada para designar cualquier queso que por su consistencia puede ser extendida a
temperatura ambiente. Los quesos procesado son de dos tipos, para cortar (bloque) o extender
(untable). El primero es de textura compacta y cuerpo firme; el untable es de cuerpo débil, blando y
tiene caracteristicas de untabilidad. En estos quesos se tiene un pH final de 5.7 — 6.0, humedad de
58 — 60% y materia grasa de 45 — 60% en sdlidos totales (Norma General CODEX, 2003).

El algarrobo es un polisacarido neutro compuesto de manosa y galactosa en una relacion 4:1. La
goma se encuentra presente en el endospermo de las semillas de Ceratonia silicua el cual es tipico
de los paises mediterrdneos. Su estructura quimica es de un galactomanano formada por una
cadena de moléculas de D-manosas con enlaces (1, 4) a la cual se le unen varias D-galactosa a
través de enlaces (1-6) cada 4 o 5 manosas (Muller, 1973; Duran, 1992). Es soluble en agua,
viscosidad de 2500 — 3000 cP al 1%, peso molecular de 300,000 a 360,000 Da. No forma geles,
excepto si se combina con goma Xxantana, estable a pH de 3.5 a 11, aplicaciones como
estabilizante de emulsiones e inhibidor de sinéresis en productos enlatados, salsas, postres,
bebidas, queso crema, helados y embutidos.

La Reologia estudia la deformacién y flujo de la materia; contribuye al conocimiento de su
estructura, en la industria se efectlia con frecuencia medidas reolégicas sobre las materias primas
y los productos en elaboracion, que son de utilidad para el control de procesos. La reologia es una
valiosa ayuda al disefio de las maquinas; es preciso que tolvas, tuberias y bombas se adecuen a
las caracteristicas de los productos con los que van a ser utilizadas. Las caracteristicas reoldgicas
determinan considerablemente la aceptacion o rechazo de un producto (Muller, 1973; Vélez-Ruiz y
Barbosa-Canovas, 1997).

Un material viscoelastico puede mostrar un comportamiento lineal y no lineal. El primero presenta
propiedades que dependen del tiempo y no de la magnitud del esfuerzo aplicado al material. Los
materiales viscoelaticos no lineales presentan propiedades mecanicas que dependen del tiempo y
la magnitud del esfuerzo aplicado, estos tienen complejidad tedrica y matemética, por lo cual la
mayor parte de los trabajos experimentales se han realizado en la region lineal (Muller, 1973; Ferry,
1980; Barraza, 2002). ElI comportamiento elastico, denominado Hookeano, es aquel en el cual
existe proporcionalidad entre el esfuerzo aplicado y la deformacion obtenida, ademas la respuesta
es instantanea. El modelo viscoeldstico mas simple se representa por un resorte y pistdn; estos
componentes se acoplan en serie o0 en paralelo (modelos de Maxwell y Kelvin-Voigt), éstos pueden
acoplarse (modelo de Burgers), (Muller, 1973; Steffe, 1996). Los materiales viscoelasticos son
esencialmente sdlidos elasticos en los que la deformaciéon no se produce instantdneamente al
aplicar el esfuerzo ni se recupera instantaneamente al suprimirlo (esfuerzo-tiempo y deformacion-
tiempo). A continuacion se presenta el modelo matematico de Kelvin—Voigt.
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77 i=n V
J(t)=J0+?+ZJi(1—eT') 1)
i=1

En donde: Jo = compliancia instantanea. n = viscosidad de equilibrio. J; = compliancia retardada. T;
= Tiempo de relajacién. n = nimero de unidades de Kelvin- Voigt. t = tiempo de retardo. La
compliancia J(t) es calculada para el esfuerzo y(t). Los estudios reolégicos incluyen Creep y
deformacion, relajacion de esfuerzos y dindmicas oscilatorias (Muller, 1973; Ferry, 1980,). Con este
tipo de estudios se determinan varias propiedades del material como el médulo de rigidez o
almacenamiento (G’, que representa la parte elastica del material) y el médulo de pérdida (G”, que
representa el caracter viscoso), también la viscosidad compleja (n*) y el &ngulo de desfasamiento
(8) que es una funcion entre las moléculas del sistema y los enlaces presentes (Ferry, 1980; Steffe,
1996). En la zona de viscoelasticidad lineal las propiedades reoldgicas son independientes del
esfuerzo o deformacién aplicados; esta determinacion es usada para diferenciar geles débiles y
fuertes. El barrido de frecuencia muestra como el comportamiento viscoso y elastico del material
cambia con la velocidad de aplicacion del esfuerzo o deformacion (Steffe, 1996).

En las curvas de Creep la deformacion esta sujeta a un esfuerzo constante, en un material elastico
ideal puede ser constante debido a la falta de flujo y el material puede regresar a su forma original
al retirar el esfuerzo. Un material viscoso ideal puede mostrar flujo continuo, produciendo una
respuesta lineal al esfuerzo por la incapacidad para recuperar cualquier deformacion impuesta. Los
materiales viscoelasticos pueden representar una respuesta no lineal a la deformacién debido a su
capacidad para recuperar cierta estructura por la energia almacenada, muestran una menor
deformacion permanente que la deformacion total aplicada a la muestra (Muller, 1973).

La incorporacién de diferentes concentraciones de goma de algarrobo a quesos untables permitira
modificar las propiedades de deformacion evaluadas a través de estudios de oscilacién de
pequefia amplitud. En el presente estudio, el principal objetivo es determinar como afecta a las
propiedades reoldgicas de un queso untable la incorporacion de un hidrocoloide, en este caso, la
goma de algarrobo. La caracteristica mas importante de las gomas, es la modificaciébn que
introducen en las propiedades reol6gicas de los alimentos a los que se afiaden.

PARTE EXPERIMENTAL

Se establece la formulacion del queso a elaborar, los ingredientes se mezclan y se muelen en una
licuadora o molino para carne. Esta mezcla se coloca en una vaso de precipitados sumergido en
bafio de Maria y se calienta hasta 72 °C, con agitacion la cual debe mantenerse entre 50 y 70 rpm.
Se eleva la temperatura hasta 78 °C y se mantiene por 5 min para pasteurizar. El queso se vacia
en un recipiente, se enfria a temperatura ambiente y se conserva en refrigeracién a 4 °C. La
proporcién de sales fundentes empleada fue fasbel al 2.6% y disobel 0.3%. Para incorporar la
goma de algarrobo, se pesa la cantidad necesaria de agua y de goma para preparar la dispersion.
Se calienta el agua hasta 80 °C y se adiciona lentamente la goma de algarrobo mientras se agita.
Se mantiene la agitacidn hasta homogeneizar totalmente. Las determinaciones oscilatorias
dinamicas se realizaron 24 hr después de elaborado el queso. Todas las muestras se refrigeraron
a 4 °C y antes de ser analizadas fueron atemperadas a 25 °C.

Determinacién de la viscoelasticidad

Las determinaciones reoldgicas se llevaron a cabo en un reémetro LS100 (Paar Physica,
Alemania) se realizaron a 25 °C. Se eligié la geometria que proporciona mejores caracteristicas de
respuesta (sensibilidad y reproducibilidad) y se ajustan las condiciones de desempefio (apertura,
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esfuerzo y deformacién impuesta a la muestra). Se realiza un barrido de amplitud a una frecuencia
constante de 1 Hz para localizar la zona de viscoelasticidad lineal. Posteriormente se coloca otra
muestra para realizar un barrido de frecuencia para determinar la dependencia de la componente
elastica y viscosa a diferentes frecuencias. En cada determinacion el software calcula parametros
como el moédulo complejo (G*), mddulo de almacenamiento (G’), médulo de pérdida (G"),
viscosidad compleja (n*), viscosidad dinamica (n’), angulo de desfasamiento (8), frecuencia (w),
temperatura (t) e integrar las gréficas.

Estudios estéaticos de Creep y recuperacion

La determinacion del comportamiento Creep y recuperacion con el reémetro LS100 se realizaron
con la geometria y la apertura “gap” seleccionados, corresponden con los utilizados en los estudios
dinamicos oscilatorios. Con una espatula de cobre se coloca la cantidad de queso necesaria entre
las dos placas para realizar las mediciones, retirando el exceso con la misma espatula. Se fijan las
condiciones de trabajo como torque inicial y final, tiempo en someter la muestra a un esfuerzo
constante y el tiempo de recuperacién; primero se realiza un barrido de esfuerzos para localizar la
zona de viscoelasticidad lineal (la respuesta Creep/recuperacion es independiente del esfuerzo
aplicado). Las curvas de Creep son analizadas con el software ve 2.06, calculando la viscosidad
cero (ny), tiempo de retardo (Aet), compliancia instantanea (Jo) y la compliancia retardada (J,).

RESULTADOS Y DISCUSION

La formulacion del queso untable que se estudio, se obtuvo de la Norma General para el "Queso
fundido" y "Queso fundido para untar o extender" CODEX STAN A-8(a) -1978 En la Tabla 1, se
presentan algunas formulaciones establecidas por dicha norma. De ésta se eligié la formulacion D,
debido a que tiene caracteristicas sensoriales semejantes al queso untable comercial. Cabe
mencionar que anteriormente se realizaron estudios previos.

Tabla 1. Contenidos de materia grasa y humedad para queso procesados tipo untable.

Formulacién Humedad Grasa Sélidos no
(%) (%) grasos (%)

A 47.0 34.0 19.0

B 50.0 25.0 25.0

C 54.0 18.5 27.5

D 60.0 10.0 30.0

E 64.0 3.6 325

Incorporaciéon de goma de algarrobo
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Los niveles de incorporacion de goma de algarrobo al queso untable obedecieron a varios criterios
como la factibilidad de incorporarlo, los limites permitidos por la norma y las diferencias observadas
en el queso, de ahi que las concentraciones seleccionadas para la obtenciéon de queso untable
fueron 0.0% (control), 0.25%, 0.5% y 0.75%.

En la Tabla 2 se presenta un resumen de los parametros reolégicos obtenidos para el queso
untable con diferentes concentraciones de goma de algarrobo, asi como para el queso untable
comercial. En dicha tabla se observa que la zona de viscoelasticidad lineal de los quesos con
goma de algarrobo al 0.25%, 0.5% y 0.75%, se encuentra a esfuerzos de cizalla mayores conforme
aumenta la concentracién de goma. No ocurre asi para el queso untable control, donde la ZVL se
encuentra a un torque mayor en aproximadamente 100 veces. Sin embargo durante el barrido de
amplitud y frecuencia se obtiene que este queso se comporta como un sélido viscoelastico,
mientras que en el estudio de Creep-recuperacion, se observa el comportamiento de un liquido
viscoelastico, al no presentar recuperacion, lo cual es caracteristico de estos materiales. El queso
untable presenta una ZVL entre un torque de 0.0113 y 0.0183 mNm que coincide con los limites
para los quesos elaborados con 0.5% y 0.75% de goma, lo cual indica que se comporta como un
sélidos viscoelasticos.

Se observa que los mddulos dinamicos presentan una ligera dependencia con la frecuencia, G’ es
mayor a G” en el intervalo de frecuencia analizado; para los geles fuertes, los médulos son poco
dependientes de la frecuencia y G’>G”". De acuerdo a éstas caracteristicas, puede sugerirse el
comportamiento de un gel débil. La dependencia de G’ y G” con la frecuencia se determina a partir
de la relacion G’ o ©" 0 G” o ©", donde m es la pendiente obtenida por una regresion potencial.
Cuanto mas se acerque el valor de m a cero, mas estructurado es el sistema, es decir, su
comportamiento tiende a ser como el de un gel fuerte. En las determinaciones para los quesos
untables con goma, los valores de m disminuyen conforme aumenta la concentracion de ésta en el
queso, por lo que se puede establecer que la goma proporciona una mayor rigidez a su estructura.
El queso untable control presenta los mayores valores de m que son de 0.8767 y 0.5655 para G’ y
G” respectivamente, por lo que presentan la estructura mas débil de las muestras analizadas. Con
respecto a los valores de la tan & para los quesos con goma de algarrobo, disminuyen
progresivamente conforme se aumenta la frecuencia, lo que significa un predominio de la
componente elastica a mayores frecuencias para estos quesos, mientras que para el queso control
se presenta un incremento de tan 3, posiblemente debido al predominio de la componente viscosa.

Tabla 2. Zona de viscoelasticidad lineal, parametros dinamicos de quesos untables y queso
comercial, asi como dependencia de los médulos G’ y G” con respecto a la frecuencia.

BARRIDO DE AMPLITUD

Tipo de queso

Fractura
ZVL (mNm) G’ (Pa) G” (Pa) tan 8
(Pa)
Comercial 0.0113-0.01830  1.65x 10" 3.83x 10° 698 0.232
Control 0.88600 — 1.4400  3.58 x 10° 2.10 x 10° 2420 0.593
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Queso con 0.25% 0.00100 - 0.0030  4.54x10°  2.01x 10° 1350 0.444
Queso con 0.5% 0.00696 —0.0113  9.62x10°  3.48x 10° 2780 0.364
Queso con 0.75% 0.0183-0.04840 9.28 x10°  3.20x 10° 2246 0.348
BARRIDO DE FRECUENCIA
Tipo de queso Amplitud de
G’ (Pa) G” (Pa) Tan &
torque (MNm)

Comercial 0.01252 1.89 x 10* 4.22 x 10° 0.233
Control 0.95800 8.97 x 10° 3.57 x 10° 0.451
Queso con 0.25% 0.00145 5.65 x 10° 2.12 x 10° 0.424
Queso con 0.5% 0.00842 9.62 x 10° 3.48 x 10° 0.364
Queso con 0.75% 0.03386 1.51 x 10° 4.80 x 10° 0.326

Tipo de queso

Pendiente de los mdédulos G’y G” con la

frecuencia
Queso comercial G a o G a o "%®
Queso control 0.0% de algarrobo G o o G’ a 0’
Queso con 0.25% de algarrobo Ga o® G o
Queso con 0.5% de algarrobo G a o™ G a o
Queso con 0.75% de algarrobo G o o> G" o 0%

En la Figura la se presenta la curva de Creep-recuperacion para el queso untable conteniendo
0.75% de goma algarrobo. Unicamente se presenta esta grafica debido a que el comportamiento
gue presentan los quesos con goma y el queso comercial corresponde a sélidos viscoelasticos,
similares al queso untable con 0.75% de goma, excepto el queso untable control que no presenta
recuperacion (Figura 1b). Los porcentajes de recuperacion para cada muestra a diferentes
esfuerzos de cizalla dentro de la ZVL. Se observa que la mayor de recuperacion en el queso
comercial (70.96%) se presenta en el limite superior de la ZVL y en el queso untable con 0.75% de

52



AVANCES DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

goma, esta recuperacion es de 51.5% para el mismo torque, el cual es el limite inferior de la ZVL
para esta muestra (Tabla 3). En el estudio de Creep y recuperacién se obtiene los parametros
reolégicos del modelo de Kelvin-Voigt para los quesos con goma de algarrobo y comercial, los
cuales se muestran en la Tabla 4. En dicha tabla se observa que los valores de compliancia
instantanea (Jo) son menores a los de la compliancia retardada (J;) para los quesos control y al
0.25%, mientras que en los otros quesos no se observa una tendencia definida. Sin embargo, se
puede observar el comportamiento tipico de un material viscoelastico en las muestras analizadas,
debido a que al aplicar el esfuerzo o deformacion, ésta no se produce ni se recupera
instantdneamente al suprimir la fuerza, ademas es necesario cierto tiempo para alcanzar este
valor, conocido como tiempo de retardo. Dicho tiempo en este caso oscila entre los 21.6 y 29.6 s
en las muestras estudiadas.

0.0010 6

a)

0.0183 mNm
0.0253 mNm
0.0350 mNm 54
0.0484 mNm

0.8860 mNm
1.0417 mNm

1.2248 mNm b)
1.4400 mNm

0.0008

44080
44080

0.0006

Compilancia (1/Pa)
Compliancia (1/Pa)

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 600

Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 1. Comportamiento de Creep/recuperacion para queso untable al 0.75% de goma de
algarrobo (a) y para queso untable control (b).

Tabla 3. Porcentajes de recuperacion para queso comercial y quesos untables elaborados con
goma de algarrobo a diferentes torques dentro de la ZVL.

gueso con 0.25% queso con 0.5% queso con 0.75%
Comercial

de algarrobo de algarrobo de algarrobo

Torque Recuperacion Torque Recuperacion Torque Recuperaciéon Torque Recuperacion

(mNm) (%) (mNm) (%) (mNm) (%) (mNm) (%)

0.0113 39.93 0.0010 56.88 0.0070 55.7 0.0186 51.50
0.0133 0.00 0.0014 4.35 0.0082 61.5 0.0253 21.94
0.0156 63.15 0.0021 0.00 0.0096 71.4 0.035 8.62
0.0183 70.96 0.0030 0.00 0.0113 62.3 0.0484 4.83
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En el estudio de Creep y recuperacion se obtiene los parametros reoldgicos del modelo de Kelvin-
Voigt para los quesos con goma de algarrobo y comercial, los cuales se muestran en la Tabla 4; se
observa que los valores de compliancia instantanea (J,) son menores a los de la compliancia
retardada (J,) para los quesos control y al 0.25%, mientras que en los otros quesos no se observa
una tendencia definida. Sin embargo, se puede observar el comportamiento tipico de un material
viscoelastico en las muestras analizadas, debido a que al aplicar el esfuerzo o deformacion, ésta
no se produce ni se recupera instantdneamente al suprimir la fuerza, ademas es necesario cierto
tiempo para alcanzar este valor, conocido como tiempo de retardo. Dicho tiempo en este caso
oscila entre los 21.6 y 29.6 s en las muestras analizadas.

Tabla 4. Parametros dindmicos del modelo de Kelvin-Voigt

Queso  Torque (MNm)  Viscosidad (Pa.s) Jo (Pa™h) J; (Pa™h A (s)
Control 1.1481 15719 0.0286 2.1718 26.4650
0.25% 1.55 x10° 452450 7.3630 x10*  1.1490 x10°  29.5150
0.50% 9.03 x10° 1541600 1.4106 x10* 5.6550 x10°  21.5725
0.75% 31.80x10° 1727800 1.6973x10*  1.0863 x10*  25.0125
Comercial 14.60x10° 917100 1.6730 x10*  1.0000 x10° 22.8575

CONCLUSIONES

El queso fresco elaborado en el laboratorio tiene caracteristicas similares a los quesos
comerciales, por lo que la metodologia empleada es adecuada. La zona de viscoelasticidad lineal
(ZVL) de un queso untable comercial se encuentra a un esfuerzo de cizalla entre 0.0113 -0.0183
mNm. El queso untable control se comporta como un fluido viscoelastico, debido a que no presentd
recuperaciéon en estudios de Creep, mientras que los quesos con goma de algarrobo al 0.25%,
0.5% y 0.75%, presentan una recuperacion que aumenta conforme lo hace la concentracion de
goma de alagarrobo para el esfuerzo de cizalla maximo en la ZVL. Las muestras estudiadas se
comportan como un sistema viscoelastico por lo que se ajustan al modelo de Kelvin-Voigt. A mayor
concentraciéon de goma de algarrobo, aumenta la componente elastica del queso, debido a que
proporciona una estructura semejante a la de geles fuertes, por lo que el queso se comporta como
un solido viscoelastico. Los estudios reoldgicos pueden ser Utiles para establecer estandares de
calidad en la elaboracion y analisis de los alimentos.
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RESUMEN

Los productos finales de la fermentacion en el rumen incluyen acidos grasos volatiles, proteina
microbiana, diéxido de carbono (CO,) y metano (CH,), este Ultimo, constituye una pérdida de
energia que afecta la productividad animal. La técnica de produccion de gas permite estimar
facilmente la cinética de fermentacién ruminal de diferentes sustratos y analizar los efectos
asociativos de diversos alimentos. Por ello el objetivo fue medir la produccion total de gas in vitro
de la materia seca en mezclas para ovinos. La investigacion se realizé en el laboratorio del CENID
FyMA-INIFAP, Ajuchitlan, Querétaro. Se obtuvo liquido ruminal de cuatro ovinos fistulados, y
utilizando la técnica de produccion de gas (Theodorou et al., 1994) se evalué el potencial de
fermentacion de 4 raciones con diferentes proporciones de maiz, soya, canola, silo, alfalfa, todas
con un mismo perfil proteico y energético (14% PC y 2.7 Mcal EM) para volumen fraccional (Vf),
volumen méaximo (Vm), diéxido de carbono (CO,), Gases menores (GM), digestibilidad in vitro de la
materia seca (DIVMS) y digestibilidad in vitro de la materia organica (DIVMO). El disefio fue
completamente al azar y la comparacién de medias se realiz6 mediante prueba de rango multiple
de Tukey (P>0.05), con el paquete estadistico SAS (9.2). El Vf mostro diferencia Gnicamente en las
primeras dos horas de fermentacion en las dietas que contenian canola. El Vm 24 h CO,, GM,
DIVMS y DIVMO no mostraron diferencias entre las mezclas utilizadas, esto debido a que los
tratamientos tienen la misma cualidad fermentativa por su contenido. La proporcion de ingredientes
en las raciones utilizadas no afecto directamente la produccion de gas, CO,, GM DIVMS y DIVMO.

INTRODUCCION

La técnica de produccién de gas in vitro es comunmente usada para conocer el valor nutritivo de
los alimentos usando como inéculo bacterias ruminales (Ahmed y El-Hag, 2004), debido a su
condicién posibilita una facil manipulacion de los sustratos, sin riesgos de escape de la muestra
dentro de los frascos, esto nos permite predecir el desempefio de un sustrato especifico, y
aumentar el numero de repeticiones asi como identificar la composicion de gases de la
fermentacion (Getachew et al., 2005; Posada y Noguera, 2005). Entre los productos finales de la
fermentacion ruminal se incluyen, los acidos grasos volatiles, proteina microbiana, diéxido de
carbono y metano, este Ultimo, constituye una pérdida de energia que afecta la productividad
animal. En la actualidad los sistemas de produccién animal sostenibles deben propender por una
menor produccion de CO, y CH, ya que estos afectan directamente en los efectos climéticos, a
través de su interaccion con la energia infrarroja e indirectamente a través de las reacciones de
oxidacién atmosféricas (Johnson y Johnson, 1995). Por ello el objetivo fue medir la produccion total
de gas in vitro de la materia seca en mezclas para ovinos.

MATERIALES Y METODOS
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Los analisis se realizaron en el laboratorio del CENID FyMA-INIFAP, Ajuchitlan, Querétaro,
utilizando la técnica de produccién de gas (Theodorou et al., 1994) para evaluar el potencial de
fermentacion de 4 dietas isoproteicas (14% PC) e isoenergéticas (2.7 Mcal de EM/kg MS) (Cuadro
1), las cuales, se molieron a malla de 1 mm y se colocaron 0.5 g de cada muestra por triplicado en
frascos de vidrio @&mbar con capacidad de 125 mL, el liquido ruminal se obtuvo de tres ovinos
alimentados con heno de alfalfa y concentrado a base maiz y pasta de soya, este se filtré con
gasas y se mezclé con una solucién mineral reducida en proporcion de 1:9 v/v. La solucién mineral
reducida contenia por 1L de solucion: 4 g Ca,COs3; 0.45 g K,HPO,; 0.45 g KH, PO,; 0.45 g
(NH4)2S0y; 0.90 g NaCl; 0.18 g MgSO,; 0.07 g CaCl,; 50 mL de agua destilada; 2 mL NaOH (1N);
0.5 g Na,S0y4; 0.5 g L-cisteina; una gota de rezarsurina. La incubacion fue en bafio maria a 39 °C
con flujo continuo de CO,, se agregaron 90 mL de liquido ruminal estandarizado y se cerraron
herméticamente. Se incluyeron tres frascos como blancos, que sélo contenian in6culo ruminal, se
midié la presion de gas a 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48, 72 h de incubacién,
mediante un manémetro (escala de 0 a 1 kg cm?). Las lecturas de presiéon (kg cm?) se
transformaron a volumen de gas con la ecuacién de regresion lineal V= (P+0.0145) (0.018)'1
(Orskov y Mc Donald, 1979). Los datos de volumen de gas y tiempo de incubacién se usaron para
obtener el volumen fraccional (Vf). Se midio el volumen de gas (mL g'l MS de sustrato) con una
jeringa de vidrio de 50 mL a las 6, 12, 18 y 24 horas, en cada medicion, el volumen de gas
contenido en la jeringa fue inyectado a un frasco herméticamente cerrado que contenia KOH (1 M),
se mezcld y se liberd el émbolo de la jeringa para determinar el volumen residual (Vr). Estos datos
se utilizaron para estimar el volumen total (Vt; mL g*), volumen maximo (Vm; mL g*), volumen
CO, (VCO,; mL gY), % CO,, % Gases menores (GM). Se calculd la DIVMS y DIVMO a 24 h. Para
el analisis estadistico se utilizé un disefio de bloques completos al azar. Los valores de volumen
fraccional (Vf) se analizaron con la prueba de comparacién de medias de Tukey (P<0.05), (Steel y
Torrie, 1986). Las variables Vm, CO,, CH4, DIVMS y DIVMO, se analizaron con el procedimiento
MIXED (SAS, 1999).

Cuadro 1. Composicion de las mezclas.

Ingrediente Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4
Grano de Maiz g 737.7 721.6 703.5 698.0
Pasta de Soya g 139.1 97.0 --- ---
Ensilado de Maiz g 123.2 --- 113.3 ---
Heno de Alfalfa g 181.4 171.0
Pasta de Canola g 183.2 131.0
Total g 1000 1000 1000 1000
RESULTADOS

En la figura 1 se presentan los resultados de la produccion fraccional de gas in vitro durante 72 h,
donde se puede observar que las cuatro mezclas se comportaron de manera similar (P<0,05), sin
embargo al inicio de la fermentacion las muestras que contenian canola tuvieron un pico mas alto.
Por otra parte después de las 48h ya no existieron cambios en la fermentacion.

Figura 1. Produccion fraccional de gas in vitro a 72 h.
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En el cuadro 2, se presentan los resultados de los volumenes maximos de gas y fraccionales (mL
g-1/ MS), donde no se obervaron diferencias signifactivas (P<0,05) para volumen maximo ni las
fracciones a, b, o c.

Cuadro 2. Volumenes de gas in vitro

V fraccional (mL g-1)

Mezcla Vmax a b c
Maiz Soya Silo 286.64 102.33% 184.31 117.03
Maiz Soya Alfalfa 291.73 105.19° 186.54 112.91
Maiz Canola Silo 300.51 112.21° 188.30 114.66
Maiz Canola Alfalfa 296.99 113.61° 183.39 104.14

ab literales diferentes en la misma columna son diferentes (Tukey P<0,05). V=volumen maximo de
gas, Va= volumen de gas acumulado de 0-12 h, Vb= volumen de gas acumulado de 12-48 h, Vc=
volumen de gas acumulado de 48-72 h.

En el cuadro 3 se observa la produccién de COZy gases menores entre los cuales el metano es el
mas abundante, durante cuatro horarios de fermentacion, donde se aprecia un comportamiento
cuadratico en la produccion de CO? sin embargo en todos los tratamientos el comportamiento fue
similar y no presento diferencias significativas (P<0,05), asi mismo los gases menores tampoco
presentaron diferencias entre tratamientos.

Cuadro 3. Produccion de CO? y Gases Menores.

% CO° % GM

6 h 12 h 18 h 24 h 6h 12 h 18 h 24 h

Maiz Soya Silo 80.95 84.52 86.68 63.79 23.43 16.99 11.79 31.88
Maiz Soya Alfalfa  79.93 85.36 86.86 64.45 24.38 18.67 14.46 35.53

Maiz Canola Silo 84.11 79.43 90.69 69.36 21.70 14.58 9.87 23.50
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Maiz Canola Alfalfa  78.18 82.29 87.65 72.05 24.60 11.36 15.23 29.09

La digestibilidad in vitro de la materia seca y materia organica, no mostro diferencias entre
tratamientos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Digestibilidad in vitro de la materia seca y organica a 24 h.

Mezcla % DIVMS 24h % DIVMO 24h
Maiz Soya Silo 84.05 98.91
Maiz Soya Alfalfa 84.80 98.91
Maiz Canola Silo 85.85 98.92
Maiz Canola Alfalfa 83.43 98.90

CONCLUSIONES

La manipulacion en la proporcion de ingredientes en la dieta no afecta directamente la emision de
metano, ni la digestibilidad in vitro de las dietas, sin embargo, al aumentar el volumen total de gas
producido existe un incremento en el volumen de CO,, esto podria estar asociado a la naturaleza
del contenido de los ingredientes, asi como la composicion quimica de las mezclas, que eran
similares en su contenido de energia y proteina. Es necesario realizar una investigacion mas
amplia, con diferentes niveles de inclusién de los ingredientes, utilizados en este estudio y buscar
alternativas que disminuyan la produccion de gas, para hacer mas eficiente la utilizacion de los
alimentos y minimizar sus impactos negativos.
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RESUMEN

El chilacayote (Cucurbita ficifolia) es un vegetal poco conocido, solo se reporta su cultivo en los
estados de Morelos y la ciudad de México, con una produccién de 2,838.50 toneladas en el afio
2015 [1]. El chilacayote es originario de América y Sudamérica, pertenece a la misma familia de la
calabaza, por lo que es de facil y rapida propagacion, resistente a bajas temperaturas. Es usado en
la gastronomia para la preparacién de dulces, platillos tipicos o semillas secas. Estudios recientes
revelan que el chilacayote contiene compuestos como el D-quiro-inositol con aplicaciones
terapéuticas en casos de diabetes, también contiene flavonoides que son compuestos
antioxidantes, de ahi la importancia de estudiar este vegetal para aprovecharlo integramente. El
objetivo de este trabajo es elaborar productos biotecnologicos de valor agregado a partir del
chilacayote desarrollando un proceso de biorrefineria. Se caracterizaron los componentes del
chilacayote (céscara, pulpa, semillas) por andlisis proximal para determinar su composicién y en
consecuencia su aplicacion. Los productos que se obtuvieron fueron: de la pulpa flavonoides, de la
céscara un biomaterial y de las semillas se extrajo aceite. Los resultados muestran el potencial de
este vegetal para promover su cultivo.

INTRODUCCION

La familia Cucurbitaceae estd conformada por un extenso grupo de plantas, se tienen registrados
de 90 a 130 géneros y 750 a 1300 especies [2]. Un ejemplo es la Cucurbita ficifolia conocida
comunte como chilacayote, nombre que proviene del Nahuatl “Tzilacayotli” que significa calabaza
blanca. Generalmente el chilacayote en México, es consumido en forma dulces tipicos o como
ingrediente de algunas recetas de cocina tradicional. Estudios clinicos en pacientes con DM tipo 2
e hiperglucemia moderada que consumieron este vegetal, mostraron efecto hipoglucemiante
significativo sin efectos colaterales ni toxicos [3], efectos atribuidos al compuesto llamado D-quiro-
inositol el cual nivela los efectos de insulina y se encuentra en la pulpa del chilacayote [4]. Debido a
los usos mencionados anteriormente se ha generado un interés en el estudio del chilacayote para
saber mas sobre su composicién y los beneficios que se puedan obtener de este. El objetivo de
este trabajo es aprovechar todos los componentes que contiene el chilacayote (la cascara, semilla
y pulpa) para darle un valor agregado. Se trabajé con chilacayote del estado de Puebla, cabe
mecionar que en muchos municipios este estado solo es cosechado para el consumo de la semilla
para botana o simplemente es encontrado en forma silvestre, dejando una gran cantidad de
residuos no aprovechados.

TEORIA

Composicién nutricional

La composicion del chilacayote varia segun las condiciones de cultivo, climatologia, época de
cosecha y grado de madurez (tierno o0 maduro) su composicion se muestra en la Tabla 1 en la que
se ve que en su mayoria contiene agua [4]. En la Tabla 2 se presenta el contenido de vitaminas y
minerales tanto del chilacayote tierno como el maduro, los mayores contenidos de estos elementos
se encuentran cuando el chilacayote es tierno exceptuando al hierro y riboflavina [5].
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Compuestos de interés del chilacayote
Se ha reportado que el chilacayote contiene compuestos de importancia comercial, tal es el caso
del inositol y el aceite, entre otros.

Tabla 1. Composicién nutricional del chilacayote en base hiumeda.

Compuesto Maduro Tierno
Agua (g) 91.0 92.8
Proteina (g) 0.6 1.0
Grasa (g) 0.2 0.2
Carbohidratos (g) 7.6 5.2
Proteina (g) 0.6 1.0
Fibra cruda (g) 0.7 0.4
Ceniza (g) 0.6 0.5
Calcio (mg) 19 19
Fésforo (mg) 22 32
Hierro (mg) 0.5 0.6

Tabla 2. Contenido de vitaminas y minerales.

Constituyente Tierno Maduro
Calcio (mg) 24 21
Fosforo (mg) 13 6

Hierro (mg) 0.3 0.6
Caroteno (mg) 0.4 -
Tiamina (mgQ) 0.2 0.01
Riboflavina (mg) 0.1 0.02
Acido ascorbico 0.26 4

Inositol

Estudios indican que el chilacayote contiene el azlicar D-quiro-inositol, el cual nivela los efectos de
insulina; sin embargo, este compuesto Unicamente presenta accién cuando se administra
conjuntamente con otros elementos obtenidos del mismo vegetal, como son los flavonoides [6]
Aceites

El aceite de semillas de Cucurbitaceas reune caracteristicas propias de los aceites de origen
vegetal, su estudio arroja gran similitud con el aceite de olivo por su alto contenido de &cidos
grasos esenciales como el oleico en un 41 % vy el linoleico en un 37 % [7]. La fuente tipica de
acidos grasos son los aceites vegetales (oliva, girasol, soja, colza), se encuentran en forma de
triglicéridos (TG) principalmente. Los aceites cuando son de obtenidos por extraccion con
disolventes y son de poca calidad deben que someterse al proceso de refinacion.

Otros compuestos de interés

De manera general, los residuos organicos vegetales se han utilizado para la elaboracién de
biomateriales como el papel o aditivos tales como la pectina.

Biomaterial.

Existen diversos materiales elaborados a partir de las cucurbitaceas que son utilizados en diversas
partes de la region de Centro y Sudamérica, tal es el caso de los tecomates (jicaras), que tienen
una funcién de vasija o de contenedores para ciertos productos [8]. Algunas caracteristicas de las
jicaras son rigidez, durabilidad, termicidad entre otras.

Pectina
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Las pectinas son polisacaridos de origen vegetal presentes en las paredes celulares de todas las
plantas. Comercialmente se utiliza la cascara de naranjas, limones y manzanas por su riqueza en
pectinas y disponibilidad ademas de ser subproductos en la fabricacion de zumos. La extraccién se
realiza en caliente y con soluciones &cidas [9]. Este polisacarido se encuentra en los espacios
intercelulares de los tejidos vegetales y les confiere propiedades especificas de firmeza y textura
[10]. En la industria se usan como aditivos para modificar las propiedades reoldgicas de las
soluciones acuosas; asi pueden ser usadas como espesantes, emulsificantes, gelificantes, etc.

PARTE EXPERIMENTAL

Materia prima

El chilacayote fue adquirido en el mercado Zapata ubicado en Rancho Xalapa, Puebla, Puebla. Es
originario del municipio de Tlatlauquitepec, Puebla. Se separ6 cada componente del chilacayote
para determinar su proporcién: cascara externa, pulpa, semillas y cascara de la semilla

Analisis proximal

La composicion del chilacayote se determiné en base a las Normas Oficiales Mexicanas para
alimentos: cenizas, NMX-F-066-S-1978 [11]; proteinas, NMX-F-068-S-1980 [12]; humedad NMX-F-
083-1986 [13]; la determinacién de extracto etéreo (Método Soxhlet) se realiz6 bajo la norma NMX-
F-089-S-1978 [14] y la determinacion de fibra cruda se realizé bajo la norma NMX-F-090-S-1978
[15]. Ademas se midieron azlcares reductores solubles con el método del DNS y pectina con la
Norma NMX-F-347-S-1980 [16].

Proceso de transformacién del chilacayote

Obtencion de Pectina

Se pesaron 300 g de pulpa de chilacayote sin semilla, posteriormente se cortd y se dejo reposar
por 5 minutos en agua en ebullicién, una vez transcurrido este tiempo se separ0 el sélido y se llevd
a reposo con etanol durante 24 horas, posteriormente se filtr6 para separar el filtrado que seria
usado en la extraccion de flavonoides. La torta de filtracién se enjuag6 con agua destilada y se
llevé a una hidrolisis acida con HCI al 0.03 N a temperatura de 90°C durante una hora y media,
posteriormente se filtré y la fase liquida se dejo enfriar a 4 °C, se le adicioné etanol a 0°C en una
proporcién en volumen de 1:3, para precipitar a la pectina. Una vez precipitada la pectina, se filtr6 a
vacio y se seco [16].

Extraccion de Flavonoides.

De residuo liquido del reposo de la pulpa con etanol del proceso para la obtencién de pectina, se
tomaron 200 ml y en una charola se llevaron al secador para eliminar la humedad y el etanol para
asi obtener los flavonoides de acuerdo al método de Verde y col. [6].

Extraccion de Aceite.

A la semilla seca se le eliminé la cascara, se trituré para la extraccién con el método de Soxhlet. Se
utilizaron 80 g de la semilla triturada y 100 ml de éter etilico, dejandose en reflujo 5 horas
aproximadamente. Una vez trascurrido este tiempo se llevé el matraz a una estufa para eliminar el
éter etilico y asi obtener el aceite [14], [17].

Elaboracion de biomaterial.

Se pesaron 408 g de cascara de chilacayote y se puso a ebullicién durante dos horas con 100 ml
HCI 0.1 N y 2 litros de agua, posteriormente se filtré y se hizo una molienda de la fase sélida, se
comprimié en un bastidor y finalmente se secé.

Elaboracion de dulce cristalizado de chilacayote

Se pes6 917 g de pulpa cortada en trozos pequefios sin semilla y se dej6 reposar en cal.
Posteriormente se enjuagd para eliminar la cal y en un recipiente se agregé azucar con agua, se
puso a fuego hasta obtener un almibar en el que se agregaron los trozos de chilacayote. Se quité
del fuego y se dej6 en reposo durante 24 horas, transcurrido este tiempo se le agregaron 250 g de
azucar y se llevé a ebullicion durante 1 hora.
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Fermentacion solida de los residuos

Con todos los residuos generados en cada subproceso, se realizd una fermentacién solida. Se
secaron y se determiné el porcentaje de absorcién de agua para calcular la cantidad de medio de
cultivo adicionado. Se realizé una solucion acuosa de esporas de Aspergillus oryzae del Cepario
de la Facultad de Quimica de la UNAM. De acuerdo al niumero de esporas, se adicion6 el volumen
necesario para obtener 1x10° esporas/gramo de residuo seco. En condiciones asépticas, se
mezclaron el residuo y el medio de cultivo estériles con la solucibn de esporas, hasta
homogeneizar lo mas posible. Este material fue empacado en una columna de vidrio previamente
acondicionada y esterilizada y se dej6é incubar durante una semana hasta observar el crecimiento
del hongo.

RESULTADOS

Caracterizacion de la materia prima

En la Tabla 3 se observan los promedios de los datos obtenidos de la medicion y peso del de 5
chilacayotes representativos para para su caracterizacion fisica y en la Tabla 4 se muestran los
porcentajes obtenidos de la composicién de cada una de las partes del chilacayote a utilizar. La
mayor parte es pulpa pero el porcentaje de cascara es alto 32.10 % por lo que es necesario darle
una aplicacion.

Tabla 3. Medidas promedio del chilacayote a partir de un analisis de 5 chilacayotes.

Altura s .
Diametro mayor Diametro menor Peso (Kg)
(cm) (cm) (cm)
31 65 47 1.56
Tabla 4 Composicion de las partes de chilacayote.
Céascara Pulpa Semilla Total
Peso (g) 414.20 1315.00 45.85 1782.50
% base humeda 24.17 72.99 2.48 99.64
% base seca 32.10 57.12 10.78 100.00

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos del andlisis proximal de cada fraccion. Tomando
como referencia la FAO [5] en su analisis proximal realizado en 2007 para pulpa de chilacayote se
observa que los resultados son similares. La cascara presentd 6.23 % de fibra cruda y la semilla de
7 %, destaca el alto valor de grasa en la semilla.

Tabla 5 Resultados generales obtenidos del andlisis proximal.

Combuesto Céscara Pulpa (%) Semilla d(éassecr;?irﬁa Referencia FAO
P (%) P (%) [5] (%)
(%)
Humedad 85.46 91.85 55.90 0.00 92.8
Cenizas 1.02 0.62 2.74 2.92 0.5
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Proteina

Grasas

Fibra cruda

Azlcares
reductores
solubles

Pectina*

*Norma Oficial Mexicana NMX-F-347-S-1980

Proceso de transformacion del chilacayote

0.70

2.28

6.23

1.72

0.46

0.26

2.74

0.65

6.15

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

3.67 131 1
22.41 8.45 0.2
7.01 57.95 0.4
0.14 0.82 5.2

En el diagrama de flujo en la Figura 1 se presenta la propuesta del proceso general de
aprovechamiento del chilacayote compuesto de los subprocesos para la obtencién de cada
producto, con las operaciones unitarias implicadas. En la Tabla 6 se presentan los rendimientos
obtenidos al aplicar las técnicas establecidas para la obtencion de aceite, pectina, flavonoides,
biomaterial, dulce y la fermentaciéon con los residuos, los cuales nos dan una estimacion de la
factibilidad del proyecto en cuanto a su rentabilidad. Los productos méas prometedores son el aceite
con un rendimiento del 42.3 % y el biomaterial con un rendimiento del 83.3 %.
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Chilacayote
Descascarado
A 4 . A 4
Extraccion Cortado
v v y v
Secado Cortado Trozado Calentamiento
v v v
Descascarado Escaldado Mezclado Tamizado
v v 4 v
Triturado Tamizado Repososo Molienda
4 v 4 v
Soxtlet Reposo Lavado Prensado
v v v v
Evaporado Tamizado Calentamiento Secado
L ] [ o] b
Aceite Hig(r:?(;i;is Evaporacion Tamizado Biomaterial

¥ L
Filtracion Flavonoides Secado

] [ L
Precipitacion Mezclado Dulce
] b
Filtrado Fermentacion
v
Secado

L Pectina

Figura 1 Diagrama de bloques del proceso de biorrefineria del chilacayote.

El aceite de la semilla tuvo un alto rendimiento de 42.3% en base seca en comparacion con la
bibliografia consultada [7] que reporta un rendimiento del 37.2% De la pulpa del chilacayote se
pudo extraer pectina, los rendimientos fueron bajos comparando con pectinas obtenidas de
manzana con rendimientos de hasta 16.14% [18] contra el 4.4% de este trabajo, sin embargo este
reporte es de los pocos que se han hecho sobre pectina de chilacayote. Cabe mencionar que la
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fermentacion solida dio buenos resultados de crecimiento de Aspergillus oryzae, esta fermentacion
tiene potencial como alimento para ganado o bien para la produccién de enzimas hidroliticas.

Tabla 6 Rendimientos obtenidos en el laboratorio por producto en base seca y himeda

Rendimiento base Rendimiento base

Producto himeda seca
Aceite 0.183 g/g pepita 0.423 g/g pepita
Pectina 0.004 g/g pulpa 0.044 g/g pulpa

Flavonoides 0.005 g/g pulpa 0.056 g/g pulpa
Biomaterial 0.150 g/g céscara 0.833 g/g céscara

Dulce 0.153 g/g pulpa 0.305 g/g pulpa
Fermentacion 1.251 g/g residuo 2.314 g/g residuo

CONCLUSIONES

Se logré la caracterizacién de las diferentes partes que conforman a un chilacayote (cascara,
pulpa, pepita y cascara de pepita) y de esta manera conocer su composicion por fraccion. En la
elaboracién de los productos a partir de chilacayote, los productos mas prometedores son el
biomaterial y el aceite. El biomaterial obtenido a partir de la cascara de chilacayote tuvo una textura
mas favorable como sustituto de aglomerado de madera que como papel, ya que presentaba un
aspecto rigido, grueso y resistente; sin embargo, deberan determinarse sus propiedades
mecéanicas para darle una aplicacion. Los rendimientos de pectina fueron bajos, es necesario
mejorar el proceso de obtencién y determinar sus propiedades en solucién pero este reporte es de
los pocos que se han hecho sobre pectina de chilacayote. El aceite de la semilla fue el que tuvo un
alto rendimiento de 42.3% en base seca, este producto tiene aplicaciones alimentarias. La
elaboracién de dulce no es una novedad pero un dulce tipico siendo este uno de los principales
usos que se le da al chilacayote. En cuanto al producto de fermentacién sélida son resultados
prometedores como alimento para ganado o para la produccion de enzimas hidroliticas. Este
trabajo es una propuesta de proceso general para el aprovechamiento integral del chilacayote, sin
embargo las perspectivas son la mejora de las condiciones de cada subproceso para la obtencién
de los productos seleccionados.
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RESUMEN

La prolificidad es una de las caracteristicas que mas distinguen la capacidad reproductiva de la
coneja, con un promedio de 8 gazapos por camada, por lo tanto en los sistemas de produccion es
importante tomar en cuenta esta caracteristica, ya que de ello depende en gran medida el éxito
productivo de una explotacion canicula. Por tal motivo el objetivo de la presente investigacion es
conocer y evaluar la prolificidad en relacién con el genotipo y numero de parto, utilizando dos razas
de conejas; la Nueva Zelanda y California. Para dicho estudio se trabajé con un total de 40
hembras, las cuales fueron agrupadas en dos tratamientos; grupo 1, compuesto de 20 hembras de
la raza Nueva Zelanda y el grupo 2, compuesto por 20 hembras de la raza California, entre el 1° y
3° parto. Llevando el registro del Total de Gazapos Nacidos (TGN); Gazapos Vivos (GV) y
Gazapos Muertos (GM), de acuerdo al Numero de Parto (NP) y genotipo. Los datos fueron
analizados mediante ANOVA utilizando el programa SAS (GLM) para determinar las relaciones
entre las variables. Resultando no significativos (p<0.05), es decir, el TGN, GV y el NP son iguales
para las dos razas por lo que se define que los factores que determinan esto son factores

ambientales no tomados en cuenta en ese estudio.

Palabras clave: Prolificidad, cunicultura, genotipo, nueva Zelanda, california.

INTRODUCCION

El conejo doméstico, Siendo una especie con alta prolificidad y periodos cortos de reproduccion, es
una alternativa viable para abastecer la demanda de carne entre la poblacién (Rosas, 2013), ya
que es un alimento sano para el consumo humano y su consumo frecuente, sobre todo en nifios,
adolescentes y mujeres embarazadas aporta beneficios nutricionales y un alto contenido en

proteinas, vitaminas y minerales. Asi mismo, ayuda a evitar padecimientos de salud ligados a

68


mailto:dr.rlucio@hotmail.com

AVANCES DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

enfermedades coronarias, colesterol elevado y a las que se derivan del exceso de peso o de las
dietas inadecuadas, logrando un mejor funcionamiento de los sistemas digestivo y circulatorio
(OEIDRUS, 2009: 7).

Sin embargo el consumo de conejo en México no es muy comun, llegando a ser muy inferior
comparado con otros paises, debido a que la mayoria de la poblacién, prefiere consumir la carne
de res, cerdo o pollo; ademas de tener poca o nula informacién sobre las propiedades que aporta
(OEIDRUS, 2009: 7). En 2007, el inventario nacional de conejos fue de 500,349 cabezas, siendo el
estado de México el 1° lugar a nivel nacional, con una produccién de 151,054, lo que representa el
30% de la poblacion total (Ortega; 2012).

La productividad en cunicultura esta determinada por el nUmero de partos, la prolificidad y la
viabilidad de los gazapos, dichos caracteres se encuentran en un grupo de rasgos, que pueden ser
mejorados por cruzamientos, produciendo cambios en la descendencia, relativo al de los
parentales buscando aumentar y mejorar estos caracteres para que se pueda ver un cambio en el
area de produccion (Garcia et al; 2013). Los resultados reproductivos en cunicultura se basan en el
buen funcionamiento de area de maternidad, ya que los ingresos en las explotaciones dependen
de manera importante de la capacidad reproductiva de la hembra, asi como la mortalidad de

gazapos (Ortega; 2012).

La raza Nueva Zelanda presenta un mayor tamafio total de camada de nacidos vivos comparado
con las razas California y Chinchilla, con lo que se indica que las hembras Nueva Zelanda son
excelentes reproductoras realizando un buen trabajo a la hora de concebir y llevar a buen término

una gestacién, donde casi todos los gazapos nacen vivos (Ortega; 2012).

Uno de los factores fundamentales en la rentabilidad de una explotacion intensiva de conejos para
carne es el nimero de partos por coneja por afio, lo cual determina el ritmo de la reproduccion
(Rodriguez de Lara; 1967). Por esta razén, es de gran interés realizar un estudio en el sector
cunicola de la posta zootécnica, con la finalidad de saber que raza es mejor en base a su

reproduccion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 40 conejas reproductoras, entre el primer y tercer parto, de las razas California y
Nueva Zelanda (20 de cada una), con un peso promedio de 3 kg. La duracidon promedio de la
gestacion fue de 31 dias.

Se alimentaron con un alimento comercial de la marca purina con un contenido nutricional 18% de
proteina, 4% de grasa, 15.5% de fibra, 12% de humedad, 10% de ceniza, 1.1% de calcio y .60% de
fosforo.
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El manejo consistio en presentar a las hembras reproductoras a los sementales a partir de los 11
dias posparto y en caso de ser primerizas a los 4 - 4.5 meses, se utilizo monta dirigidita, para la
cual el semental seleccionado se coloca en la jaula de la hembra, previa deteccion del celo
mediante la inspeccion de los genitales externos y la comprobacion de la tumefaccién bulbar y el
cambio de coloracion de la mucosa, segun la metodologia descrita por Ponce de Ledn (1994).

Los nidos se colocaron alrededor de los 26 dias después de la monta se introduce una caja de
madera de 30 cm de largo, 15 de ancho y en la parte superior 5 cm de alto, en la parte posterior 15
cm de alto. Estas estan llenas de viruta para dar calor a los recién nacidos y una base de malla
para que en caso de que la coneja pueda mojar el nido se retenga el liquido (orina).

Procesamiento de los datos. Se utilizé6 el programa SAS (GLM) para el analisis de varianza
(ANOVA) el nimero de parto y el tamafio de camada (Numero de gazapos vivo y muertos) entre
las razas Nueva Zelanda y California.

RESULTADOS Y DISCUSION

El promedio para el total de gazapos nacidos en las conejas de la raza California fue de 8.55+3.26
gazapos, (Tabla 1), en cuanto a las hembras de la raza Nueva Zelanda el promedio de gazapos
nacidos es de 8.25+0.89, sin embargo en estas hembras el promedio de gazapos vivos es
6.55+3.11 gazapos (Tabla 2), mientras que para las conejas de raza California es de 6.9+3.37
gazapos vivos, lo que indica que difieren tanto en el tamafio de camada, como en la cantidad de
gazapos vivos, en donde la raza California, tiene un mayor promedio,(Grafica 1), contradiciendo
con lo mencionado por Ortega (2012) quien encontrd resultados opuestos donde el total de
camada en la Nueva Zelanda se muestra una media mayor de 8.1+0.5 gazapos, mientras que la
California presenta un promedio de 7.7+0.8 esto varia de acuerdo al ritmo de produccién, de igual
manera la NZ también presenta una media mayor de 7.4+0.5 sobre la Cal la cual presenta un
promedio de 7.5x0.8 lo cual indica una mayor capacidad de las hembras para concebir y llevar a un
buen término de la gestacion donde casi todos los gazapos nacen vivos.

En cuanto al porcentaje de gazapos muertos al nacimiento, para raza California es de 13.45%,
siendo mayor para la raza Nueva Zelanda la cual presenta un 20.60% de gazapos muertos al
nacimiento. Resultados que fueron mayores comparandolos con los encontrados por Lépez et al.,
2011quien menciona en su estudio que el 8.4% del total de los gazapos nacidos corresponde al
numero de gazapos muertos. Son pocos los casos de muerte en los gazapos por enfermedad
durante los primeros dias de nacidos, siendo la principal la mala calidad de los equipos e
instalaciones o la deficiente alimenticia en las conejas, la cual causa deficiencia de leche en las
hembras por lo tanto desnutricién en los gazapos. Pérez (2015) menciona que el peso de los
gazapos esta relacionado con la mortalidad en los primeros dias de vida ya que cuanto mas peso
tiene un gazapo mas alto es la probabilidad de supervivencia. D igual manera otro factor que incide
en la mortalidad de gazapos al nacimiento, se sabe que el aumento del nUmero de nacidos vivos
conlleva un aumento de la mortalidad en los primeros dias tras el parto, ya que camadas mas
grandes tienen gazapos con menos peso y conllevan un aumento en la competencia por el
alimento hasta el momento en el que el gazapo empieza a consumir alimento sélido.
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Tabla 1. Estadistica descriptiva de las variables reproductivas analizadas en las hembras de
raza California.

Variables Promedio Desviacién estandar
NP 1.55 0.38
TGN 8.55 3.26
GV 6.9 3.37

NP numero de partos: TGN total gazapos nacidos; GV gazapos vivos.

Tabla 2. Estadistica descriptiva de las variables reproductivas analizadas en las hembras de
raza Nueva Zelanda.

Variables Promedio Desviacion estandar
NP 1.55 0.38
TGN 8.25 0.89
GV 6.55 3.11

NP numero de partos: TGN total gazapos nacidos; GV gazapos vivos.

El comportamiento de la prolificidad en la raza California presenta una elevacion entre los partos 1
y 2 sin embargo tiene un descenso en el parto 3, mientras que la raza Nueva Zelanda presenta un
descenso entre el parto 1 y 2 pero hay un incremento en el parto 3, indicando que en las hembras
de esta raza se mantiene mas constante la prolificidad entre el nUmero de partos. De acuerdo con
Ortega (2012) menciona que el tamafio total de camada al nacimiento tiene un efecto creciente en
el primero al cuarto parto, con un promedio de 8 gazapos nacidos (Gréfica 1).

Grafica 1. Prolificidad en conejas Cal y NZ.
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PTNNZ Promedio del total de gazapos nacidos en raza Nueva Zelanda; PTGNCAL Promedio del
total de gazapos nacidos en la raza California.
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En cuanto a los resultados arrojados por el analisis de varianza entre genotipo y el TGN no se
encuentra relacion (P>0.05) es decir, tanto para las hembras de la raza Cal y NZ, el genotipo no
afecta la prolificidad (Tabla 3), difiriendo con los resultados obtenidos por Ortega (2012) y Ponce
(2003), quienes mencionan que en la relacion del genotipo con respecto al tamafio total de camada
al nacimiento, la raza nueva Zelanda obtuvo mejores resultados. Indicando que factores ajenos a
este estudio pueden estar influenciando el TGN como menciona Ortega (2002) quien menciona
gue el tamafio de camada nacida viva es afectada por la movilizacion de reservas energéticas al
gestar y lactar simultdneamente.

Tabla 3. Anédlisis de varianza con respecto al genotipo y el total de gazapos nacidos en las 2
razas de estudio.

FdeV GL SC CM Fcal Ftab
Genotipo 1 0.9 0.9 0.12 0.7335
Error 38 290.7 7.65

Total corregido 39 291.6

Prom (n) y + 8.400000+2.765863

R’ 0.003086

De igual manera los resultados del analisis de varianza para NP indican que este no define el
TGN en ambas razas NZ y Cal (P>0.05), por lo que no es un factor importante en la prolificidad de
esta unidad de produccién cunicola (Tabla 4). Reiterando nuevamente que son factores externos a
los tomados en cuenta para este estudio los que estan influenciando en la prolificidad.
Contradiciendo con lo mencionado por Hafez (1970) citado por Ortega (2012) quien sefialo que el
namero de gazapos esta relacionado con el nimero de parto. Rebollar (2007) menciona que la
prolificidad de las conejas que estan lactantes es baja en promedio de 6.9 gazapos, ya que la
lactacion es uno de los factores que afectan la prolificidad y esto ocurre con mas frecuencia en los
primeros partos, por lo que este puede ser uno de los factores que estén repercutiendo en los
resultados obtenidos en estas hembras.

TABLA 4. Analisis de varianza con respecto al NP y el TGN en las 2 razas de estudio.

FdeV GL sC CM Feal Feb
NP 2 3.2597222 1.6298611 0.13 0.8762
Error 37 454.71528 12.289602

Total corregido 39 457.975

Prom (u)y % 6.725+3.505653

R? 0.007118

CONCLUSINES

De acuerdo con los resultados, se puede determinar que el promedio de nacidos vivos de la raza
Nueva Zelanda es de 8.25, mientras que la raza California presenta un promedio de 8.55, esto
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indica que no se muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo a nuestro andlisis de
varianza (ANOVA), por lo tanto los factores analizados de Genotipo y Numero de Parto no estan
influenciando el total de gazapos nacidos, siendo otros factores los que pueden estar afectando la

prolificidad.
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RESUMEN

A nivel mundial se sacrifican millones de pollos anualmente que generan toneladas de desechos
de plumas. En México se estima que para el afio 2018 el consumo total de pollo sera de 3,274
millones de toneladas, lo cual significa que se generaran alrededor de 163.7 a 327.4 millones de
toneladas de plumas, debido a que del 5 al 10% del peso total del pollo son plumasl. En el
presente trabajo se determiné la factibilidad para degradar plumas de pollo por medio de tres
cepas puras de bacterias y su co-cultivo. El estudio se realizé a 35°C, 120 rpm y pH inicial de 6.8-
7.2 en caldo nutritivo. Para evaluar la degradacion de las plumas y el crecimiento de las bacterias,
se midio la absorbancia a 580 nm, se cuantificé la concentracién de proteina soluble de acuerdo
con Bradford (1976) y la presencia de aminoacidos por el método de la ninhidrina de acuerdo con
Pearce et al. (1988). Se observaron muestras en un microscopio electrénico de barrido JEM 6390
JEOL a 5y 10 Kv previamente recubiertas con una delgada capa de oro-paladio en una ionizadora
de oro JOEL FINE COAL JFC-1100. Los resultados mostraron que hubo diferencia significativa al
comparar la degradacién de las plumas entre las cepas puras y el co-cultivo de tal manera que la
eficiencia fue mayor en el co-cultivo con la degradacion total de la pluma en 14 dias. La
microscopia electrénica mostré la presencia de bacterias en las fibras de queratina en el sedimento
y en las estructuras elipticas y redondas formadas durante la degradacién del raquis. Se concluye
que la degradacion de plumas es factible a escala laboratorio por medio de un co-cultivo.

INTRODUCCION

A nivel mundial se sacrifican millones de pollos anualmente que generan toneladas de desechos
de plumas (Zaghloul et al., 2011 Fakhfakh et al., 2011). En México se estima que para el afio
2018 el consumo total de pollo sera de 3,274 millones de toneladas (SAGARPA, 2009), lo cual
significa que se generaran alrededor de 163.7 a 327.4 millones de toneladas de plumas, debido a
que del 5 al 10% del peso total del pollo son plumas (Srivastava et al., 2011; Tamil, et al., 2012).

Kornillowicz-Kawalska y Bohacz (2010) que en recientes afios se han estudiado tecnologias para
la degradacion de las plumas que son econémicas y que generan subproductos Utiles como lo son
enzimas, proteinas solubles y aminoacidos (Nam et al., 2002; Chaturvedi et al., 2013; Mazotto et
al., 2013). La degradacion microbiolégica de plumas puede proveer una alternativa viable para
mejorar su utilizacion porque es ecologicamente segura, de bajo costo y ofrece condiciones de
reaccion menos agresivas que los procesos fisicoquimicos.
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Se han estudiado diferentes tipos de microorganismos para degradar plumas, dentro de los que
destacan cepas puras de bacterias de los géneros Bacillus (Forgacs et al., 201; Liu et al., 2014),
Pseudomonas (Tamil et al.,, 2012; Chaturvedi et al., 2014) y Xantomonas (Jeong, et al., 2010)
entre otras. También, se han estudiado hongos como Coprinopsis, y Aspergillus (Al-Musallam et
al., 2013; Mazotto et al.,, 2013), consorcios bacterianos (Xia et al., 2012) y cultivos mixtos de
actinomicetos (Vasileva-Tonkova et al., 2009). Ademas, actualmente algunos autores han llevado a
cabo modificaciones genéticas en cepas de Escherichia coli, Brevibacillus sp. y Bacillus subtilis,
con la finalidad de mejorar la degradacién de las plumas de pollo en un menor tiempo (Mukherjee
et al., 2011; Zaghloul et al., 2011; Sharma et al., 2013).

Bricefio et al. (2016) encontraron que cepas de Streptomyces spp. realizan remocion de pesticidas
organofosforados en un rango de 32 hasta un 74%, en tanto que un co-cultivo de las cuatro
mejores cepas de este género alcanzé una remocion del 85%. En general los co-cultivos permiten
incrementar rendimientos entre 15 y 30 % mas, en relacion a las cepas puras sin embargo, se
tienen pocos estudios de la degradacion de plumas con co-cultivos. Por lo anterior, en el presente
trabajo se determinard la eficiencia (factibilidad) de degradacién de plumas de pollo por medio de
un co-cultivo de bacterias.

TEORIA

La pluma se compone principalmente de tres unidades distintas, el eje central de la pluma que se
llama raquis, al que se adjunta la estructura secundaria, las barbas. La estructura terciaria de las
plumas, las barbulas o barbillas que estan asociadas a las barbas.

El raquis le sirve de eje y tiene el aspecto de una cafa hueca; a pesar de ser una estructura muy
ligera, le da la rigidez necesaria para mantenerla firme. El raquis esta relleno de sustancias
muertas, pigmentos y proteinas, que quedaron ahi como resultado de su desarrollo. La parte
inferior del raquis es mas ancha y hueca, generalmente desnuda, se le denomina calamo o cafién,
es la parte por la cual la pluma esta insertada en la piel. El calamo tiene en la parte inferior un
orificio denominado ombligo inferior que es por donde la pluma es alimentada durante su
crecimiento. En la parte superior del calamo el raquis empieza a aplanarse y encontramos, justo en
donde termina el calamo, otro orificio denominado ombligo superior que es por donde el cuerpo
laminar de la pluma emergié al comenzar a crecer. En los margenes laterales del raquis crece el
vexilo o estandarte de la pluma, estructura a manera de lamina dividida en dos partes opuestas. Es
el cuerpo visible y de mayor area de la pluma, formado por una complicada red de ufias
entrelazadas que son las barbas, que dan la textura de un tejido muy ligero con la capacidad de
soportar una carga pesada por unidad de area, principio que permite a las aves volar (Rddy y
Yang, 2007).

De acuerdo a Costa et al. (2012), la pluma tiene un porcentaje de sélidos volatiles de 99+ 1.4, lo
que representa la mayor parte de la materia posiblemente degradable ya que contiene 92.0 + 0.48
porciento de proteina cruda, de la cual 82.8 +0.51 porciento es queratina (Xia et al., 2012)
constituida por diferentes aminoacidos a partir de los cuales se puede obtener nitrégeno que es un
nutriente esencial para el desarrollo de los microorganismos capaces de degradar las plumas de
pollo. Algunos otros constituyentes de la pluma son la grasa con 2.79+ 0.032 % (Xia et al., 2012) y
cenizas con 0.69+ 0.08 % (Fakhfakh et al., 2011).

METODOLOGIA

Microorganismos. Se aislaron 3 bacterias de una muestra obtenida de los desechos de una
procesadora de pollos “Las Rosas” ubicada en el municipio de Tizayuca Estado de Hidalgo,
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México. El aislamiento se realizd por medio de la técnica de dilucion decimal hasta 10° y se
sembrd 0.1 ml en agar nutritivo durante 48 horas a 35°C. Una vez aisladas las bacterias se
pusieron a crecer en agar nutritivo durante 48 horas a 35°C y se formé un co-cultivo con cada una
de las tres bacterias y posteriormente se pusieron a crecer en caldo nutritivo a 35°C durante 48
horas.

Preparacion de las plumas. Se lavaron plumas con agua de grifo, se dejaron secar 24 horas a 60
°C vy se pesaron 5 gramos. Posteriormente, se lavaron 2 veces en agua hirviendo durante 5
minutos para posteriormente utilizarlas en el proceso de degradacion.

Condiciones del proceso. El estudio se realizé por triplicado en matraces de un litro con un
volumen (til de 500 mL. Se adicionaron 100 ml del co-cultivo de bacterias previamente crecido en
caldo nutritivo. Las condiciones del proceso de degradacion fueron agitacién a 120 rpm y pH de
6.8-7.2 durante 14 dias. En la primera etapa se evalué la degradacion de las plumas con tres
cepas puras y en la segunda etapa con el co-cultivo (tres cepas) a temperatura de 35° C.

Degradacion de las plumas. Para evaluar la degradacion de las plumas y el crecimiento de las
bacterias se determiné la absorbancia a 580 nm de acuerdo con un barrido realizado previamente
y apoyados con los autores (Coello, 2000; Agrahari y Wadhwa, 2010). Después del proceso de
degradacion, se filtraron las muestras en papel Whatman GF/A 22mm para cuantificar la
concentracién de proteina soluble y amino&cidos.

Determinacion de proteina y aminoéacidos solubles. A las muestras filtradas se les determind la
concentracion de proteinas de acuerdo con Bradford (1976), para la curva de calibracién se utilizd
albumina bovina (SPINREACT, S.A/S.A.U.). La concentracion de aminoacidos solubles se
determind por el método de la ninhidrina de acuerdo con Pearce et al. (1988).

Microscopia Electronica de Barrido. Las muestras de las estructuras (esféricas y elipticas)
formadas durante la degradacién del raquis de la pluma se fijaron en glutaraldehido al 3.0 % en
buffer de fosfatos al 0.1 M (pH 7.2) durante 24 horas a temperatura ambiente. Se enjuagaron 2
veces con agua desionizada y se dejaron reposar con agua desionizada durante 40 min. La post-
fijacion se realizé en tetraéxido de osmio al 1% por una hora y posteriormente las muestras se
enjuagaron con buffer de fosfatos. Después de la post-fijacion, las muestras se deshidrataron con
una serie de alcoholes a diferentes grados y se secaron a punto critico. Se recubrieron con una
delgada capa de oro-paladio durante 60 segundos en una ionizadora de oro JOEL FINE COAL
JFC-1100. Las muestras se observaron en un microscopio electrénico de barrido JEM 6390 JEOL
a5y 10Kv.

RESULTADOS Y ANALISIS

DEGRADACION DE LA PLUMA. El crecimiento de las bacterias puras y como co-cultivo permitio
observar (figura 1) que hay diferencia durante los 14 dias de degradacion de las plumas. En el
caso de Alcaligenes faecalis LR2, se observa que no hubo crecimiento y visualmente tampoco
degradacion. En el caso de Alcaligenes faecalis LR1 y Brevundimonas diminuta tuvieron un
comportamiento similar, es decir, para el dia 8 se inici6 la etapa logaritmica de crecimiento y para
el dia 19 se tuvo la etapa estacionaria (datos no mostrados), sin embargo no hubo degradacién de
la pluma (observacion visual). El co-cultivo tuvo una etapa logaritmica de crecimiento desde el
primer dia de contacto de las bacterias con las plumas, de tal manera que su maximo crecimiento
se dio el dia 9 y del dia 10 al 14 se dio la etapa estacionaria (etapa en la que se tuvo la total
degradacion de la pluma).
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Se han reportado algunas bacterias como B. megaterium SN1, B. thuringenesis SN2, B. pumilis
SN3 que han presentado una fase lag de crecimiento de 24 a 48 hrs (Agrahari et al., 2010), en el
presente trabajo el co-cultivo (Fig. 1) desde los primeros dias tuvo un crecimiento aceptable no
presentando fase lag. Cuando las cepas son utilizadas por separado presentan una fase lag de 8
dias, por lo cual se recomienda el uso del co-cultivo.

Se realizé una comparacion de las medias de velocidad especifica de crecimiento con el programa
IBM SPSS Statistics version 24.0, donde se tomé como variable dependiente la velocidad
especifica de crecimiento u (d-1), se utilizaron triplicados por cada cepa, en las comparaciones
multiples se utilizé la prueba de HSD Tukey. Se observo que existe diferencia significativa entre la
velocidad especifica de crecimiento del co-cultivo y las cepas y no hubo diferencia significativa
entre Alcaligenes faecalis LR1 y Brevundimonas diminuta.
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Figura 1. Crecimiento de las bacterias puras y el Co-cultivo por la degradacion de las plumas

PROTEINAS Y AMINOACIDOS SOLUBLES. Después de la degradacion de las plumas, en la parte
soluble se determiné la concentracion de proteina y aminoacidos en tres muestras (Figura 2). Los
resultados mostraron que se tienen concentraciones de proteinas de 12.60 a 18.60+0.02 pyg.mL™ al
utilizar caldo nutritivo al 100% como fuente adicional de carbono. Estos resultados son similares a
los obtenidos por Jeong et al. (2010), el cual utiliz6 diferentes fuentes de carbono y
Stenotrophomonas maltophilia para degradar plumas, ellos obtuvieron 11.2+0.8-19.7+2.6 pg.mL™
de proteina al utilizar glucosa como fuente de carbono. La concentracion de aminoaciodos fue de
2.64 mg.mL™, lo cual concuerda con lo reportado por Tamil et al., (2012).
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Figura 2. Concentracién de proteina en tres muestras después de la degradacion de plumas

En la Figura 3a se observan las plumas sin degradar en el primer dia del proceso. En el dia 7
(Figura 3b) se observa un sedimento con las barbas de las plumas degradadas por el co-cultivo,
también se observan los raquis y muchas barbillas; dos dias mas tarde (Figura 3c) se observan
estructuras redondas y elipticas alrededor de muchos raquis. Para el dia 14 (Figura 3c, d y e se
observan las estructura redondas vy elipticas sin presencia de raquis. Durante la degradacion de las
plumas, las barbas son primero metabolizadas y mas tarde los raquis son degradados (Kumar et
al.,, 2011). Sin embargo, en algunas cepas se ha observado que los raquis de las plumas de pollo
no son totalmente degradados y por lo tanto la degradacién completa de las plumas no se llevo a
cabo (Bach et al., 2011).
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Figura 3. a) Sedimento formado después de la degradacion de las plumas, b) Estructuras formadas
alrededor del raquis, c y d) Estructuras redondas vy elipticas sin presencia de raquis.

MICROSCOPIA ELECTRONICA. Se observd en el microscopio electronico de barrido la
microestructura de las plumas durante su degradacion y las muestras del sedimento después de 7
dias de degradacion (Figura 4a y b) y de las estructuras redondas y elipticas formadas alrededor
de los raquis (figura 4c). En el sedimento se observo una gran cantidad de bacterias cubriendo las
fibras de queratina de las barbulas de la pluma después de 7 dias de degradacion (Figura 4a). Las
barbulas presentan una textura fibrilar como lo indica Reddy y Yang (2007). A 10,000 aumentos se
tiene un acercamiento suficiente para observar una de las fibras de las barbulas y las bacterias
degradadoras en forma de bacilos de diferentes tamafos (Figura 4b). También se observan unas
estructuras en forma de hilos que hacen pensar en la secrecion de algunas proteinas que permiten
a las bacterias adherirse a las fibras de queratina. En el caso de las estructuras (eliptica) que se
formaron alrededor de los raquis (Figura 4c) se observa que estan constituidas de fibrillas de
gueratina sin un arreglo aparente. Después de 11 dias se presentan cambios morfolégicos de las
fibrillas cambiando a estructuras con ondulaciones y desintegracion (Figura 4d).

10kV_~ X1,000 f 10kV  X10,000 1um

10kV X30  500pum X5,000 S5pm

Figura 4. Microscopia electrénica durante la degradacion de las plumas.
CONCLUSIONES

Es posible la degradacion de las plumas de pollo por medio de un co-cultivo de bacterias a 121
rpm., 35 °C y una fuente de carbono como el caldo nutritivo. Se tuvo diferencia significativa al
comparar la degradacion de las plumas con las cepas puras y con el co-cultivo de tal manera que
la mejor degradacién se obtuvo a los 14 dias con caldo nutritivo al 100 % y el co-cultivo de
bacterias. Después de la degradacion de las plumas se pudo determinar una maxima
concentracion de proteinas de 18.60 ug.L™ y 2.64 mg,mL™ de aminoacidos.
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Contreras Contreras Elsa Angélic, Bustos Contreras Diana Elisa, Teliz Triujeque Rosalia
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias

INTRODUCCION

Existe una vasta literatura sobre el impacto de las actividades agropecuarias a la generacién de
gases de efecto invernadero y por ende al cambio climatico, sin embargo, son pocos los trabajos
que abordan los efectos de este fendmeno en las actividades productivas agropecuarias. Entender
los efectos del cambio climéatico en los sistemas de producciéon pecuarios ayuda a conocer el
tamafio potencial de los dafios y por lo tanto a decidir qué medidas de adaptacion y mitigacién
deben implementarse.

El cambio climatico implica un reto muy importante sobre todo para los paises en desarrollo que
aun tienen pendiente, entre otras cosas, la reduccion de la pobreza y la seguridad alimentaria. En
este contexto las acciones de adaptacién al cambio climéatico no deben estar desligadas de otras
intervenciones que promuevan el desarrollo rural, el manejo de los recursos naturales y la
seguridad alimentaria.

IMPACTO DEL CAMBIO CLIMATICO EN LOS SISTEMAS DE PRODUCCION PECUARIOS

En los ultimos afios ha habido un claro consenso mundial respecto del calentamiento del planeta,
consecuencia del efecto invernadero. Con toda probabilidad parece que en este siglo la Tierra
estard entre 1 y 4°C més caliente que en el pasado, lo que implicara una diversidad de efectos a
mediano y largo plazo. Los efectos del cambio climético reduciran el crecimiento econdmico,
complicaran los esfuerzos para reducir la pobreza y afectaran la seguridad alimentaria (Field et al.,
2014). En el campo esta provocando transformaciones de la tierra, donde los cultivos tradicionales
han disminuido rendimiento y se enfrentan a nuevas plagas y enfermedades, en términos
econémicos es muy probable que el sector agropecuario sea el mas afectado por los efectos
negativos (Fischer et al., 2005; Mendelsohn, 2009).

Existe evidencia cientifica que muestra que la produccién ganadera se ve afectada por las
condiciones climaticas debido a que: i) la temperatura del aire, la humedad y la velocidad del viento
afectan el apetito y crecimiento de los animales, la produccién de leche y lana y la reproduccién; ii)
la temperatura y la precipitacion afectan la cantidad y calidad de los pastizales y forrajes, asi como
la severidad y distribucion de las enfermedades y parasitos (Adams, et al. 1998; Seo, et al., 2010).
Entre la evidencia existente se tienen resultados que muestran que tanto en Africa como en
América Latina la ganaderia es altamente sensible al clima (Seo, et al.,, 2010). Las recientes
investigaciones muestran que el ganado bovino es mas sensible al clima, por lo que ante climas
mas secos y calidos se espera una disminucion en dicho ganado, acompafiado de un incremento
de ganado ovino Sus resultados muestran que la cria de ganado bovino es altamente sensible al
clima por lo que ante climas mas secos y calidos se espera una disminucion en dicho ganado,
acompafiada de un incremento de ganado ovino Birthal et al. (2014).

Los efectos no seran uniformes entre paises ni al interior de los mismos; dependeran en gran
medida de las condiciones locales, tanto climaticas como de otro tipo, y de como dichas
condiciones se modifiquen con el tiempo en respuesta al cambio climatico (Mendelsohn y Dinar,
1999). Es pertinente tomar en cuenta que el vinculo que se establece entre la produccion
agropecuaria y el ambiente depende de factores locales como el clima, la configuracién del terreno,
las caracteristicas agroecolégicas, las condiciones econdmicas, las técnicas que predominan en la
produccion y el tipo de explotacién (Segrelles, 2001). Existe una importante heterogeneidad entre
los actores sociales del sector agropecuario, tanto en términos de capacidad econémica como de
aspectos sociales y culturales. A la hora de abordar la problematica, es importante distinguir el tipo
de sistema de produccién ya que conllevan medidas de adaptacién y consecuencias ambientales
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diferentes (Lorente, 2010). En este sentido los efectos del cambio climético seran distintos segin
se trate de ganaderia extensiva o intensiva (Oyanthcabal, 2010).

GANADERIA INTENSIVA Y EXTENSIVA Y LAS MEDIDAS DE ADAPTACION

Los efectos del crecimiento del sector pecuario sobre los recursos naturales y sobre el cambio
climatico tienen diferencias substanciales segun el nivel y calidad de uso de los recursos que
presenten las especies animales y los sistemas de produccién. Los rumiantes en general
dependen de las pasturas y forrajes que se cultivan generalmente en tierras menos fértiles,
mientras que las especies de monogastricos dependen de la produccién de cereales y oleaginosas
que utilizan las mejores tierras. Estas diferencias sutiles causan impactos muy disimiles sobre el
medio ambiente y el cambio climatico (Ardila y Vergara, 2012).

Los sistemas intensivos se caracterizan por que utilizan principalmente especies monogastricas y
obtienen el 90% de los alimentos de explotaciones externas, se dedican a la produccién de una
Unica especie manejando altas densidades por unidad de area utilizando alimentos balanceados
basados en cereales, en estos sistemas la tierra no es un factor tan importante, como por ejemplo
la tecnologia. Los sistemas de produccion extensivos utilizan principalmente especies rumiantes y
se encuentran mas ligados a las condiciones naturales del medio, por lo que se verdn mas
afectados directamente por las modificaciones ambientales que se produzcan, dada su
dependencia a los ciclos naturales de la produccion (Ardila y Vergara, 2012).

De acuerdo con la FAO (2009) estas diferencias haran que los efectos directos del cambio en el
clima apenas se sentiran en los sistemas de produccién intensivos, aunque si padeceran sus
consecuencias de manera indirecta.

En ambos contextos la diferencia radica en las estrategias y medidas de adaptacién frente a los
efectos del cambio climatico. Existen distintas formas de clasificar las medidas de adaptacion.
Cuando las medidas son reactivas se habla de medidas ex-post, mientras que aquellas que se
anticipan a los eventos se conocen como ex-ante. Las medidas de adaptacién pueden tener
beneficios Unicamente para el individuo que toma la decision (medidas privadas) o pueden tener
beneficios para un conjunto de individuos o agentes mas alla del tomador de decisiones (medidas
publicas). Dependiendo de su origen la adaptacién puede clasificarse también como auténoma o
planeada. La adaptacion autonoma se refiere a acciones tomadas voluntariamente por parte de los
individuos o agentes, como las organizaciones de productores. Por su parte, la adaptacion
planeada se refiere a acciones o politicas implementadas por alguna organizaciéon, gubernamental
0 no, con el fin de complementar, fomentar o facilitar las respuestas de los agentes ante el cambio
climatico (Tubiello y Rosenzweig, 2008). Si se toma en cuenta el grado o la profundidad de las
medidas, la adaptacion se puede clasificar como incremental o transformativa. La primera se
refiere a acciones de adaptacion en las que el objetivo es mantener la esencia e integridad de un
sistema o proceso (Park et. al.,, 2012). Mientras que la adaptacién transformativa se refiere a
aquella que cambia las caracteristicas fundamentales de un sistema en respuesta al clima y sus
efectos (Kates et. al., 2012).

Cualquiera que sea la definicion, la adaptaciéon implica tomar acciones orientadas a preservar la
resiliencia e incrementar la capacidad adaptativa de los agroecosistemas y de los actores sociales
del sector agropecuario (Oyanthcabal, 2010). En este sentido no es lo mismo trabajar estrategias
de adaptacion al cambio climatico con un productor familiar que con un productor que se dedica a
la exportacién de carne. De acuerdo con la FAO (2009) los pequefios productores seran los mas
afectados dado su bajo acceso a las tecnologias, insumos y recursos monetarios para adoptar
medidas de adaptacion (Fischer, et al., 2005; Mendelsohn, 2009).

El impacto del cambio climético en los sistemas extensivos se traduce en la menor disponibilidad
de alimentos, a consecuencia de la disminucién de la produccién agricola y la insuficiencia de
condiciones para mantener a la produccidon pecuaria, que requiere amplias cantidades de
pastizales para mantener al ganado, lo que, en suma, deriva en una dieta pobre en nutrientes para
las poblaciones mas vulnerables. En este contexto las condiciones se tornan mas graves, toda vez
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que la dependencia de los productores con respecto de los ciclos naturales de la produccion e,
incluso, la ubicacién geografica de las tierras donde habitan los coloca en una situacion de
vulnerabilidad (Alberto Lorente Saiz, 2010).

Dentro de estos contextos es importante “concebir la adaptacion como la reduccion de los riesgos
impuestos por el cambio climéatico en los modos de vida de la gente, los recursos naturales, los
servicios ambientales y las actividades productivas y econémicas, a través de la reduccion de la
vulnerabilidad” Oswald (2010).

El cambio climatico exige replantear la forma como se estd conduciendo el sector e implementar
sistemas mas sostenibles, que favorezcan la preservacion del medio ambiente y disminuyan los
efectos de los gases de efecto invernadero. De esta manera, la actividad pecuaria sostenible es un
imperativo que busca beneficiar el ecosistema en su conjunto al tiempo que debe contribuir a la
satisfaccion de una demanda de productos pecuarios que crece exponencialmente. (Ardila y
Vergara, 2012). Esto implica un reto muy importante para los paises en desarrollo que aun tienen
pendiente, entre otras cosas, la reduccién de la pobreza en la que vive una parte importante de su
poblacién. Por lo tanto, a pesar de que se necesita mas investigacién a nivel microeconémico para
entender los determinantes de la adaptacién (Di Falco, et al., 2011), es claro que las intervenciones
tendientes a promover y facilitar la adaptacion al cambio climatico no deben de estar desligadas de
otras intervenciones que buscan promover el desarrollo rural, la disminucion de la pobreza y el
manejo de los recursos naturales (Howden, et al., 2007; Di Falco et al., 2012). Es decir, la
adaptacién al cambio climatico no debe verse como un tema aislado sino como parte de una
estrategia de desarrollo que sea, por asi decirlo, resiliente al clima (OECD, 2014).

CONCLUSIONES

EL CAMBIO CLIMATICO REQUIERE una solucién inmediata basada en procesos de mitigacion y
adaptacion, para esto es fundamental entender el papel que los factores sociales y culturales
juegan en términos de facilitar o inhibir la adopcion de medidas de adaptacion, estos factores
pueden variar entre regiones lo que hara que individuos con caracteristicas similares reaccionen de
manera distinta a una misma medida (Asafu-Adjaye, 2014).
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RESUMEN

El ovocito es indispensable para el desarrollo embrionario de un organismo. Actualmente su
calidad se evalla considerando parametros morfologicos, los cuales permiten identificar
alteraciones que pueden comprometer el desarrollo del embrién. Sin embargo, en ovocitos de
ovino, hasta el momento, no se ha reportado la frecuencia y el tipo de anormalidades morfolégicas.
El objetivo del presente trabajo fue determinar la tasa de ovocitos de borrega, la viabilidad, la
frecuencia y el tipo de alteraciones morfolégicas. Para ello se realizaron 8 experimentos donde se
colectaron 498 ovarios procedentes de hembras sacrificadas en rastro. Mediante aspiracion
folicular se obtuvieron 1713 ovocitos, los cuales fueron madurados in vitro. De acuerdo a los
criterios de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR), 612 (36%)
se clasificaron como viables y 1101 (64%) se consideraron como dafiados al presentar diferentes
alteraciones morfolégicas tales como: citoplasma granuloso (29.7%), citoplasma incompleto
(20.3%), espacio perivitelino aumentado (13.4%), alteraciones de la zona pelacida (9%),
degenerados (9.4%), con presencia de vacuolas (7.3%), exudados citoplasméticos (7.3%),
dimorfismo del cuerpo polar (0.6%) y alteraciones producidas por la técnica de obtenciéon como la
ausencia de zona pelacida (3.1%). Se concluye que dada la alta tasa de anormalidades
morfolégicas en los ovocitos ovinos es importante una minuciosa seleccion para obtener mejores
resultados en la maduracién y el desarrollo embrionario in vitro.

INTRODUCCION

El ovocito es considerando como Unico al poseer cualidades que lo hacen diferente de las demés
células del cuerpo, sin embargo su cualidad méas importante es la de ser la célula gestora pilar del
desarrollo embrionario preimplantacional. Actualmente ha sido materia de intensa investigacion por
ser el componente mas importante en el potencial del desarrollo embrionario, por lo que se ha
llegado a considerar que el éxito clinico de las técnicas de reproduccion asistida se sustenta en la
calidad ovocitaria (Pifia-Aguilar, 2012).

Dentro de las diferentes técnicas ocupadas para lograr evaluar la calidad ovocitaria se encuentran:
pruebas bioquimicas y de viabilidad (deteccion de integridad membranal, medicion de la tasa
glucolitica, determinacion de la actividad intracelular de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o
G6PDH, analisis de la actividad de las caspasas), métodos de valoracién del huso meiético,
mediciéon de moléculas submicroscépicas mediante el uso de microscopia de luz polarizada y la
evaluacion morfolégica (Cuadro, 2012).

La evaluacion morfolégica es una de las técnicas mas utilizadas para determinar de forma

inmediata la calidad del ovocito. Segun la literatura, cerca del 60% al 70% de ovocitos en humanos
exhiben una o mas caracteristicas anormales, por lo que al presentar estas alteraciones
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morfolégicas o dimorfismos permiten establecer parametros puntuales de evaluacién (ASEBIR,
2015).

De acuerdo a una revision establecida por ASEBIR en 2015, algunas caracteristicas morfol6gicas
anormales del ovocito (citoplasmaticas y extracitoplasmaticas) pueden influir en los procesos de la
reproduccién animal asistida, como son: la fecundacién, la formaciéon y morfologia de los
pronucleos, la divisiébn embrionaria, el desarrollo embrionario, la calidad embrionaria, la formacion
del blastocito, la implantacion, el embarazo bioquimico (embarazo no confirmado por la
visualizacion de un embrion en ultrasonido) y la formacién de aneuplodias.

Actualmente, la mayoria de los estudios de evaluacion ovocitaria son llevados a cabo en humanos
debido al gran avance en las clinicas de reproduccion asistida con técnicas como la fertilizacién in
vitro y la Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI), mientras que en animales no se
ha descrito la presencia y frecuencia de estas anormalidades, especialmente en ovinos
domésticos. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue describir la frecuencia de las
alteraciones presentes en los ovocitos de ovino doméstico utilizados en la maduracion in vitro,
mediante evaluacién morfoldgica.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta de ovarios:

Se colectaron 498 ovarios de ovejas domésticas (Ovis aries) tipo criollo, sacrificadas en un rastro
del Estado de México. Los ovarios fueron transportados al laboratorio en un termo, en un tiempo
maximo de una hora, a temperatura de 30-35 °C en solucion salina fisioldgica (NaCl 0.9% y 1% de
antibiotico y antimicético) (Palma, 2001).

Obtencidn y seleccion de Complejos Ovocito Cimulo (COC):

En el laboratorio, los ovarios fueron lavados tres veces consecutivas en solucion salina fisioldgica
isotérmica. Los Complejos Ovocitos Cimulo (COC) se obtuvieron por aspiracion de foliculos
ovaricos (2-5 mm de didmetro) utilizando una aguja hipodérmica de calibre 20G x 32 mm y una
jeringa de 10 mL. Para ello se empledé como soporte TCM-199 con Hepes suplementado con 100
Ul/mL de Sal de Sodio de Heparina (Robledo-Verduzco et al., 2009).

Los COC recuperados se contabilizaron para calcular la tasa de obtencion y posteriormente se
colocaron en dos cajas Petri de 55 mm de diametro, para clasificarlos bajo microscopio
estereoscOpico y seleccionar aquellos de mejor condicion morfolégica. Los parametros
morfoldgicos se evaluaron de acuerdo a los criterios establecidos por la Asociacion para el Estudio
de la Biologia de la Reproduccién (ASEBIR, 2015), excluyendo aquellos ovocitos que presentaron
alguna de las siguientes alteraciones:

» Alteraciones morfolégicas citoplasmaticas:
e Agrupacion de organulos/ granulosidad central en el ovocito.
e Agregacion del Reticulo Endoplasmatico Liso (AREL).
¢ Presencia de vacuolas.
e Inclusiones citoplasmaticas: cuerpos refringentes y no refringentes.
¢ Citoplasma incompleto.
¢ Ovocitos degenerados.

> Alteraciones morfolégicas extracitoplasmaticas:
¢ Restos celulares en el espacio perivitelino: Exudados.
e Anomalias de la zona pellcida: grosor, color oscuro o deformacion.
e Espacio perivitelino aumentado.
¢ Alteraciones del primer corpusculo polar: tamafio, nimero y fragmentacion.
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La clasificacion de los COC se realiz6 por el nimero de capas de células de la granulosa con base
en los criterios de Kakkassery et al. (2010):

» COC Clase A: Caracterizados por tener mas de cinco capas de células del cumulo.

» COC Clase B: Ovocitos con 3 a 5 capas completas de células del camulo.

» COC Clase C: Ovocitos con 1 a 2 capas completas de células del cimulo.

» COC Clase D: Ovocitos desnhudos.

>
Una vez seleccionados, los COC que no presentaron alteraciones y aquellos de Clase A-B, se
lavaron dos veces consecutivas en 1 mL de medio heparinizado, posteriormente se colocaron en
grupos de 50 COC en una microplaca de cuatro celdas (NUNC), cada una de las celdas contenia
500 pL de medio de maduracion TCM-199 sin Hepes suplementado con Cisteina (0.57 mM), D-
glucosa (3.05 mM), Polivinil alcohol (0.1%), Piruvato de sodio (0.91 mM), 10% de SFB (Suero Fetal
Bovino), Hormona Coriénica Humana (hCG, 5 Ul/mL), Hormona Foliculo Estimulante (FSH, 1.3
pL/mL), EGF (Factor de Crecimiento Epidermal) (10ug/mL) y Antibiético-antimicético (2%), las
celdas fueron cubiertas con aceite mineral. Los COC se incubaron durante 21 horas a 38 °C, 5%
de CO, en aire y 60% de humedad relativa (Rodriguez-Suéastegui, 2012).

Denudacién de los Complejos Ovocito Camulo:
De acuerdo con la metodologia de Kragh et al. (2004), una vez ocurrida la maduracion in vitro, se
disgregaron las células del camulo utilizando hialuronidasa (0.5 mg/mL). Una vez denudados, los
ovocitos se evaluaron por segunda ocasion de acuerdo a los criterios de ASEBIR ya mencionados,
contemplando la presencia del primer cuerpo polar.

Andlisis estadistico:

Para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de ovocitos obtenidos
viables y dafiados, se realizé una prueba de chi-cuadrada con el paquete estadistico NCSS versién
2007. Mientras que para la representacion de las alteraciones identificadas, se utiliz6 un
histograma de frecuencias.

RESULTADOS

Se efectuaron un total de 8 repeticiones, en los cuales se colectaron 498 ovarios procedentes de
ovejas adultas sacrificadas en rastro. Mediante aspiracion folicular y a una tasa de obtencién de 4
ovocitos en promedio por ovario, se obtuvieron 1713 ovocitos que fueron clasificados como viables
y dafiados, previo y posterior a la maduracion in vitro (MIV) (Cuadro 1).

_ Ovocitos
. Tasa ¥ de
Ovarios obtencién
8 Experimentos Obtenidos Viables n (%) Dafiados n (%)
498 4 1713 612 (36)* 1101 (64)°

Cuadro 1. Datos de obtencién y clasificacion de ovocitos viables y dafiados de ovino doméstico
Literales diferentes en las columnas indican diferencias estadisticamente significativas bajo el nivel de
significancia P<0.05.

De los 1101 ovocitos dafiados, se identificaron 4 de las 6 principales alteraciones morfol6gicas
ovocitarias a nivel de citoplasmay 4 de 4 alteraciones extracitoplasmaticas descritas por ASEBIR.

En cuanto a las alteraciones morfoldgicas citoplasmaticas, se identificaron: citoplasma granuloso
(29.7%), citoplasma incompleto (20.3%), ovocitos degenerados (9.4%) y presencia de vacuolas
(7.3%). Mientras que para las extracitoplasmaticas se identificaron: espacio perivitelino aumentado
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(13.4%), alteraciones de la zona pellcida (9%), exudados citoplasmaticos (7.3%) y dimorfismo del
cuerpo polar (0.6%), ademas se identificé una alteracidn producida por la técnica de obtencion de
ovocitos: ausencia de zona peltcida (3.1%) (Cuadro 2).

Alteraciones Categorias Total n (%)
Citoplasma granuloso 327 (29.7)
Citoplasma Incompleto 223 (20.3)
Citoplasmaticas
Ovocitos degenerados 104 (9.4)
Presencia de vacuolas 80 (7.3)
Espacio perivitelino aumentado 147 (13.4)
Alteracion de la zona pellicida 99 (9)
Extracitoplasmaticas
Exudados citoplasmaticos 80 (7.3)
Dimorfismo del cuerpo polar 7 (0.6)
Por técnica Sin zona pelucida 34 (3.1)

Cuadro 2. Principales alteraciones morfolégicas ovocitarias en ovejas, clasificadas por categorias.

Para un andlisis general se presenta el siguiente histograma que, permite identificar la frecuencia
de alteraciones ovocitarias presentes en ovejas domésticas O. aries (Gréfico 1).
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Citoplasma Citoplasma Espacio Ovocitos  Alteraciones de Presencia de Exudados Sin zona Dimorfismo del
granuloso incompleto perivitelino ~ degenerados la zona pelicida  vacuolas  citoplasmaticos  pelicida cuerpo polar
aumentado

Grafico 1. Frecuencia de alteraciones ovocitarias presentes en ovejas domésticas.
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Imagenes de alteraciones ovocitarias encontradas en borregas:
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La presencia de alteraciones morfolégicas en el ovocito compromete el desarrollo y calidad del
futuro embrion, sin embargo, la causa de estas alteraciones en muchos casos no ha sido
esclarecida. Faramarzi et al. (2017) clasificaron ovocitos humanos, reportando tan solo un 23% de
ovocitos viables vs. 77% de ovocitos dafiados (que presentaron alguna alteracion morfolégica), lo
que estadisticamente es similar a lo reportado en este trabajo (36 y 64% respectivamente).

En cuanto a las alteraciones observadas en este estudio, la presencia de citoplasma granuloso
(29.7%) coincide con lo reportado por la ASEBIR (2015), que sefiala que es una de las anomalias
que con mayor frecuencia se presentan en humanos y que puede deberse al colapso de algunos
organelos celulares como el reticulo endoplasmatico o el aparato de Golgi, En cuanto al citoplasma
incompleto, fue una de las anomalias mas frecuentes en los ovocitos de O. aries (20.3%). Se
desconocen las causas de ésta anomalia asi como las causas por las cuales los ovocitos
degeneran, aunque se han relacionado con los procesos apoptéticos. La presencia de vacuolas se
describe como lagunas de absorcion de liquido del espacio perivitelino, como consecuencia de una
posible dilatacion del reticulo endoplasmico Liso y el Aparato de Golgi, su frecuencia es en
humanos es de un 3% (Faramarzi et al., 2017), 3.9% (Sousa et al., 2016) y 5-12 % (Eun et al.,
2015), que es similar a lo encontrado en ovinos en este trabajo (7.3%).

El espacio perivitelino aumentado se relaciona con una sobremaduracion del ovocito y su
frecuencia va de 15% (Souza et al., 2016) a 22% (Faramarzi et al., 2017), lo cual se encuentra
ligeramente por encima de lo observado en este estudio (13.4%). En cuanto a las alteraciones de
la zona pellcida (engrosamiento, oscuridad, deformacion etc.), se desconoce su causa pero se
relaciona que estos dafios ocurren en humanos en un 15% (Sousa et al., 2016) a 16% (Faramarzi
et al., 2017) durante la foliculogénesis, cuando esta capa de glicoproteinas se sintetiza. Estos
datos estan por encima de lo obtenido en este trabajo (9%). Los exudados citoplasmaticos son
causados por un deterioro de la zona peldcida interna y la estimulacion excesiva de
gonadotropinas, su frecuencia esta reportado por Faramarzi et al. (2017) que es de 22%, valor
también por encima de lo obtenido por nosotros con un 7.3%. El dimorfismo del cuerpo polar
(tamafio, fragmentacion, etc.) se asocia con una carencia de la formacion del huso meiotico y
dafios generados por el proceso de maduracién in vitro, Sousa et al (2016) reportan 10 a 15% de
frecuencia, mientras que, Faramarzi et al. (2017) reportan 23%. Nuevamente estos valores superan
por mucho a lo encontrado en este estudio (0.6%).

CONCLUSIONES

Se concluye que, dada la alta tasa de anormalidades morfoldgicas presentes en los ovocitos de
oveja doméstica, es importante efectuar una seleccion minuciosa y evaluacidon de la calidad
ovocitaria, misma que, en primera instancia, puede basarse en la morfologia del ovocito v,
posteriormente, implementar técnicas mas sofisticadas. Todo esto con la finalidad de obtener
mejores resultados en la maduracién y el desarrollo embrionario in vitro en esta especie.
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RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son secuencias cortas de RNA de cadena sencilla que regulan la
expresion génica en eucariontes. Se ha demostrado que pueden participar en el desarrollo de las
plantas, desde su germinacién hasta el desarrollo de flores y frutos. El Amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) es una planta que puede crecer en condiciones adversas a diferencia de la
mayoria de las especies de interés agrondmico; sin embargo, la informacién en torno a los miRNAs
involucrados en éstas caracteristicas es desconocida. Por lo que el andlisis de los miRNAs
presentes en amaranto, puede sugerir miRNAs candidatos que podrian ser responsables o estar
involucrados en generar las caracteristicas fisiolégicas Unicas en esta planta, ademas de brindar la
oportunidad de un acercamiento a la identificacién de los genes clave en el proceso de desarrollo
del amaranto. Por ello, se pretende identificar los miRNAs presentes en el amaranto, e iniciar el
analisis funcional para identificar los miRNAs que participan en este proceso. Actualmente, hemos
identificado bioinforméaticamente secuencias de pre-miRNAs de amaranto, de las cuales se ha
validado su presencia experimentalmente y se ha analizado el perfil de expresion de estos pre-
miRNAs en amaranto, detectando hasta el momento 9 pre-miRNAs con expresion diferencial, de
los que se ha iniciado el analisis funcional.

INTRODUCCION

Los miRNAs trabajan en conjunto para regular un gen o un conjunto de genes, y se encuentran en
diversos drganos cumpliendo funciones similares o distintas. Por ejemplo, el miR159 se ha
encontrado en las flores de A. thaliana regulando el control sobre la floracién en el fotoperiodo, en
las semillas regulando su tamafio y forma, sus genes blanco son MYB33 y MYB65 se encuentran
en las flores y las semillas, mientras que MYB101 solo esté presente en las flores (1,2). Asi mismo,
se han identificado miRNAs en diversas especies de plantas se ha observado que algunas familias
de miRNAs se encuentran conservados en la mayoria de las plantas como es el caso de miR156,
miR164, miR166 entre otros; mientras que otros estan presentes solo en algunos grupos de
plantas (3), lo que sugiere que hay miRNAs especie especificos asociados a las caracteristicas
particulares de cada especie. EI Amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es una planta que
puede crecer en condiciones adversas a diferencia de la mayoria de las especies de interés
agrondmico; sin embargo, la informacion en torno a las bases moleculares que le permiten éstas
caracteristicas es limitada. Actualmente se han identificado miRNAs involucrados en diversos
procesos del desarrollo de plantas, los cuales juegan un papel importante en dichos procesos. Por
lo que el andlisis de los miIRNAs presentes en las diferentes etapas de desarrollo, puede sugerir
miRNAs candidatos que podrian ser responsables o estar involucrados en generar las
caracteristicas fisiologicas Unicas en esta planta, ademas de brindar la oportunidad de un
acercamiento a la identificacion de los genes clave en el proceso de desarrollo del amaranto. Por
ello, se pretende identificar los miRNAs presentes en el amaranto, e iniciar el analisis funcional
para identificar los miRNAs que pudieran tener una aplicacién agrobiotecnoldégica.

PARTE EXPERIMENTAL
Para la identificacion de miRNAs de amaranto se seleccionaron 12 miRNAs respecto a su

conservacion en diversas especies. Para los miRNAs elegidos se seleccionaron las secuencias
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maduras y precursoras de los miembros “a” de cada una de las familias de miRNAs en diferentes
especies. De las secuencias precursoras reportadas para diferentes especies, se sacO un
promedio de su longitud, para poder predecir un tamafio aproximado del posible precursor. Se
procedio a realizar el Blast contra el genoma de Amaranto reportado en el NCBI para la blisqueda
de los miRNA maduros y los precursores. En cada acceso se identificé la ubicacién de la secuencia
madura, una vez encontrada dicha secuencia se hizo una seleccién similar a la longitud promedio
del precursor de cada miRNA. Las secuencias precursoras predichas se analizaron en el sitio
RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cqi-bin/RNAfold.cqi), para predecir la posible estructura
secundaria (uno de los requisitos de los precursores de miRNA), de las candidatas se realiz6 un
Blast general buscando soélo aquellas que tuvieran un apareamiento parcial o total, pero que
presentaran un RNA sin funcion o ese miRNA en alguna otra especie. Una vez seleccionadas las
secuencias de pre-miRNAs de amaranto, se disefiaron los oligonucleétidos especificos para cada
una de las secuencias de los posibles pre-miRNAs candidatos para proceder a su validacion
experimental. Posteriormente, se realiz6 la colecta de tejido de amaranto que corresponde a
diferentes etapas de desarrollo. El tejido fue procesado para la extraccion de RNA con el método
de Trizol (Life Technologies, 2012). Para realizar el perfil de expresion diferencial de cada uno de
los pre-miRNAs en las diferentes etapas de desarrollo de amaranto, se llevé a cabo una RT-PCR
siguiendo la metodologia de la SuperScript Il RT (Invitrogen 2004), usando como control
constitutivo el factor de elongacion la (eF1la)

RESULTADOS
Se realiz6 la prediccion bioinformatica de las secuencias precursoras de los miRNAs seleccionados

en amaranto, logrando obtener la estructura tallo-asa de al menos 11 miRNAs, algunos ejemplos
se muestran en la figura 1.

a)
miR156 miR167 (O,
miR160 miR319 M
miR164 miR390
: miR399 (e mmressermmoecmm -
miR166 e 3,
=y %
) Tamafio del Tamadfio Apareamiento (nt) Identidad (25) ncRNA/mi MFE
miRNA (nt) RNA (Kcal/mol)
[ mirise | 21 165 21 100 @ -65.04
[ mirico | 21 204 21 100 = 70.22
[ mirica | 21 157 20 o5 @ -66.04
[ miR166 | 21 236 21 100 @ -55.19
| miR167 | 21 132 20 95 @ -53.89
[ mirics | 21 196 21 100 = -84.01
[ mirizz 21 275 20 o5 = 87.57
[ mirz111 | 21 223 19 20 @ 9.3
[ mirsis | 20 234 20 100 @ -93.08
[ mirsos | 21 105 20 o5 ® 69.17

Figura 1. Analisis de pre-miRNAs predichos de amaranto. a) Ejemplo estructuras secundaria de
pre-miRNAs de amaranto. b) Caracteristicas de los precursores analizados.
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Se llevo a cabo el andlisis de presencia de los miRNAs en cinco etapas de desarrollo de la planta
las cuales fueron nombradas como V3, V4, R1, R4 Y R5 que corresponde a la aparicién de hojas
verdaderas, el desarrollo de hojas verdaderas, la aparicion de la inflorescencia apical, el desarrollo
de la semilla, la maduracion y senescencia, respectivamente. Se analizé su perfil de expresién por
RT-PCR para cada uno de los pre-miRNAs durante el desarrollo (Figura 2). Se valido
experimentalmente la presencia de 9 miRNAs en amaranto (Figura 2). De los miRNAs analizados,
los miRNAs miR156, miR160, miR166, miR167, miR319, miR390 y miR399, estuvieron presentes
en todas las etapas de desarrollo y miR164 y miR319 estuvieron expresados soOlo en cuatro
etapas.

a) b) Amaranthus hypochondriacus
miR156 miR160 miR164
0.06 Family V3 | V4 R1 R4 R5
W 02 S ’/\_ miR156
Vi w4 Rl R4 RS ) va mLma RS I Vi V4 Rl R4 RS miR160
Etapas de desarrollo de... Etaps de desarrollo de... Etapas de desarrollo de... miR164
miR166 j . i
3 03 miR167 ) miR319 miR166
02 /.'J—\ miR167
o1 ' )_/\ miR319
’ va Ri RS : v

T e miR390

RS V3 va Rl
I

Etapas de desarrollo de.. Etapas de desarrollo

Etapas de desarrollo miR399

miR390 miR399 o

0001 01

. 0101 02
1.2 v4 At 0%
0.2 as01 08
] 09801 13
V3 R4 .
rrollo de..,

3 V4 R1 . . . 1301 18

Etapas de desarrollo ¢

Etapas de desarrollo de...

Figura 2. Perfil de expresion de los precursores de miRNAs en diferentes etapas de desarrollo de
amaranto. a) Comportamiento de los productos de RT-PCR de los precursores de miRNAs
seleccionados, resultados a partir de al menos tres réplicas técnicas. b) Clasificacién por nivel de
expresion de miRNAs presentes en el desarrollo de amaranto. V3 (hojas verdaderas), V4
(desarrollo de hojas), R1 (aparicién de la inflorescencia), R4 (desarrollo de la semilla) y R5
(maduracion y senescencia).

Al analizar su expresion durante el desarrollo de amaranto se encontré que existe expresion
diferencial de todos los miRNAs (Figura 2). El miRNA miR164, no se detectd en la maduracién y
senescencia de la planta, similar a lo que se ha reportado en otras plantas (4), donde se ha
sugerido éste miRNA juega un papel importante en el desarrollo de los frutos. El miR164 presenta
mayor expresion en la etapa de la aparicién de la inflorescencia apical, se conoce que miR164
también regula el balance entre la separacién y la fusién de tejidos, por medio de sus genes blanco
CUC (CUC1/CUC2) por lo que su alta expresion en ésta etapa puede estar asociada a estas
funciones (5). El miR399 se encuentra expresado a lo largo de todo el desarrollo de amaranto; sin
embargo, el nivel de expresiéon es mayor en la etapa del desarrollo de semilla (R4), lo que sugiere
poder estar relacionado a los requerimientos nutricionales de amaranto como se ha sugerido en
otras plantas (6). EIl miR169 se encuentra expresado preferencialmente en el inicio y final del
desarrollo; su gen blanco es el factor nuclear Y subunidad A (NF-YA) asociado a estrés abidtico,
pero también se ha observado participa en el control del tiempo de floracion (1,7). Para el miR160
su mayor expresion se da en la segunda y tercera etapa por lo que sugerimos puede estar
involucrado en el desarrollo de flores y semillas que se dan en las etapas de la fase reproductiva,
esto debido a que sus blancos son de la familia ARF (ARF10/ARF16/ARF17), que juegan un papel
clave en el mantenimiento del proceso de germinacion y el desarrollo normal de hojas, raices y
organos florales (6,8). Otro miRNA detectado en amaranto fue el miR2111 el cual present6é una
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disminucién gradual en el nivel de expresion conforme el desarrollo, pero de éste no se han
realizado estudios, siendo de interés iniciar su andlisis funcional.

En la figura 4 se presenta la posible interaccion de miRNAs durante el desarrollo del amaranto,
donde se puede apreciar la interaccion miRNAs y sus blancos, asi como la regulacién indirecta por
otros miRNAs. Por ejemplo, se sugiere mirl66 participa regulando genes PHB/V en la etapa V3 y
genes SPL en las etapas R1 Y R4, también podemos sugerir que sus blancos se ven afectado
indirectamente por otro miRNAs como miR390 y miR399. Con base a los resultados encontrados y
la informacién bibliogréafica de la funcion de los miRNAs identificados en el desarrollo de amaranto,
podemos sugerir que, varios miRNAs actian en conjunto durante el desarrollo de amaranto y que
su abundancia y expresion es clave para el correcto desarrollo de la planta.

miR156
SPLs
Ago 1
+ ‘ miR399
3
miR166 “'IR"" miR160
PHO2
PHB AP2 miR390
7 SPLs
"l“ miR164 !
SOCt . s0C1
LEC2 e Tasi RNA miR166 -
LFY NACs | >
SSPs FUL ARFs —» SPLs
AP1
HD-ZIP =
” o WY e
Ay Y
V3
R1
va R4 R5

Figura 4. Representacion esquematica de la posible interaccion de miRNAs durante el desarrollo
del amaranto.

CONCLUSIONES

Hasta el momento 9 pre-miRNAs han sido identificados en el desarrollo de amaranto, los cuales
mostraron expresion diferencial durante el desarrollo. La presencia y expresién diferencial de los
pre-miRNAs en las etapas analizadas sugiere que sus miRNAs correspondientes pueden estan
involucrados en el desarrollo de amaranto; por lo que es necesario la validacion de su funcién en el
desarrollo del amaranto.
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Serrano S/N, San Mateo Cuanald, Juan C. Bonilla, Puebla, CP 72640

RESUMEN
Hoy en dia no hay un aprovechamiento adecuado de Arachis hypogaea cominmente conocido

como cacahuate. Segun datos del Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, Puebla
ocupa el quinto lugar a nivel nacional en produccién de cacahuate con 9,249.28 toneladas
producidas por afio en el 2015 [1]. El cacahuate se utiliza principalmente para consumo directo [2].
Sin embargo el residuo o cascara no ha sido valorizado, se ha usado como forraje para ganado o
se considera fuente de contaminacién desechandose. La aplicacion de procesos de biorrefineria
permite el aprovechamiento de todos y cada uno de los componentes del cacahuate dandole un
valor agregado a sus productos y residuos, tal es el objetivo de este trabajo. Para el desarrollo de
una biorrefineria del cacahuate, en primer lugar se realizé su caracterizacion mediante analisis
proximal del grano y del residuo para determinar su composicion y potencial de aplicacion.
Posteriormente se obtuvieron cuatro productos de interés comercial. A partir del grano se elabor6
torito de cacahuate y aceite, en el caso de la cascara se obtuvo carbon activado y un material tipo
ladrillo.

INTRODUCCION

En la actualidad el consumo de cacahuate y sus derivados representa uno de los negocios mas
importantes a nivel mundial. Sin embargo a pesar de que México posee las condiciones para su
cultivo, la falta de métodos de industrializacién para esta materia prima y la poca diversificacion de
los productos a partir de esta, le resta valor a su venta y aprovechamiento total, lo que recae en el
bajo interés por su cultivo respecto de otros paises como India, Nigeria y Estados Unidos. La
implementacion de procesos de produccion puede dar valor agregado y fomentar la elaboracion de
productos del cacahuate, ademas, la utilizacion de sus desechos para la obtencidn de diversos
productos de uso industrial podria aumentar las expectativas de las personas sobre el cultivo de
cacahuate y mejorar la comercializacion del mismo. El cacahuate (Arachis hypogaea) es una planta
anual de la familia de las fabaceas, cuyos frutos, de tipo legumbre contienen semillas apreciadas
en la gastronomia. El cultivo se siembra a finales de primavera y se recolecta a finales de otofio.
Actualmente los principales paises productores de cacahuate son China e India, donde se utiliza
sobre todo como materia prima para la produccion de aceite. Entre las variedades para consumo
directo de buen comportamiento figuran: Runner, Virginia y Valencia [3].

TEORIA

La produccion nacional de cacahuate, se distribuye principalmente entre los estados de
Chihuahua, Sinaloa, Chiapas, Oaxaca y Puebla

El cacahuate es una leguminosa con gran concentracion de albumina y grasa, casi tanta como la
carne. El 50% de su grasa es monoinsaturada, y el 30% polisaturada, siendo esta Ultima
mayormente de la serie omega 6. De igual forma tiene un aporte significativo de proteina (27%), y
de fibra, lo que favorece la movilidad intestinal y combate estrefiimiento. Respecto al contenido de
vitaminas, la niacina es la mas destacada, seguida de la vitamina E. En promedio 20 g de
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cacahuate sin cascara aportan un 25% de las ingestas recomendadas para la niacina al dia y un
14% respecto a la vitamina E, ademas, al efecto antioxidante de esta vitamina se le afiade el de su
contenido en selenio y fitoesteroides [4].

La temperatura optima del cultivo de cacahuate que varia entre 21 y 27 °C, mientras que a 12 °C
su crecimiento se detiene. Los suelos deseables para la siembra de esta oleaginosa son aquellos
permeables, sueltos, profundos y sin agua freatica a 1 m de profundidad en general se cultiva en la
franja comprendida entre los 40° de latitud norte y sur, exige una alta luminosidad para alcanzar su
desarrollo normal y para propiciar un buen contenido de aceite en las semillas, por ello, no debe
cultivarse con otras plantas, las lluvias a intervalos frecuentes benefician la etapa vegetativa del
cultivo, hasta el momento de la floracion treinta a cuarenta dias después exigen mayor humedad,
durante el periodo de maduracién sus requerimientos disminuyen. Para este cultivo es muy
importante conocer el pH del suelo y que haya calcio asimilado en los primeros 7 0 10 cm de suelo
para asegurar el desarrollo normal de las vainas y semillas, el pH debe oscilarse entre 6 y 7,
inferiores pueden provocar merma en la cosecha, manifestando deficiencias de calcio como la
produccion de vainas vacias y con cascaras suaves [5].

Las tendencias actuales en relacion a los procesos de produccion y en el ambito ambiental son las
biorrefinerias. Se define como biorrefineria a la transformacién de los recursos bioldgicos seguros
y sostenibles en productos que requiere el consumidor, como por ejemplo alimentos, quimicos,
materiales, combustibles, entre otros. El objetivo de este trabajo es establecer una biorrefineria
para el aprovechamiento integral del cacahuate.

PARTE EXPERIMENTAL

Materia prima

El cacahuate se obtuvo de agricultores de Naupan, Puebla, en la Figura 1 se observa su ubicacion.

Figura 1. Mapa de Naupan
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ANALISIS PROXIMALES

En primer lugar se realiz6 la caracterizacion de la materia prima mediante analisis proximales de
acuerdo las Normas Mexicanas para Alimentos citadas a continuacion.

DETERMINACION DE HUMEDAD

Norma Mexicana NMX-F-083-1986 [6]

DETERMINACION DE CENIZAS

Norma Mexicana NMX-F-066-S-1978 [7]

DETERMINACION DE PROTEINA

Norma Mexicana NMX-F-068-S-1980 [8]

DETERMINACION DE FIBRA CRUDA

Norma Mexicana NMX-F-090-S1978 [9]

EXTRACTO ETEREO

Norma Mexicana NMX-F089-S-1978 [10]

PROCESAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

Se obtuvieron cuatro productos de interés comercial a partir de cacahuate, torito de cacahuate y
aceite empleando la semilla, carbén activado y un material tipo ladrillo utilizando la cascara.

TORITO DE CACAHUATE

Se pesaron 250 g del grano de cacahuate, 370 g de leche condensada, 450 g de leche evaporada
y se midieron 150 ml de ron de cafia, la semilla se tosté durante 5 min y se dejo reposando en los
150 ml de ron de cafia durante 1 hora, se mezclo junto con los dos diferentes tipos de leche y
fueron molidos. El torito resultante se filtré para retirar los solidos y fue envasado.
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Aceite

La extraccion de aceite de cacahuate se realizd en un destilador soxhlet utilizando éter etilico
como solvente para la extraccion, apegandose al método de extracto etéreo empleado en la
caracterizacion proximal de la norma Norma Mexicana NMX-F089-S-1978 [10].

Carboén activado

Se coloc6 una capsula de porcelana a peso constante y en ella fueron depositados 10 g de
cascara de cacahuate, posteriormente se coloc6é dentro de un horno de vacio a 300 °C y una
presién de vacio de 60 mm Hg.

Ladrillo

Se pesaron 500 gramos de arena, 600de cemento y 100 g de cascara. La cascara de cacahuate
fue humidificada en 1 litro de agua durante 1 hora, el exceso de agua fue decantado y se mezclé la
cascara humada con el cemento y la arena adicionando 500 ml de agua a la mezcla, la mezcla fue
moldeada en moldes para ladrillos y fue secada al sol por un dia.

Fermentacién sélida

La fermentacion solida es caracterizada por un proceso de fermentacién sobre un soporte solido, el
cual tiene un bajo contenido de humedad (limite inferior =12%) y ocurre en estado no aséptico vy
natural que contenga los nutrientes necesarios como fuente de carbono o energia para la
obtencién de un producto.

RESULTADOS

Caracterizacion de la materia prima

El cacahuate con céscara presento un tamafio promedio 27.9 mm de largo y 9.3 mm de ancho, sus
componentes principales son semilla, cascara y la cuticula. En la Tabla 1 se observa el % de
componentes del cacahuate, siendo el principal componente la semilla y la cuticula la que
representa el % mas bajo.

Tabla 1. Componentes del cacahuate.

% del
Componente
componente
0.697
Semilla
0.277
Cascara
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0.024
Cuticula

En primer lugar se caracterizo la materia prima para el
desarrollo de la biorrefineria del cacahuate, en la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos del
analisis proximal. Se observaron valores similares en cenizas y proteina, mientras que por el
contrario en el caso de fibra, grasa y carbohidratos los resultados difieren de acuerdo con
bibliografia consultada [11]. Dichas diferencias pueden ser atribuidas a diferencias en la variedad
de cacahuate analizada, el tipo de cultivo, la regién a la que pertenece, edad del cacahuate o
condiciones de cosecha.
Tabla 2. Composicién proximal de cacahuate.

Semilla Cascara Cuticula
Componentes Resultados Resultados
quimicos experimentales Comparacion | experimentales | Comparacion engfilrJrLt:r?t(;fes C(w]o%%r%%?n
(%) (Ochse, 1965) (%) (Ochse,1965) | *XP ) 1083)
Humedad 1.233 + 0.0046 27 1.233 +0.047 8.58 2340315 565
Cenizas 2.806 + 0.0036 27 2.11 £ 0.004 163 0.73 + 0.001 244
Extracto
ctéreo | S0733+2.306 50.4 2.11+.062 5.36 2.23 + 0.060 21.54
Fibra cruda 7.816 + 1.566 18 65.82 £+ 2.181 60 20.08 + 2.164 19.46
Proteina 29.811 +1.081 20.6 12.23+0 904 2599 +3.24 17.12
Carbohidratos | 16.900 + 0.003 8.48 £ 0.001 78.5 21.19 £ 0.006

La composicion determina de cada uno de los componentes de la materia prima para la
elaboracién de productos, en el caso de la semilla cuyo principal componente es la grasa fue
destinado a la produccion de aceite, mientras que la cascara, que posee un alto porcentaje en fibra
cruda lo cual lo hace un buen prospecto para produccién de carbén activado.

Procesamiento de la materia prima

En la Figura 1 se muestran los procesos a los que se someti6 al cacahuate para la elaboracion de
los productos deseados.
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Figura 1. Diagrama de bloques de la elaboracién de productos
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En la Figura 2 se observa el torito de cacahuate obtenido a partir de la semilla del mismo, el cual
tiene una facultad de transformacion de 2.28 L de torito por Kg de semilla en su procesamiento.
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Figura 2. Torito de cacahuate

Aceite de cacahuate

En la Figura 3 se aprecia el aceite de cacahuate obtenido, el cual muestra un rendimiento de
transformacion de 0.397 kg de aceite por kg de semilla.

Figura 3. Aceite de cacahuateCarbén activado

En la Figura 4 se muestra el carbdn activado obtenido de la cascara de cacahuate el cual tiene un
rendimiento de transformacién de 0.319 kg de carbén por kg de cascara de cacahuate.
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Figura 4. Carbén activado

Ladrillo de cascara de cacahuate

En la figura 5 se aprecia el ladrillo hecho de cascara de cacahuate en el cual muestra un
rendimiento de transformacién después del procesamiento de 10 unidades de 1.32Kg por Kg de
cascara.

Figura 5. Ladrillo de cascara de cacahuate
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Los residuos de la cascara se utilizaron para realizar una fermentacion sélida, la cual se tienen
como objetivo a futuro poder ser utilizada como alimento para ganado. En la figura 6 se muestra la
columna empacada que contiene la fermentacion solida de residuos de cacahuate con Aspergillus
sp. Tras su procesamiento posee una actividad de transformacion de 1.68 kg fermentacién por kg

de cascara.

Figura 6. Fermentacion solida de cascara de cacahuate

En la Tabla 3 se muestran los rendimientos obtenidos en los diferentes productos a base de
cacahuate a partir de 1000kg de cacahuate.

Tabla 3. Rendimientos en base seca y himeda por kg de componente

Productos

Base seca

Base hiimeda

Torito de cacahuate

2.28 L Torito/ kg semilla

2.19 L Torito/ kg semilla

Aceite de cacahuate

0.397 kg aceite/ kg semilla

0.302 kg aceite/ kg semilla

Carb6n activado

0.319 kg carbdn/ kg cascara

0.315 kg carbon/ kg cascara

Ladrillo de
cacahuate

cascara

de

10 ladrillos/ kg cascara

10 ladrillos/ kg cascara

Fermentacién solida

1.68 kg de fermentacion /kg
de cascara

1.66 kg de fermentacién /kg
de céscara
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CONCLUSIONES
En general los datos del analisis proximal se mantuvieron cercanos a lo reportado, siendo el Gnico

problema representativo los resultados del andlisis proximal de la cuticula de cacahuate.

La obtencién de carbén activado a partir de la cascara de cacahuate es una opcién muy rentable
debido a que la materia prima que se ocupa es residuo en su totalidad, de la misma forma el
alimento para ganado es una excelente alternativa para el aprovechamiento de los residuos.

Para aumentar la diversificacion de productos de cacahuate se propone posterior elaboracion de
un colorante y un material tipo papel. Debido a que durante la caracterizacion y analisis proximal
de la cuticula se pudo apreciar que posee una caracteristica de pigmentacion, la cual se puede
utilizar como otra alternativa de pigmentacion natural. Posteriormente se podria evaluar los
métodos de extraccion de este colorante usando diferentes solventes.

En el caso de la cascara de cacahuate para el mejoramiento de esta biorrefineria se puede utilizar
en la elaboracion de un material tipo papel para el mayor aprovechamiento de este residuo. De
esta manera evaluar su rendimiento de la cascara de cacahuate como materia prima para la
elaboracién de papel por medio de diferentes técnicas y asi brindar otra alternativa de consumo.
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RESUMEN

Hoy en dia, ¢como podemos saber acerca de la calidad de los alimentos? ¢Como saber, por
ejemplo, si un producto lacteo es 100% de leche? En la actualidad, los consumidores estan
mostrando un interés cada vez mayor en la forma en que se producen, elaboran y comercializan
los alimentos, exigiendo controles que garanticen la inocuidad y calidad de los mismos. Por lo
anterior, en este trabajo, se emplearon técnicas espectroscépicas como son la espectrocolorimetria
y la espectroscopia Raman, para la caracterizacion de productos alimenticios y asi contar con
parametros que ayuden a determinar la calidad e inocuidad de alimentos, en particular en este
trabajo, para tres quesos tipo asadero comerciales en la region y uno elaborado con 100 % de
leche. Para cada uno de ellos se obtuvieron parametros colorimétricos en los sistemas de color CIE
Yxy y CIE L*a*b* y se aplic6 un andlisis estadistico mediante la técnica de componentes
principales obteniendo tendencias cromaticas, observandose que el parametro de claridad (L*) es
mayor para el queso 100 % de leche. Asi mismo, se obtuvieron los correspondientes espectros
Raman para cada tipo de queso observando picos mas intensos en el queso 100 % de leche y una
relacion con sus parametros cromaticos. De lo anterior, se puede mencionar que las técnicas
espectroscépicas pueden ser herramientas de mucha utilidad en la industria alimentaria para poder
determinar el origen de los alimentos y su calidad.

Palabras clave: Raman, quesos, espectroclolorimetria, adulteracion.

INTRODUCCION

El queso asadero, es un queso tipico mexicano de pasta hilada o “filata” (por ello relacionado con
el mozzarella italiano) que se considera un queso fresco. Casi siempre se elabora con leche cruda
0 bronca de vaca y se presenta en el mercado de varias formas: en bolas o madejas, en bloques
de diferentes tamafios y aun en forma de discos aplanados, como tortillas aunque esta
presentacion no es muy comercializada, dependiendo de la region del pais en la que se produce
[1,2].

El queso asadero se produce tanto a nivel artesanal como en empresas medianas y
grandes; principalmente en los estados de Durango, Coahuila, Chihuahua, Aguascalientes, Jalisco
y Guanajuato. La materia prima para elaborarlo es la leche de vacas Holstein; su alimentacion es a
base de alfalfa fresca, concentrados de proteina como pasta de canola y/o soya, forrajes
fermentados de maiz, granos como el maiz rolado, sorgo y fibra obtenida principalmente de pastos
secos y maiz; el medio ambiente propicio para el desarrollo de este tipo de ganado es en climas
templados semisecos donde la temperatura media oscila entre los 15y 19 °C [1,2].

Uno de los rasgos mas caracteristicos del queso asadero, es el de fundir al alcanzar
temperaturas del orden de 60 °C y superiores; esto es debido al bajo pH de su pasta, situado entre
5.0 y 5.5. Su funcionabilidad lo hace muy deseable en la cocina tipica mexicana y se puede
combinar con gran variedad de platillos donde realce sus caracteristicas como es el caso de las
quesadillas, gratinados, chiles rellenos, gorditas rellenas, pizza y sin lugar a dudas el mas utilizado,
en “choriqueso”, que es una mezcla de chorizo con queso asadero que se funde para formar una
pasta homogénea y es acompafiada con tortillas de maiz [1,2].

El rendimiento del queso asadero es de 85 a 11.5 kg por 100 litros de leche
aproximadamente. Varia a lo largo del afio en funcién de la riqgueza en la composiciéon de la leche,
sobre todo en materia proteica coagulable.
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De la norma NOM-121-SSA1-1994 surge la clasificacion de los quesos mexicanos y el
asadero se encuentra dentro de los quesos frescos de pasta cocida junto con el mozzarella y el
Oaxaca [3].

El objetivo de ésta investigacion fue emplear la espectrocolorimetria y la espectroscopia
Raman, para la caracterizacion quesos asaderos comerciales y elaborados en laboratorio a partir
de 100% leche de vaca. Los datos se procesaron mediante la técnica de componentes principales
obteniendo tendencias crométicas y tendencias en los espectros Raman.

MATERIALES Y METODOS

Los quesos asaderos comerciales fueron adquiridos en diferentes queserias del Estado (muestras
2, 3y 4)y el queso elaborado con 100% leche de vaca (posta, muestra 1) se proceso en la
Universidad Auténoma de Aguascalientes, en el Centro de Ciencias Agropecuarias,
particularmente en el taller de lacteos. Ubicado en el municipio de Jesus Maria, Aguascalientes.

Analisis de color

La obtencién de los parametros colorimétricos se realizdé con un espectrocolorimetro de geometria
45/0 (GretagMacbeth, modelo i1 Pro) con un area de visién de 4.5 mm, intervalo espectral de 380 a
730 nm y una resolucion éptica de 10 nm. Las variables colorimétricas fueron determinadas
mediante el uso de un software desarrollado en Labview (ColorCIO) para un iluminante estandar
CIE D65 (promedio de la luz del dia) y un observador estandar CIE de 10° a partir de las curvas de
reflectancia espectral de cada queso en el intervalo de 400 a 700 nm. Lo anterior, se realizé
efectuando tres mediciones en la parte interna de cada muestra de queso para obtener un valor
promedio [4].

Andlisis por Espectroscopia Raman

Para la medicién de los espectros Raman de los quesos, se utilizd un sistema Micro-Raman
(Renishaw, modelo 1000B) con una geometria de retroesparcimiento. El sistema utiliza una
longitud de onda de excitacion de 830 nm, un objetivo de microscopio DMLM (Leica) de 50x con
tamafio aproximado de spot laser de 2 ym y potencia laser sobre la muestra de aproximadamente
10 mW. El sistema se calibré utilizando la linea Raman de 520 cm™ de una oblea de Silicio. Los
espectros Raman se obtuvieron de la parte interna de cada muestra de queso.

Procesamiento De Datos

Para la clasificacién de los datos de color y Raman asociados a cada muestra, se utilizé el analisis
de componentes principales (PCA). Para ello, se desarroll6 un programa en la plataforma de
MatLab, considerando espectros normalizados a su maxima intensidad. Determinados a partir de
las graficas de porcentaje de varianza, se seleccionaron los tres primeros PCs [5,6].

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1, se muestran los espectros Raman obtenidos de los quesos asaderos. El queso
que presenta mayor intensidad en sus picos es el elaborado en Laboratorio con leche 100% de
vaca. La intensidad de los quesos comerciales no se mantiene constante ademas de observarse
razén de picos diferente si se considera el pico de 1720 cm™. Lo anterior posiblemente es debido a
los ingredientes y el proceso de elaboracion. Esta misma tendencia se observa, en la figura 2, a lo
largo del eje PC3, en donde la muestra 4 tiene la menor intensidad.
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Intensidad (U. A.)

Corrimiento Raman (cm™)

Figura 1. Espectros Raman de quesos asaderos.

PC3,

Figura 2. PCA de los espectros Raman mostrados en Figura 1.

En la Figura 3 se muestran los espectros de reflectancia de los quesos asaderos comerciales y el
queso posta. A partir de los espectros de reflectancia, en la Tabla 1 se muestran las coordenadas
de color obtenidas para cada uno de los quesos asaderos. Se observa que el parametro L
(claridad) es mayor en el Queso Posta. Ademas esta misma tendencia se observa, en la figura 4, a
lo largo del eje PC3 en donde la muestra 4 tiene la menor claridad.
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Figura 3. Curvas de reflectancia de los quesos asaderos comerciales y el queso posta.
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Tabla 1. Parametros de color de los quesos asaderos comerciales y el queso posta considerando

un lluminante D65 y un Observador Estandar 10°.

Muestra X Y Z X y L* a* b*
4 39.0825 | 41.9175 | 39.9391 | 0.3232 | 0.3466 70.814 -2.0442 5.831
3 42.5129 | 45.5652 44.146 0.3215 | 0.3446 | 73.2625 -2.0135 | 5.1696
2 51.4712 | 54.9882 | 52.9298 | 0.3229 | 0.345 79.0345 | -1.7035 | 5.8472
1 52.7098 | 56.3989 55.6783 0.3199 | 0.3423 | 79.8403 -1.9306 | 4.5476

Por otra parte, comparando colorimétricamente los quesos comerciales contra el queso posta, se

obtuvieron las diferencias de color de la Tabla 2, donde AE es la diferencia de color total y AC es la
diferencia de cromaticidad.

Tabla 2. Diferencias de color entre quesos comerciales y un queso 100% leche de vaca.

Muestra AL Aa* | Ab* AE AC
2 0.65 | 0.05 | 1.69 | 1.55 | 1.32
3 43.27 | 0.01 | 0.39 | 6.61 | 0.63
4 81.47 | 0.01 | 1.65 | 9.12 | 1.29

Aplicando PCA a las curvas de reflectancia de cada queso,
muestran en la Figura 4.
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Figura 4. PCA de las curvas de reflectancia mostradas en Figura 3.
De la Figura 4 se puede ver que si consideramos la diferencia de color total (AE), la muestra 2 es la
gue mas se parece a la muestra 1, mientras que la muestra 4 es la que mas difiere de la muestra 1.
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Sin embargo, si solamente se considera la diferencia croméatica (AC), la muestra 3 es la que mas
se asemeja a la muestra 1, mientras que la muestra 2 es la que mas difiere de la muestra 1.

CONCLUSIONES

Los andlisis espectroscopicos obtenidos en este trabajo son fundamentales para crear una base de
datos de quesos asaderos elaboradas 100% con leche de vaca. Esto es muy importante para
garantizar la calidad de los productos lacteos.
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RESUMEN

El repollo es cultivado por su gran demanda para el consumo, con la posibilidad de cultivarse todo
el afio, mediante la propagacion de plantulas sanas y vigorosas para obtener mayores
rendimientos. En la presente investigacién se buscé evaluar el efecto de los microorganismos
benéficos en la germinacion, sobrevivencia y crecimiento de la plantula de repollo. El disefio
experimental consistié en colocar las semillas en cuatro bandejas de germinacién con 72 celdas, a
las que se les aplic6 un tratamiento distinto a cada una. El tratamiento uno (T1) fungié como testigo
y solo se aplico el riego, en el tratamiento dos (T2) se us6 un producto comercial a base
de Azospirillum brasilensis, en el tratamiento tres (T3) se usaron microorganismos de montafia y en
el tratamiento cuatro (T4) se realiz6 una combinacion de T2 y T3. Las semillas fueron inoculadas
con A, brasilensisy microorganismos de montafia de acuerdo a cada tratamiento, para
posteriormente ser sembradas en un sustrato a base de arcilla, arena, ceniza de ladrillera y fibra de
coco. Después de la germinacion se realizé la aplicacion semanal de los microorganismos en el
riego y se midieron los parametros de germinacién, sobrevivencia y crecimiento. Los resultados
mostraron que hubo diferencias significativas en germinacion y sobrevivencia entre los tratamientos
con microorganismos (T2, T3y T4) y el testigo, en la cuantificacién del crecimiento se encontré que
los microorganismos de montafia (T3) superaron a A. brasilensis (T2), sin embargo la combinacion
de ambos (T4) resulté ser el de mayor crecimiento. El uso de A. brasilensis y microorganismos de
montafia favorecen la germinacién y sobrevivencia de las plantulas de repollo y su combinacion
resulta un consorcio microbiolégico que influye en su crecimiento, debido a que producen
sustancias promotoras del crecimiento de las plantas.

INTRODUCCION

La produccion de hortalizas representa un aporte importante en la economia agricola, para México
representa el 16% del valor de la produccion con el 2.7% de la superficie agricola y 2.1% de la
produccion total (SAGARPA, 2010) y una balanza comercial positiva dentro del sector rural con un
volumen exportado de 4.1 veces mayor que el importado desde 1961 a 2010 (FAO; FAOSTAT
2012), sumado a un beneficio social por la gran demanda de mano de obra, el mejoramiento de la
alimentacion y nutricibn mediante hojas, frutos, raices, tallos y flores alto contenido de minerales,
vitaminas y proteinas.

México se encuentra en una zona privilegiada para su produccién de hortalizas por la gran
diversidad de condiciones ambientales en la que se encuentra, ademas de las ventajas
competitivas por la posicion geografica, la apertura comercial y los altos estandares fitosanitarios
en cuanto a calidad e inocuidad, han favorecido a la competitividad, expresada en un alto grado de
integracion con los mercados externos a través de las exportaciones (Gaucin, 2015).

Dentro de las Cruciferas, el repollo Brassica oleracea L. var. capitata es una hortaliza que beneficia
a la salud humana, con una buena fuente de vitaminas A, B6, C, potasio, fibra y baja en grasas,
ademas de reducir el riesgo de contraer algunos tipos de cancer (Zamora, 2016).

El cultivo del repollo se puede establecer tanto en la temporada otofio-invierno como primavera-
verano, sin embargo, requiere un rango 6ptimo de temperatura de 15 y 18 °C, para su adecuado
desarrollo, con temperatura arriba de 25 °C el desarrollo del repollo es lento (Zamora, 2016). La
germinacion se realiza en semilleros para posteriormente ser trasplantado en un suelo franco rico
en materia organica y profundidad de 20 a 30 cm para un buen desarrollo radicular, es tolerante a
pH &cidos del rango de 5.5 a 6.5 (Lépez, 2005).

La practica de la inoculacién con bacterias puede aportar diferentes beneficios a los cultivos desde
el momento de la germinacion y su posterior desarrollo. Diversas bacterias rizosféricas son
actualmente utilizadas como biofertilizantes en la produccién de hortalizas, mediante la practica de
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la inoculacién a la semilla y aplicacién en el riego, en busca de un beneficio para los cultivos
durante la etapa de germinacién y desarrollo en los alméacigos. Una de estas bacterias de vida libre
se encuentra en el género Azospirillum, rizobacteria considerada promotora de crecimiento vegetal
por su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico y producir fitohormonas, produccién de sideréforos
y mejoramiento del sistema de absorcion radical y relacién agua/planta (Casséan et al., 2003; Di
Barbaro et al., 2005).

Por otro lado los microorganismos de montafia (MM), integrados por colonias de hongos, bacterias
y levaduras benéficas generan una descomposicién de materia organica, mediante un cultivo mixto
de microorganismos benéficos (Rhodopseudomonas spp, Lactobacillus spp, Sacharomyces spp,
actinomicetos y hongos fermentadores), han generado efectos positivos para un ambiente en
equilibrio en beneficio de los cultivos (Higa, 2013).

En la presente investigacion se busc6 evaluar el efecto de los microrganismos benéficos (MM)
recolectados en ecosistemas de montafia y  Azospirillum brasilencis en la germinacion,
sobrevivencia y crecimiento de la plantula de repollo.

MATERIAL Y METODO

Para el estudio de utilizaron semillas de repollo de una variedad comercial y consisti6 sembrar en
bandejas de germinacién 24 semillas con tres repeticiones y cuatro tratamientos distintos. El
tratamiento uno (T1) se utiliz6 como testigo y solamente fueron aplicados los riegos
correspondientes con agua no clorada. En el tratamiento dos (T2) se aplic6 un producto comercial
a base de Azospirillum brasilensis, diluido en agua no clorada. En el tratamiento tres (T3) se usaron
microorganismos de montafia (MM) en su fase liquida, diluidos al 5% en agua no clorada y
aplicada durante el riego. Para el tratamiento cuatro (T4) se realiz6 una combinacion de T2 y T3,
aplicados en el agua de riego.

Las semillas fueron sembradas en un sustrato a base de arcilla, arena, ceniza de ladrillera y fibra
de coco molida, puestas en remojo durante 10 minutos en una solucién de agua con melaza al 1%
adicionando A, brasilensis para T2, microorganismos de montafia fase liquida para T3 y la
combinacion de ambas para T4. Los riegos se realizaron diariamente utilizando agua no clorada y
agregando los microorganismos en solucién, para T2 se us6 A, brasilences, para T3 los MM y para
T4 la combinacion de los microorganismos utilizados en T2y T3.

Para obtener los MM se realizd el proceso de acuerdo a la metodologia propuesta por Kondo et al.
(2015) y posteriormente de la fase liquida anaerobia se tomd lo requerido para hacer las diluciones
al 5 %. En la preparacion del A, brasilensis se us6 un producto comercial del que se tom6 180 gr
para diluirlo en 4 litros de agua sin cloro.

Se midié la cantidad de germinacion y sobrevivencia de las plantulas de repollo durante dos
semanas, posteriormente se registré su crecimiento utilizando una regla plastica, la medicion fue
desde la superficie del suelo hasta el meristemo apical de la plantula en el momento de realizar el
trasplante. Se realiz6 un analisis multifactorial de la varianza para germinacion y sobrevivencia, lo
mismo que para crecimiento (ANOVA) con el programa estadistico de EXCEL.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mayor cantidad de semillas de repollo germinadas y que al final del proceso sobrevivieron se
logré mediante la combinacion de A. brasilences y microorganismos de montafa (T4), seguida del
uso de los MM (T3) y de A, brasilences (T2) y con menor cantidad el tratamiento testigo (T1)
(Figura 1).
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Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 | Dia9 Dial0 Diall Dial2 Dial3 Dial4 Dial5 Dial6
ET1 3 8 13 16 22 24 24 25 26 24 24 21
T2 10 27 29 30 30 31 30 30 30 30 30
T3 11 33 34 35 35 35 35 33 32 32 32
T4 11 31 35 35 37 40 37 36 36 35 35
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Figura 1. Germinacién y sobrevivencia de las plantulas de repollo

De acuerdo con el analisis de estadistico de germinacién y sobrevivencia se encontré que existe
diferencia significativa estadisticamente al menos en un tratamiento (p=0.02) para un 95% de
confiabilidad entre los cuatro tratamientos (Tabla 2) sin embargo, entre los tratamientos T2, T3y T4
en que se usaron los diversos microorganismos no se encontraron diferencias significativas
estadisticamente entre ellos (p=0.47).

Tabla 2. Analisis de varianza de germinacién y sobrevivencia de los cuatro tratamientos de
las plantulas de repollo.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Tl 12 230 19.1666667 56.3333333
T2 12 311 25.9166667 80.6287879
T3 12 351 29.25 106.931818
T4 12 372 31 126.909091
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones F Probabilidad Valor critico para F

Entre grupos 3.530475762 0.022340524
Dentro de los grupos

Total

2.816465817

Al medir el crecimiento de la plantula de repollo se encontré6 que la combinacién de
microorganismos de montafia y A, brasilences (T4) superaron en crecimiento a los tratamientos
donde se aplicaron solos (T2 y T3), no obstante que no representaron una diferencia significativa
estadisticamente en las dos mediciones (p=0.24 y 0.07), sin embargo con el tratamiento testigo
(T1) en la segunda medicion si hubo diferencias significativas con (p=0.005).
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Figura 2. Dos mediciones del crecimiento de la plantula de repollo.

Diversas investigaciones han sefialado los beneficios del uso de microorganismos benéficos
durante la germinacion de las semillas de hortalizas debido a que produce sustancias promotoras
del crecimiento, tales como acido indol acético, citocininas, giberelinas y sideréforos (Di Barbaro et
al.,

2005), estimulado la produccién enzimatica de las membranas celulares, eliminando la dormancia
de las semillas (Sanchez et al., 2001) incitando la germinacion, el crecimiento, la produccion de
raices laterales y pelos radicales favoreciendo la absorcién de nutrientes (Bashan y Holguin, 1994).
Existen bacterias reconocidas por su efecto en la emergencia de semillas vegetales, conocidas
como bacterias promotoras de emergencia, dentro de ellas se encuentra Azospirillum brasilense
(Zambrano & Diaz, 2008).

La mayor sobrevivencia y crecimiento de las plantulas con microorganismos es debido a que los
organismos se asocian a la rizosfera de plantas, actuando como promotores del crecimiento, la
fijacion biologica del nitrégeno y solubilizacion del de minerales (Barassi et al., 2008; Cassan, et al.,
2003), activando ademas los diversos mecanismos de crecimiento vegetal, con efecto promotor del
crecimiento resultado de una combinaciéon de diversos mecanismos, de acuerdo a la especie
vegetal, condiciones ambientales y la cepa utilizada (Barassi et al., 2008; Méndez et al., 2014),
principalmente mediante la produccién de fitohormonas, suplemento de macro y micro elementos
(Spaepen et al., 2009), por otro lado la diversidad microbiolégica aportada con los MM, se
relaciona de manera simbidtica, provocan una rapida movilizacion de la materia organica y sus
minerales (Ismail & Soliman, 2010), favoreciendo la multiplicacién de microorganismos benéficos,
permitiendo el mejor desarrollo radicular y una adecuada absorcidon de nutrientes (Reyes, 2002;
Higa, 2013).

CONCLUSION

El uso de MM y A. brasilences inoculados a la semilla de repollo favorecen su germinacion debido
a la activacién de los mecanismos de produccién de fitohormonas y enzimas que desactivan su
estado de latencia o dormancia y su asociacién con la rizosfera promueven el crecimiento al fijar
nitrégeno y solubilizar minerales.

Es importante seguir estudiando la simbiosis en una la diversidad microbiologica, para encontrar
sus benéficos y adaptarlos las condiciones de los diferentes cultivos.
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RESUMEN

El chile manzano (Capsicum pubescens R. y P.) originario de las partes altas de Per( y Bolivia, fue
introducido a México a principios del siglo XX, en la actualidad, es ampliamente distribuido por todo
el mundo en regiones con altitudes de 1700 a 2500 m.s.n.m. En México, las entidades con mayor
superficie destinada a este cultivo son: Michoacan, Puebla, Veracruz, Estado de México y en
menor escala Chiapas, Oaxaca y Morelos, donde forma parte de los habitos alimenticios. Sin
embargo, esta especie Unicamente se conoce bajo cultivo por lo que se requiere caracterizar y
rescatar la variabilidad genética cultivada como fuente importante para el mejoramiento genético
del cultivo. En base a lo mencionado, la presente investigacion plante6 la caracterizacion
morfolégica de 20 colectas de Capsicum pubescens provenientes del estado de Michoacan con el
objetivo generar informacién sobre la variabilidad de chile manzano presente en estado, asimismo,
de cada individuo se evaluaron los siguientes caracteres morfolégicos: color de fruto, nUmero de
I6culos, arrugamiento transversal, cuello en la base del fruto, presencia de manchas o rayas, forma
de fruto, apice de fruto, base de fruto, longitud de fruto, didmetro de fruto, espesor de la pared,
namero de semillas y color de semilla. De acuerdo con el analisis de varianza se encontraron
diferencias altamente significativas (p< 0.0001) en ocho de las trece variables evaluadas. Los
caracteres con mas alta variacion entre colectas fueron cuello en la base de fruto (cv=87.81022), la
presencia de manchas o rayas (cv=68.43923) y el color de fruto (cv=52.98002). Posteriormente, de
acuerdo al analisis de componentes principales se explico un 78.96% de la varianza que existe
entre las colectas de chile manzano en funciéon de los tres primeros componentes principales.
Finalmente, se concluye que existe una amplia variabilidad morfolégica en colectas de C.
pubescens procedentes de Michoacan.

INTRODUCCION

El chile es uno de los cultivos méas importantes a nivel mundial. Se caracteriza por la pungencia de
sus frutos (Zegbe et al., 2012; Castro et al., 2012), causada por tres principales capsaicinoides:
nordihidro-, dihidro- y capsaicina (Sanchez-Sanchez et al., 2010). Ademas, ha jugado un papel
sobresaliente en la cultura y la alimentacién de la poblacion desde épocas prehispanicas
(Hernandez, 2014), con gran relevancia en la cocina mexicana situandose entre las principales
especias (Zegbe et al., 2012). Asimismo, se incrementa su valor econémico en la industria de
proceso y extraccion de colorantes y oleorresinas (Arreguin et al., 2015). México por su parte, es
uno de los paises con mayor diversidad vegetal y uno de los principales centros de domesticacion
de plantas (Hernandez, 2014), es el pais con la mayor diversidad de Capsicum que se cultiva
practicamente en todo el territorio, con sistemas de produccién y problematicas muy diversas
(Zegbe et al., 2012). El género Capsicum esta formado por alrededor de 30 especies, dentro de las
cuales destacan C. annuum L., C. frutescens L., C. pubescens Ruiz y Pavon, C. chinense Jacq y
C. baccatum L., como las especies cultivadas de mayor importancia (Bosland y Votava, 2012).
Asimismo, la especie C. pubescens ha cobrado mayor importancia en los UGltimos 15 afios (Pérez y
Castro, 2008); sin embargo, s6lo se conoce bajo cultivo, se desconoce el progenitor silvestre de
esta especie y sus posibles parientes mas cercanos C. cardenasii y C. eximium se distribuyen
principalmente en Bolivia (Esbaugh, 1983). En particular, los estudios realizados sobre la
diversidad del género Capsicum, se han basado en métodos descriptivos por medio de caracteres
morfolégicos de planta, por lo que es importante realizar estudios para identificar caracteres
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agronémicos de interés que prevalecen en diferentes regiones del estado de Michoacéan, asi como
caracterizar y rescatar la variabilidad genética como fuente importante para el mejoramiento
genético del cultivo. En base a lo mencionado, el objetivo general que se plantea en el presente
trabajo es generar informacion sobre la variabilidad de C. pubescens en el estado de Michoacan.

MATERIALES Y METODOS

El material genético incluido en el presente trabajo de investigacion, consta de 20 colectas de
Capsicum pubescens provenientes de tres municipios del estado de Michoacan (Figura 1), cada
colecta cuenta con 4 repeticiones, sumando un total de 80 individuos. De cada individuo se
evaluaron los siguientes caracteres morfolégicos: color de fruto, numero de l6culos, arrugamiento
transversal, cuello en la base del fruto, presencia de manchas o rayas, forma de fruto, apice de
fruto, base de fruto, longitud de fruto, diametro de fruto, espesor de la pared, nimero de semillas y
color de semilla.
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Figura 1. Ubicacion geografica de los municipios de origen de las colectas de Capsicum
pubescens R. y P. en el estado de Michoacan, México.

La informacion morfolégica se concentré en una base de datos de Excel, la cual fue sometida a un
andlisis de varianza bajo un disefio experimental en bloques completos al azar con cuatro
repeticiones, con base en el andlisis de varianza se seleccionaron aquellos MS para los cuales
hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.0001), enseguida se practico un analisis de
correlacién de Pearson y Filon (1898) con el objetivo de considerar las variables que aportan
mayor informacién a la variacibn en la caracterizacion morfolégica de C. pubescens.
Posteriormente, calculd6 una matriz de promedios para hacer un analisis de componentes
principales, y finalmente se calcul6 una matriz de distancias euclidianas entre colectas para hacer
un analisis cluster y se hizo un dendrograma con el método de agrupamiento de Ward. Todos los
analisis fueron realizados con el paquete estadistico SAS® University Edition.
(http://www.sas.com/en_us/software/universityedition.html).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos del analisis de varianza arrojaron diferencias estadisticas significativas (<
0.0001) en color de fruto, presencia de manchas o rayas, forma de fruto, apice de fruto, base de
fruto, longitud de fruto, didmetro de fruto y numero de semillas. El coeficiente de determinacion

Los caracteres con la mas alta variacion entre colectas fueron cuello en la base de fruto (cv=
87.81022), presencia de manchas o rayas (cv=68.43923) y color de fruto (cv= 52.98002) (Cuadro
1). En base al andlisis de correlacién de Pearson y Filon (1898), se identificaron variables con alto
nivel de significancia, ya que se detecté una correlacién de 0.44467 entre las variables: forma de
fruto y longitud de fruto, asimismo, se correlaciona la longitud de fruto con el didmetro de fruto
(0.56402) y didametro de fruto con ndmero de semillas (0.57820).
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Cuadro 1. Estadisticos simples determinados en 13 caracteres morfolégicos evaluados en 20
colectas de Capsicum pubescens.
Z

Variable R CV." Media Pr>F
Color de fruto 0.676837 52.98002 1541.988 <0.0001
Numero de I6culos 0.418122 19.71545 0.519995 0.0313
Arrugamiento transversal 0.462054 29.55619 4.400000 0.0082
Cuello en la base del fruto 0.550505 | 87.81022 0.450000 0.0002
Manchas o rayas 0.649156 68.43923 0.512500 <0.0001
Forma de fruto 0.619200 | 24.36884 | 3.750000 | <0.0001
Apice de fruto 0.627002 | 12.07264 2.712500 | <0.0001
Base de fruto 0.610427 14.55608 4.125000 <0.0001
Longitud de fruto 0.811939 12.31472 5.010000 <0.0001
Diametro de fruto 0.783743 12.43312 4.933750 <0.0001
Espesor de la pared 0.551892 | 2914233 | 6.437500 | 0.0002
Nimero de semillas 0.636320 | 2535841 | 66.20000 | <0.0001
Color de semilla 0.475424 | 28.41877 | 2.525000 | 0.0052

En el analisis de componente principales se explica un 78.95 % de la varianza que existe entre las
colectas de C. pubescens con los tres principales componentes principales (Cuadro 2). En la
Figura 2, se observa la distribucion geogréafica de las colectas, en funcion de los tres primeros
componentes principales, al analizar los vectores propios con valores arriba de .4 se concluye que
el componente principal 1 esta en funcién de la presencia de manchas o rayas, apice de fruto, base
de fruto, longitud de fruto y diametro de fruto; el componente principal 2 se determind en funcion
del color de fruto y el componente principal tres estd en funcion de la presencia de manchas o
rayas. Finalmente, el dendograma generado en el analisis cluster con base en el método de
agrupamiento de Ward, indica la formacion de seis grupos a una distancia euclidiana de 0.05
(R* semiparcial) (Figura 3).

Cuadro 2: Varianza explicada en 20 colectas de Capsicum pubescens mediante analisis de
componentes principales.

Autovalor Diferencia Proporcién Acumulada
1 2.75402095 1.53774651 0.4590 0.4590
2 1.21627444 0.44926954 0.2027 0.6617
3 0.76700490 0.11438670 0.1278 0.7896
4 0.65261820 0.23868710 0.1088 0.8983
5 0.41393110 0.21778068 0.0690 0.9673
6 0.19615042 0.0327 1.0000

120



AVANCES DE LA CIENCIA EN MEXICO

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
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Figura 2. Distribucion geografica de 20 colectas de Capsicum pubescens en funcién de los
primeros tres componentes principales que explican el 78.96 % de la varianza

acumulada.
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Figura 3. Dendograma de disimilitud de 20 colectas de Capsicum pubescens procedentes del

estado de Michoacan.

CONCLUSION

Se determing la existencia de amplia variabilidad morfoldgica de Capsicum pubescens en los tres

municipios del estado de Michoacan.
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RESUMEN

La actividad acuicola en México ha sido la alternativa para generar alimento con alto valor
nutricional, estableciendo aspectos de estrategias de reproducciéon, manejo y conservacién en
sistemas controlados como es el caso de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). La presente
investigacién compara y determina la calidad espermatica de reproductores de dos lotes, con el
objetivo de incrementar la produccién de trucha en un centro acuicola referente del pais.
Aleatoriamente se obtuvieron 10 organismos del lote HN de 3 afios y 10 de MICH de cinco, se
registro la longitud patron LP con un ictiometro modificado y el peso utilizando una balanza digital
ADAMS®, para la extraccion del semen fue con una ligera presion abdominal, se realizaron
pruebas cuantitativas y cualitativas como: volumen, pH, densidad, color y consistencia. Los
resultados obtenidos para el lote HN en cuando a la talla fue de 40 + 2.7 cm y 1078 + 275 g, con
una produccién de semen promedio de 13.14 + 6.5 mL, el pH de 7.56 en promedio, con una
densidad de 0.97, todas las muestras presentaron color blanco/lechoso; mientras que el lote MICH
la talla promedio fue de 55.4 + 4.2 cm y 2966 + 590 g, con una produccién promedio de semen de
21.3 £ 11.8 mL, el pH promedio de 7.87, con una densidad de 0.98, la mayoria presentaron color
blanco/acuoso. La comparacion permite determinar el lote que garantice la fecundacion y si es
conveniente mantener organismos muy grandes, debido a que incrementan los costos de
manutencion y reduce la posibilidad de incrementar la produccion de las crias de la especie.
Palabras clave: Volumen de semen, pH, densidad y consistencia

INTRODUCCION

En acuacultura la calidad de gametos es necesario evaluar para asegurar la produccién de larvas
viables (Hajirezaee et al., 2010). Lo que permite aumentar la produccion durante todo el afio y
cubrir la demanda en el mercado, ademas del consumo de proteina, incrementar los ingresos al
pais y del personal que labora en las granjas (Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca, 2012).

En la industria de la acuicultura la calidad del esperma es un problema constante que afecta tanto
la produccion de especies comerciales como la introduccién de nuevas especies con interés
comercial alto (Cabrita et al.,, 2014). La calidad del semen se define como la habilidad del
espermatozoide para fertilizar exitosamente un huevo (Bobe y Labbé 2010). Sin embargo,
cualquier parametro fisico cuantificable que se correlacione directamente con la capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides podria ser utilizado potencialmente como una medida o
indicador de la calidad espermatica (Cosson, 2008).

En consecuencia el objetivo de la presente investigacién es evaluar la calidad espermética en
reproductores de trucha arco iris Oncorhynchus mykiss en dos lotes: HN y MICH de tres y cinco
afios de edad.

METODOLOGIA

Se seleccionaron 10 organismos del lote HN de tres afios y 10 del lote MICH de cinco afios,
ambos pertenecientes al Centro Acuicola “El Zarco”, México-Toluca, Ocoyoacac, Estado de
México.

Colecta del semen

Para la colecta del semen, se mantuvo en ayuno a los organismos, con el fin de prevenir la
contaminacion del semen; para minimizar el estrés durante la manipulacién se anestesiaron con
esencia de clavo a una concentracién de 0.05 mL L™ de agua. Las muestras de semen se
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obtuvieron mediante ligera presion abdominal en direccién opérculo-caudal, el semen se colectd en
tubos graduados con capacidad de 50 mL (Rodriguez et al., 2007).

Evaluacion macroscopica

El volumen se determin6 directamente en tubos graduados de 50 mL, el pH mediante un
potenciémetro marca: HANNA, modelo: HI900.

La densidad (g) se evalud a partir del cociente del peso entre el volumen del semen mediante la
siguiente férmula (Rodriguez, 1992).

En donde:

D= densidad, W= peso del semen (g) y V= volumen del semen (mL).

El color, que se clasificd en a) transparente; b) blanco; c) amarillo y consistencia: a) acuoso; b)
lechoso; c) cremoso (Valdebenito, 1995; Cruz, 2001; Navarro et al., 2004).

Andlisis estadistico

Los valores fueron procesados por medio de analisis descriptivo expresado como media + desviacion
estandar. Para evaluar la variacion de la calidad del semen, se empled la prueba t de studen’t con un nivel de
significancia de 0.05.

RESULTADOS

Longitud-peso
Los organismos HN presentaron una longitud minima y maxima de 40.8 y 48.8 cm respectivamente
con un valor un promedio de 45.2 cm en contraste con el lote MICH cuya longitud total minima y
maxima fue de 53 y 69 cm con valor promedio de 61.1 cm, lo cual se atribuye a la edad.

Volumen

Los organismos pertenecientes al lote Mich mostraron mayor produccion de semen 21.3 £ 11.8 mL
versus HN 13.14 + 6.5 mL. Se detectaron diferencias significativas (P<0.05) (Grafica 1).

Volumen

50 —

40 H

mL

Hacienda Nueva Michoacano
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Grafical. Volumen de semen en dos lotes de trucha arco iris.

pH
En el lote de HN presentd6 un pH minimo y maximo de 7.27 y 7.89 respectivamente con un
promedio de 7.56 + 0.19 en contraste con MICH quien obtuvo un valor minimo y maximo de 7.68 y
7.94 con un valor promedio de 7.87 + 0.08. Se detectaron diferencias significativas (P<0.05)
(Gréfica 2).
pH

10 o

pH

Hacienda Nueva Michoacano

Grafica 2. pH seminal en dos lotes de trucha arco iris.
Color y consistencia

En ambos lotes color del semen fue blanco de consistencia lechosa y acuosa (Grafica 3).

A B

Lechoso
37%

Lechoso
71%

Gréfica 3. Porcentaje de consistencia A) HN y B) MICH.

Densidad

La densidad promedio en ambos lotes fue de 0.99 g. No se detectaron diferencias significativas
(P>0.05).

DISCUSION

El estudio de crecimiento de los peces en las granjas permite establecer los costos de produccion
bajo las condiciones de cultivo, etapa del ciclo biolégico en que se encuentran y por sexo. En los
salmoénidos se ha determinado que las hembras crecen més rapido que los machos debido a la
madurez reproductiva. Autores como Bertalanffy, (1938) definen el crecimiento como el incremento
en el peso o longitud de un organismo, resultado del balance entre los procesos catabdlicos y

125



AVANCES DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

anabdlicos el cual se ve afectado por caracteristicas del medio en que se desarrollan los
organismos como por caracteristicas intrinsecas de las especies.

Los resultados de la presente investigacion en cuanto a longitud y peso se vieron afectados por la
edad de los reproductores. Los organismos del lote HN de tres afios de edad mostraron la menor
longitud y peso versus los organismos MICH cuya edad fue de cinco afios.

En cuanto a la produccion de semen esta reportado que al incrementar la edad aumenta la
produccion (Bastardo et al.,, 1992), comportamiento similar al reportado en la presente
investigacién donde los organismos de cinco afios pertenecientes al lote MICH fueron quienes
presentaron mayor volumen 21.3+11.8 mL versus los organismos de tres afios pertenecientes al
lote HN cuyo promedio fue de 13.14+6.5 mL.

Por otra parte, el pH del semen es utilizado como un indicador de la calidad seminal ya que tiene
un efecto sobre la motilidad espermatica y capacidad de fertilizacion por tal motivo ha sido
estudiado por diversos autores quienes mencionan que en salménidos el pH éptimo debe ser
cercano 9.0 (Billard y Cosson, 1989; Alavi y Cosson, 2005); mientras que Lahnsteiner et al. (1998)
reportan que el 6ptimo oscila entre 8.0 y 8.5 y Mohammad et al. (2008) incrementan este rango
hasta 9.0 valores superiores a los reportados en la presente investigacién en ambos lotes.

En cuanto a la densidad (g) expresada a partir del cociente del peso entre el volumen no hay
reportes, Sin embrago, varias investigacion emplean esta variable como la concentracion
espermatica.

Bastardo et al., 2004 indican que el color del semen es una caracteristica cualitativa, la cual
permite determinar la presencia de contaminantes, tales como materia fecal, bilis o sangre, el
semen libre de algin contaminante deme ser debe ser homogéneo, cremoso y blanco.

Lo cual, concuerda con los reportes de Valdebenito et al. (1995); Cruz, (2001); Torres et al. (2014)
guienes indican que el semen de los salmdnidos es de color blanco de consistencia lechosa y en
algunos en algunos casos poco Viscoso.

Aunado a lo anterior, los resultados de esta investigacién indican para ambos lotes color blanco de
consistencia lechosa y acuosa (Gréfica 3).

CONCLUSION

La produccion de semen se ve afectada por la edad, ya que el mayor volumen se presento en
organismo de 5 afos.
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RESUMEN

En este trabajo, se presentan los resultados de la sintesis y autoensamble de nanoparticulas de
Oro sobre sustratos de vidrio aminosilanizados. La sintesis de dispersiones coloidales de
nanoparticulas metalicas fue realizada por el método de quimica coloidal, utilizando como agentes
reductores: citrato de sodio, acido ascorbico, acido ascorbico/citrato de sodio y borohidruro de
sodio, con esto fue posible obtener dispersiones coloidales de oro, con un pH de 6.6, 2.9, 5.4y 7.8;
respectivamente. Se observaron maximos en los espectros de absorcion, en el rango UV-Vis a
521.5, 525.5, 525 y 513 nm atribuidos a la resonancia del plasmon superficial de particulas en
escala nanométrica, tamafios de 15, 26 y 5 nm fueron revelados con microscopia electrénica de
transmision. Las nanoparticulas fueron directamente ensambladas, mediante interacciones
electrostaticas del oro con los grupos amino presentes en los sustratos. La densidad de
nanoparticulas autoensambladas fue controlada por medio del tiempo de inmersion de los
sustratos. El proceso de autoensamble fue analizado empleando la espectroscopia UV-Vis,
obteniendo maximos en los espectros de absorcién en 537, 521-534 y 528-641 nm para el citrato
de sodio, acido ascoérbico y acido ascérbico/citrato de sodio; respectivamente, mientras que para el
caso del borohidruro de sodio no fue posible observar ninguna sefial en el rango UV-Vis. La
morfologia superficial de los sustratos/autoensamble fue examinada con microscopia de fuerza
atoémica. Los resultados obtenidos sugieren la importancia del reductor utilizado para la sintesis de
nanoparticulas y del pH final de las dispersiones coloidales en el proceso de autoensamble
electrostatico.

INTRODUCCION

Las nanoparticulas de oro han generado un especial interés en el area de los biosensores (1),
debido a sus propiedades Opticas y electrénicas, ademas de su biocompatibilidad y su
relativamente simple producciéon y modificacién (2). Una de las propiedades utilizadas en los
biosensores, principalmente en biosensores de afinidad, es la resonancia del plasmén superficial
(3). Este fenomeno es fuertemente influenciado por el tamafio y forma de la nanoparticula,
asimismo de la constante dieléctrica del medio (4). Uno de los problemas presentes en el uso de
las nanoparticulas es la dificultad de extraerlas de las dispersiones coloidales y colocarlas en
muestras liquidas sin agregacion (5), una de las pocas estrategias disponibles es el autoensamble.
El autoensamble se refiere al proceso por el cual las nanoparticulas se organizan
espontaneamente; directamente, debido a interacciones especificas o indirectamente a través de
su entorno, el cual esta caracterizado por numerosos atributos benéficos, es rentable, versatil, facil
y da como resultado estructuras estables (6). Las nanoparticulas pueden ser autoensambladas a
través de interacciones electrostaticas, debido a que las especies de carga opuesta se mantienen
unidas por fuertes enlaces iénicos y forman asi, peliculas uniformes, resistentes y estables, por
otra parte, este método es atractivo debido a la sencillez del proceso, ya que la deposicién de la
pelicula implica una simple inmersion. El espesor de la pelicula puede ajustarse con el grado de
ionizacion, o modificando el pH (7). En este trabajo se evalla el papel del pH de las dispersiones
coloidales de nanoparticulas de oro en el proceso de autoensamble electrostatico sobre sustratos
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aminosilanizados.

MATERIALES Y METODOS
Sintesis de Nanoparticulas

La sintesis de dispersiones coloidales de Oro se realizd por el método de quimica coloidal
utilizando diferentes agentes reductores. La disolucién precursora se preparé disolviendo 0,033
mmoles de HAuUCI, * 3H,0 en estado sélido (SIGMA-ALDRICH) en 100 ml de agua desionizada
(18.2 MQ*cm). La disoluciéon precursora se separ0 en cuatro alicuotas de 25 ml cada una. La
primera alicuota se coloco en un reactor de 100 ml, en agitacién, a 200 rpm, se afadieron 7.3 mg
de citrato de sodio disueltos en 1 ml de agua desionizada y se llevé a 100 °C una vez alcanzada la
temperatura de reaccion se dejé por 30 minutos en un sistema de reflujo para evitar la pérdida de
disolvente. En la segunda ruta de sintesis se disolvieron 4.36 mg de acido ascorbico en 2 ml de
agua desionizada y fueron inmediatamente afiadidos a la disolucién precursora, para el caso de la
tercera se siguié el procedimiento anterior con la diferencia de que transcurridos 30 minutos le
fueron afiadidos 7.3 mg de citrato de sodio disuelto en 1 ml de agua desionizada como agente
estabilizador, ambas rutas fueron realizadas en agitacion a 200 rpm. Para la ultima alicuota el
reductor utilizado fue borohidruro de sodio, afiadiendo 3.7 mg que fueron previamente disueltos en
1 ml de agua desionizada, después de 30 minutos se agregaron 7.3 mg de citrato de sodio como
agente estabilizador. La reaccion fue llevada a cabo bajo agitacién a 200 rpm. Para comprobar la
presencia de nanoparticulas en las dispersiones coloidales se utiliz6 espectroscopia UV-Visible, la
determinacion del tamafio promedio y forma se realiz6 con microscopia electrénica de transmisién
(TEM, por sus siglas en inglés).

Autoensamble de nanoparticulas

Para el autoensamble se utilizaron sustratos Corning 40005® GAPS II, de 1 cm? gque se encuentran
silanizados con gamma-aminopropilsilano, lo que proporciona grupos amino terminales en la
superficie del vidrio. El autoensamble se realiz6 por inmersién del sustrato en las dispersiones
coloidales por 8 horas, esto a través de interacciones electrostaticas de las nanoparticulas de oro
con los grupos amino presentes en el sustrato. La caracterizacion del sustrato/autoensamble fue
realizada con espectroscopia UV-Vis para determinar la presencia de nanoparticulas en la
superficie del vidrio y con microscopia de fuerza atémica (AFM, por sus siglas en inglés) para
observar cambios en la morfologia superficial de los sustratos.

RESULTADOS
Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas.

Se obtuvieron dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro con tamafios que van desde los 5
hasta los 25.5 nm, esto debido a los diferentes reductores utilizados para las sintesis. En el caso
de la reduccién con citrato de sodio, la dispersion coloidal obtenida presenté un maximo de
absorcién en el espectro UV-Visible de 521.5 nm, correspondiente a la resonancia del plasmén
superficial, caracteristico de nanoparticulas de oro en dispersiones coloidales, exhibiendo un pH
final de 6.6, las micrografias TEM revelan tamafios promedios de 15 nm y formas cuasi esféricas,
el analisis estadistico muestra una desviacién estandar de 1.9 nm, equivalente al 12.6% en
dispersion. Las nanoparticulas sintetizadas con Aacido ascorbico como reductor mostraron una
absorbancia méxima de 525.5 nm y un pH final de 2.9, el tamafio promedio de estas resulté en 26
nm con una desviacién estadndar de 8.5 nm lo que resulta en un 32.7% en dispersion. Para las
nanoparticulas obtenidas con acido ascérbico utilizando como agente estabilizante citrato de sodio
se pudo observar un méximo de absorbancia en 525 nm con un pH final de 5.4 y un tamafio
promedio de 26 nm, la desviacion estandar obtenida fue del 7.6 correspondiente al 29.2% en
dispersion. En el caso de las dispersiones coloidales logradas con éacido ascorbico y acido
ascorbico/citrato de sodio se pueden observar nanoparticulas con una forma esférica mas definida
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en comparaciéon con las obtenidas con citrato de sodio. Por udltimo, la dispersién coloidal
sintetizada con borohidruro de sodio como agente reductor, mostré una absorbancia maxima en
513 nm y un pH final de 7.8, con un tamafio promedio de nanoparticula de 5 nm, la desviacién
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estandar fue de 1 nm que es igual al 20% en dispersién, debido al tamafio de las nanoparticulas no
es posible determinar una forma predominante en las nanoparticulas. Los espectros de absorcion y
las micrografias TEM de los resultados descritos con anterioridad se encuentran en la figura 1.

La sintesis quimica de particulas metalicas por reduccién es, aparentemente, un proceso simple, el
cual solo requiere mezclar los agentes en condiciones bien definidas (8). Las dispersiones
coloidales sintetizadas a partir de la reduccion con citrato permiten obtener nanoparticulas con
formas esféricas bien definidas y con menor dispersién de tamafio, que es indicativo de la calidad
del coloide. Las nanoparticulas obtenidas por medio del acido ascorbico y acido ascérbico/citrato
de sodio comparten caracteristicas similares, entre ellas el tamafio, sin embargo, la menor
dispersion conseguida con acido ascoérbico/citrato de sodio es debida al papel de estabilizante del
citrato de sodio. Ambos reductores (citrato de sodio y acido ascoérbico) son conocidos por formar
una capa de pasivacion fisisorbente sobre las particulas de oro, donde la doble capa eléctrica es
determinante en la estabilizacién del coloide (8), sin embargo, el pH de la dispersion coloidal
obtenida por reduccién con acido ascérbico, puede provocar una desestabilizacion, que consigue
ser evitada agregando citrato de sodio al final de la reaccion. El utilizar borohidruro de sodio como
agente reductor resulta en la obtencion de nanoparticulas de menor tamafio y mayor pH, lo que las
hace muy estables, el principal problema de esta ruta de sintesis es que es necesario agregar un
agente estabilizante, en este caso citrato de sodio, de manera obligatoria (9).

Autoensamble de nanoparticulas

El autoensamble de dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro sobre sustratos de vidrio es
lograda gracias a la afinidad de estas con los grupos amino (10). La tabla 1 muestra los resultados
obtenidos por espectroscopia UV-Vis después de 15 horas de inmersion de los sustratos dentro de

Figura 1. Caracterizacion de nanoparticulas (Espectroscopia UV-Vis, TEM). a) Citrato de sodio. b) Acido
ascorbico c) Acido ascorbico/Citrato de sodio d) Borohidruro de sodio.

la dispersién coloidal donde, A abs, estd dada por la diferencia de absorbancias antes y después
del autoensamble. El autoensamble es el resultado de la atraccion electrostatica entre el grupo
amino, cargado positivamente en la superficie del vidrio y las nanoparticulas cargadas
negativamente, asi como por la repulsién electrostatica entre nanoparticulas (11), por esta razén
es fuertemente dependiente del pH.
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Tabla 1. Resultados de autoensamble.

521.5 537 15.5
525.5 531-637 5.5-111.5
525 521-641 3-116

i R I R

El autoensamble realizado con la dispersién coloidal obtenida con citrato de sodio da como
resultado la obtencién de un pico de absorcion localizado en 537 nm, con una A abs de 15.5 nm lo
que sugiere la presencia de nanoparticulas presentes en la superficie del vidrio. La presencia de un
solo pico de absorcién es debida a la formacién de una monocapa de nanoparticulas sin la
presencia de agregados, no asi para el caso del acido ascorbico y el acido ascoérbico/citrato de
sodio que presentan dos sefales. Para corroborar que la presencia de ambos picos se debiera al
autoensamble y no a la desestabilizacion del coloide se midi6 la absorcion final de la dispersion
coloidal observando que las nanoparticulas de acido ascorbico presentaban dos picos, sefal de
desestabilizacion. En el caso del acido ascorbico/citrato en el que la dispersion coloidal se mantuvo
estable, la presencia de los dos picos, signo de aglomeracion en la superficie, es ocasionada por el
pH de 5.4 que produce la ionizacion de un mayor nimero de grupos amino y en consecuencia la
inmovilizacién de una cantidad mas grande de nanoparticulas. Debido al pH elevado, la dispersion
coloidal con borohidruro de sodio no permite la ionizacion de los grupos amino, y por este efecto no
se logra el autoensamble. Los espectros de absorcién de los resultados mencionados con
anterioridad se encuentran en la figura 2. Las imagenes AFM demuestran un cambio en la
morfologia superficial en los sustratos provocados por la presencia de nanoparticulas ensambladas
en la superficie (Figura 2).

a) | b) =] )

Figura 2. Autoensamble de nanoparticulas. a) Sutrato aminosilanizado b) Citrato de sodio. c) Acido
ascorbico d) Acido ascérbico/Citrato de sodio e) Borohidruro de sodio.
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CONCLUSIONES

El reductor utilizado en la sintesis de dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro determina el
pH final de la disolucién, en consecuencia, la estabilidad de esta. La formacion de la monocapa de
nanoparticulas obtenida por autoensamble electrostatico, esta fuertemente ligada al pH de la
dispersion coloidal, ya que, a pH bajo ocurre una aglomeracion de nanoparticulas en la superficie
del sustrato y con un pH alto, no es posible observar sefial de ensamble por medio de
espectroscopia UV-Vis. Las dispersiones coloidales sintetizadas con citrato de sodio como agente
reductor, pueden ser utilizadas para formar monocapas de nanoparticulas de oro sobre sustratos
aminosilanizados, sin la formacién de aglomerados en su superficie.
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RESUMEN

En esta investigacién se evalud la concentracién de azUcares en espatas de alcatraz variedad Gold
Fever, en respuesta al tratamiento con dos fuentes de La [La(NO3); 6H,O y LaCls] y tres
concentraciones (0, 10, y 20 uM). Se condujo un experimento en arreglo factorial 2x3 donde la
unidad experimental fue una planta en una bolsa de polietileno negro con tezontle como sustrato
con una planta de alcatraz. El La fue adicionado a través de la solucién nutritiva Steiner al 50%,
aplicado durante el ciclo de cultivo a través de tres riegos semanales de 200 mL por unidad
experimental. La determinacion de azucares se realiz6 en las espatas al momento de las cosecha
(117 dias después de establecido el experimento). Los efectos principales de fuente y
concentracion de La fueron significativos. Las espatas del tratamiento testigo (sin La) tuvieron una
concentracion significativamente mayor de azlcares, superando en 30 y 23.5% a las
concentraciones de azlcares registradas en espatas de los tratamientos con La a 10 y 20 uM,
respectivamente. Por otro lado, entre fuentes aplicadas fue significativamente superior la
concentracién de azlcares con la aplicacién de La(NO3); 6H,O con un incremento de casi 23%
respecto a la fuente LaCls Se concluye que el La tuvo efectos negativos en la concentracién de
azUcares en espata, siendo este efecto de mayor magnitud cuando se suministra a partir de LaCl;,

INTRODUCCION

La floricultura en México es una actividad que muestra una tendencia creciente; tan solo el cultivo
de tallos presenta una tasa de incremento anual del 14%. Cabe hacer mencion de que a pesar de
no ser un producto de primera necesidad, la demanda de flores y plantas de ornato en nuestro pais
pas6 de 37 mil 338 toneladas en el afio 2000, a cerca de 95 mil toneladas en 2009, aseguran
cultivadores de flores mexicanos (Torres, 2014).

El alcatraz es una planta herbacea nativa del sur de Africa, la cual es producida y comercializada
como flor de corte, planta de jardin al aire libre y como planta para floracion en maceta (Corr y
Widmer, 1991). Los seres humanos desde siempre han valorado la expresividad y la belleza de las
flores naturales como el alcatraz, dandole una valoracion artistica, turistica, cultural, ambiental,
social, religiosa, histdrica y civica (ASERCA, 2008).
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El lantano (La) junto con el silicio (Si), cobalto (Co), sodio (Na), selenio (Se), titanio (Ti) y vanadio
(V) estan incluidos en el grupo de los elementos benéficos, es decir de forma directa o indirecta
benefician la nutricion de las plantas superiores (Rodriguez y Floréz, 2015).

Actualmente en la literatura el uso del La en la agricultura es controversial dado que se reportan
efectos positivos, negativos e incluso nulos de éste. Las diferencias reportadas han sido atribuidas
a la dosis y forma de aplicacion, o bien, a las propiedades fisicas y quimicas del suelo, e incluso a
la interaccion con otros nutrimentos y al tipo de cultivo (Ramirez, 2011).

Por otro lado, los azlicares mas representativos en plantas superiores son la fructosa, glucosa y
sacarosa; se trata de azlcares simples, los cuales son absorbidos rapidamente para ser utilizados
en la produccion de energia (Chavez y Arata, 2009). En general, se acepta que los disacaridos (y
otros azlcares) tienen un papel esencial en la tolerancia a la deshidratacién (Montenegro y
Melgarejo, 2012).

En el contexto anterior, este trabajo plantea como objetivo la evaluacion del efecto de fuentes y
concentraciones de La suministradas via solucién nutritiva, en la concentracion de azlcares totales
en espatas de alcatraz variedad Gold Fever al momento de la cosecha.

MATERIALES Y METODOS

Los rizomas utilizados en esta investigacién fueron de alcatraz de color amarillo de la variedad
Gold Fever, obtenidos de la empresa Floraplant, S. A de C. V., ubicada en el estado de Morelos,
México.

La investigacion se realizé bajo condiciones de invernadero. El sustrato utilizado fue una mezcla de
tezontle de 5-8 mm + Agrolita® (70/30, v/v), en bolsas de polietileno negro de 30 x 30 cm, donde se
plant6é un rizoma por bolsa. Cada bolsa fue considerada como una unidad experimental. Antes de
la plantacion se efectué un saneamiento de los rizomas con una solucién de Cupravit® + Promyl® a
razén de 2 y 1 g L™ de agua, respectivamente durante 15 min para minimizar la presencia de
enfermedades fungosas, inmediatamente después se introdujeron los rizomas en una solucién de
100 mg L™ de acido giberélico por 15 min para fomentar la floracion.

Se evaluaron seis tratamientos, resultado de la combinacién de tres concentraciones (0, 10 y 20
uM) y de dos fuentes de La [La(NO3)3; 6H,0 y LaCls], mismos que fueron suministrados durante el
desarrollo del cultivo. Las concentraciones de La con la fuente correspondiente fueron
suministradas en la solucién nutritiva de Steiner al 50% (Steiner, 1984). El disefio experimental
utilizado fue factorial con un arreglo 2x3 con cinco repeticiones por tratamiento. La aplicacion de
los tratamientos se inicié 15 dias después de la plantacion (ddp), aplicando 200 mL por bolsa tres
veces por semana.

A los 117 dias después de la plantacion de los rizomas se llevo a cabo la cosecha de las plantas
de la variedad Gold Fever, donde se determind la concentracion de azucares solubles totales en
las espatas, utilizando como referencia el método descrito por Southgate en 1976 (Figura 1).

Con los resultados obtenidos se realizdé un andlisis de varianza y una prueba de comparacion de
medias (Tukey, P < 0.05 %) empleando el software Statistical Analysis System (SAS, 2002).

134



AVANCES DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Figural. A) Espata de Gold Fever a los 117 dias después de la plantacién; B y C) procedimiento
para la determinacién de azucares soluble totales.

RESULTADOS Y DISCUSION

El testigo (sin La) tuvo una concentracién significativamente mayor de azlicares en espata,
superando en 30 y 23.5% a las concentraciones de azlcares registradas en los tratamientos con
La a 10 y 20 uM, respectivamente. Por otro lado, entre fuentes aplicadas fue significativamente
superior la concentracion de azlcares con la aplicacion de La(NO3); 6H,O con un incremento de
casi 23% respecto a la fuente LaCl; (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efectos principales de los factores de estudio en la concentracién y contenido de
azlcares en espatas de alcatraz var. Gold Fever con tratamiento con La en la solucién nutritiva de
Steiner al 50%.
Factor de estudio Concentracion de azlUcares
(mg g™ de peso fresco)

La, uM

0 33.309 a
10 23.353 b
20 25.498 b
Fuente de La

LaCls 24.567 b
La(NO3); 6H,0 30.206 a

Medias con letras distintas en cada columna por factor de estudio, son diferentes estadisticamente
(Tukey, P <0.05).

La mayor concentracion de azlcares en espatas (33.309 mg g™ de peso fresco) se registré en el
tratamiento testigo. Asimismo fue evidente que el tratamiento con La, reduce las concentraciones
de azucares solubles totales en espata; lo anterior, de manera significativa cuando el La es
suministrado como LaCl; (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentracién y contenido de azlcares solubles totales en espatas de alcatraz var.
Gold Fever con tratamiento con La en la solucion nutritiva de Steiner al 50%.

Fuente La (uM) Concentracion de azlcares
(mg g'1 de peso fresco)

LaCl; 0 33.309 a

10 17498 ¢

20 22.894 bc
La(NO3); 6H,0 0 33.309 a

10 29.207 a

20 28.101 ab

Medias con letras distintas en cada columna por factor de estudio, son diferentes estadisticamente
(Tukey, P <0.05).

CONCLUSIONES

Se concluye que el La tuvo efectos negativos en la concentracion de azucares en espata, siendo
este efecto de mayor magnitud cuando se suministra a partir de LaCl;,
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RESUMEN

La calidad de las pastas de soya (PS) como fuentes de proteina para alimentacion animal depende
de diversos factores dentro de los que se encuentran: la variedad y el método empleado en su
procesamiento. La pasta de soya se obtiene como un producto residual, del proceso de obtencion
del aceite. La PS presenta una gran cantidad de factores antinutricionales, entre las que se
incluyen las proteinas antigénicas como la glicinina (11S) y B-conglicinina (7S). Las proteinas
antigénicas actian como antigenos, causando alteraciones en la pared intestinal y reacciones
inmunoldgicas, provocando ciertas respuestas inflamatorias intestinales, produciendo dafios en la
mucosa que afectan a los procesos de digestién y absorcion, presentandose diarrea, pérdidas de
peso, disminucién de la digestibilidad en lechones y terneros. Por todo lo anterior se requiere de
caracterizar algunas PS comerciales en su perfil de proteinas antigénicas. Se evaluaron 14
muestras de PS empleadas en la elaboracion de alimentos balanceadas. Las pastas se molieron y
desgrasaron en frio para extraer las proteinas alergénicas por medio de su pl (punto isoeléctrico),
siguiendo la metodologia de Liu et al. (2007). Las fracciones proteicas 7S y 11S se liofilizaron, se
desnaturalizaron y redujeron para posteriormente ser separadas las subunidades de cada fraccion
y de cada pasta, mediante una electroforesis SDS-PAGE. Los geles tefiidos se digitalizaron
mediante un fotodocumentador para analizar los geles por medio del programa Image Lab de Bio-
Rad para estimar el peso molecular de cada subunidad de las fracciones 7S y 11S. Al separar
electroforéticamente la fraccion 7S se observaron las bandas pertenecientes a las subunidades o’,
a y B, con contaminaciéon de subunidades de la fracciéon 11S; y en la fraccién 11S se observaron
bandas de subunidades acidas y bésicas, con alguna contaminacion de subunidades de la fraccion
7S.

INTRODUCCION

La pasta de soya es uno de los ingredientes mas utilizados en la formulacion de raciones,
principalmente para cerdos, su calidad depende de factores entre los que se incluyen: la variedad y
el método empleado en su procesamiento. Este ingrediente es obtenido como producto residual en
el proceso de obtencion del aceite. Se caracteriza por el alto aporte de proteina, ya que se
considera que es la de mayor valor nutritivo en los alimentos proteicos de origen vegetal, es rica en
aminoacidos como la lisina, triptéfano y treonina, pero presenta un déficit en metionina. Este
ingrediente posee un alto contenido de factores antinutricionales como son el inhibidor de tripsina,
lectinas, acido fitico y proteinas de reserva (B-conglicinina o 7S y glicinina o 11S) (Petruccelli y
Afdn, 1995; Ridner, 2006; Mariscal y Gomez, 2007; Tokach et al., 2007; Gilani et al., 2012).

Estas proteinas son consideradas las causantes de reacciones de hipersensibilidad en lechones
destetados y representan el 53.12% (B-conglicinina) y 31.37% (glicinina) de la proteina total de la
pasta de soya. La glicinina es una globulina, también conocida como fraccion 11S, tiene un peso
molecular de entre 300 y 380 kDa; posee cinco diferentes subunidades: G1 (AlaB1lb, 53.6 kDa),
G2 (A2Bla, 52.4 kDa), G3 (A1bB2, 52.2 kDa), G4 (A5A4B3, 61.2 kDa) y G5 (A3B4, 55.4 kDa).
Cada una de estas subunidades puede ser disociada en una cadena acida de polipéptidos (A, 31-
45 kDa) y una basica (B, 18-20 kDa). La fraccion 11S tiene un pl de 6.4. La proteina B-conglicinina
es un trimero de 140-170 kDa, y es conocida como fraccion 7S; consiste en una subunidad o’ de
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80-93 kDa, una subunidad a de 71.5-75 kDa y una subunidad 8 de 48-55 kDa, posee un pl de 4.9
(Setsuko y Fumio, 1987; Petruccelli y Afion, 1995; Mujoo et al., 2003; Hou y Chang, 2004; Zhao et
al., 2008; Amigo-Benavent et al., 2011; Deng et al., 2012; Bu et al., 2016). Como ya se menciond,
éstas proteinas son consideradas las causantes de alteraciones en la pared intestinal generando
dafio en la mucosa, debido a las reacciones inmunolégicas que generan, y que por consiguiente,
afectan los procesos de digestién y absorcion por desaparicion de las vellosidades del intestino
delgado, disminucién en la digestibilidad, dafio en la morfologia intestinal, bajo crecimiento, se
presenta diarrea, pérdida de peso y ocasionalmente muertes en lechones. Debido a estos
problemas, es que se desea caracterizar algunas pastas de soya comerciales en su perfil de
proteinas antigénicas.

TEORIA

Pasta de soya

La soya es una de las fuentes de proteina mas importantes y sus productos son utilizados
ampliamente en la industria de los alimentos (Bu et al., 2016). En el caso de la pasta de soya, esta
es obtenida como producto residual de la extraccion de aceite, y debido a que, como ya se
menciond, es una fuente importante de proteinas y minerales (calcio, hierro, cobre, fésforo y zinc),
es muy utilizada en la formulacion de las dietas para cerdos. Posee los aminoacidos esenciales
como son la histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, cisteina, fenilalanina, tirosina, treonina
triptéfano y valina; pero es principalmente rica en lisina, triptéfano y treonina, aunque deficitaria en
metionina. De forma inconveniente es también un alimento con gran cantidad de factores
antinutricionales como lo son los inhibidores de la tripsina, lectinas, acido fitico, y proteinas de
reserva o antigénicas (B-conglicinina o 7S y glicinina o 11S) (Petruccelli y Afdn; 1995, Ridner,
2006; Mariscal y Gomez, 2007; Tokach et al., 2007; Gilani et al., 2012).

Las proteinas de reserva o antigénicas, que como se menciond son B-conglicinina y glicinina, se
han considerado como una causa probable de reacciones de hipersensibilidad en los lechones
destetados, presentdndose afeccion en los procesos de absorcién por desaparicion de las
vellosidades del intestino delgado, disminucion en la digestibilidad, inflamacién de la mucosa
intestinal, dafio en la morfologia intestinal, bajo crecimiento y diarreas, e incluso de forma eventual
la muerte en los lechones destetados (Tokach et al., 2007; Bu et al., 2016).

Proteinas antigénicas

Las proteinas de reserva, que como se menciond son B-conglicinina y glicinina, representan el
53.12% y 31.37% de la proteina total, respectivamente. La glicinina es una globulina, también
conocida como fraccién 11S, tiene un peso molecular de entre 300 y 380 kDa; posee cinco
diferentes subunidades unidas por un enlace disulfuro: G1 (AlaB1b, 53.6 kDa), G2 (A2Bla, 52.4
kDa), G3 (A1bB2, 52.2 kDa), G4 (A5A4B3, 61.2 kDa) y G5 (A3B4, 55.4 kDa). Cada una de estas
subunidades puede ser disociada en una cadena acida de polipéptidos (A, 31-45 kDa) y una basica
(B, 18-20 kDa). La fraccion 11S tiene un pl de 6.4. La proteina -conglicinina es un trimero 140-
170 kDa, y es conocida como fraccion 7S; consiste en una subunidad o’ de 80-93 kDa, una
subunidad a de 71.5-75 kDa y una subunidad 3 de 48-55g kDa, posee un pl de 4.9 En pruebas de
digestibilidad, se ha demostrado que estas proteinas alergénicas comienzan a ser digeridas en el
estémago, pero de una forma limitada. (Setsuko y Fumio, 1987; Petruccelli y Afidn, 1995; Mujoo et
al., 2003; Hou y Chang, 2004; Zhao et al., 2008; Amigo-Benavent et al., 2011; Deng et al., 2012;
Bu et al., 2016).

PARTE EXPERIMENTAL

Este experimento consistio en la extracciébn y cuantificacion de proteinas antigénicas de 14
muestras de pastas de soya comerciales utilizadas para la elaboracién de raciones en Querétaro.
De estas muestras se extrajeron y aislaron proteinas antigénicas (glicinina y B-conglicinina).

Cada muestra fue molida y luego desgrasada mediante el método de extraccién de grasa en frio
(Folch et al., 1957). Posteriormente, para la extraccion de las proteinas antigénicas (glicinina y 8-
conglicinina), se empleé el método descrito por Liu et al. (2007) basado en el punto isoeléctrico (pl)
de las proteinas antes mencionadas.
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El método se llevd a cabo como a continuacién se describe:

1. Se pes6 1 g de cada muestra por duplicado, y se colocaron en tubos para centrifuga. En
cada tubo se agregaron 15 ml del reactivo Tris-HCI 0.03M a pH 8.5. Se agitaron por 1h a
45°C a bafio maria.

2. Se centrifugaron a 9000xg por 30 minutos a 4°C.

3. Se separd y reservo el sobrenadante de cada tubo.

4. La muestra del residuo o precipitado se resuspendié en 15 ml de reactivo Tris-HCI 0.03M a
pH 8.5y se agité una h a 45°C a bafio maria.

5. Los tubos se centrifugaron a 9000xg por 30 min a 4°C. Se extrajo y reservé el
sobrenadante y se eliminé el precipitado.

6. Los dos sobrenadantes reservados anteriormente (NUmero 3 y 5) se combinaron. En
promedio se sumaron 25 ml de sobrenadante, y se le afiadié 0.07225 g de bisulfito de
sodio (SBS) 0.01 M sin hacer solucion previa y se ajusto el pH del sobrenadante a 6.4 con
una solucion de HCI 2N y se almacend a 4°C durante toda la noche.

7. Posteriormente se centrifugd a 6500xg por 20 min a 4°C. El precipitado resultante se
reservo, correspondiendo a la fracciéon 11S (glicinina).

8. Al sobrenadante se le agregaron 0.055 g de NaCl 0.25M (solido) y se ajust6 el pH a 5.5
con HCI 2N. Se agité a temperatura ambiente por 30 min.

9. Posteriormente se centrifugo a 9000xg por 30 min a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante y el
precipitado resultante se eliminé.

10. El sobrenadante resultante se diluyé dos veces con agua desionizada, se ajusté el pH a
4.8 con HCI 2N. Se centrifugé a 6500xg por 20 min a 4°C.

11. Se elimind el sobrenadante, el precipitado resultante corresponde a la faccion 7S (B-
conglicinina).

12. De cada fraccion (7S y 11S) se diluy6 el precipitado con agua desionizada, se ajusté el pH
a 7, y posteriormente se coloc6é en membranas de celulosa para didlisis para peso
molecular de 12-14000 daltons de Laboratorios Spectrum.

13. Se dializaron toda una noche en agua destilada, en agitacion y en refrigeracion; al dia
siguiente se cambi6 el agua dos veces al dia, y el tercer dia en la mafiana se cambié por
agua desionizada y por la tarde se dio por terminada la dialisis.

14. Se extrajeron las fracciones de cada membrana y se liofilizaron.

Después del procedimiento anterior, se pesaron 0.2 mg de muestra correspondiente a la fraccion
11S y 0.4 mg correspondientes a la fracciéon 7S. A continuacion, se prosiguié a desnaturalizar y
reducir cada fraccibn con mercaptoetanol para romper enlaces disulfuro. Posteriormente se
analizaron y separaron las subunidades de las fracciones proteicas 3-conglicinina (7S) y glicinina
(11S) de cada muestra de pasta de soya por triplicado mediante electroforesis SDS-PAGE (SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis) (Laemmli, 1970) a una concentracion de 13%. Los geles se
tineron con azul Coomassie R-250 y se digitalizaron mediante un fotodocumentador Bio-Rad para
analizar los geles por medio del programa Image Lab de Bio-Rad para estimar el peso molecular
(PM) de cada subunidad de las fracciones 7S y 11S, se compard su movilidad electroforética con la
de un estandar de peso molecular de proteinas de amplio espectro Broad Range de Bio Rad y con
el peso molecular del inhibidor de tripsina de soya (Glycine max) de Sigma y con un estandar de
albumina sérica bovina de Sigma.

Los pesos moleculares de cada subunidad de las proteinas alergénicas de cada pasta de soya se
analizaron estadisticamente con un disefio completamente al azar empleando el paquete
estadistico SAS. Para comparar entre las pastas de soya se empled la prueba de Tukey (P<0.05)
(Steel y Torrie, 1980).

RESULTADOS

Los pesos moleculares de las subunidades a’, a y B correspondientes a la fraccion 3-conglicinina
(7S); y de las cadenas acidas (Az y AsAA1,A ) y basicas (Bs y B4B3B,B1,B1p) correspondientes
a la fraccion glicinina (11S) de las pastas de soya se muestran en la Tabla 1. Donde se puede
observar que en todas las subunidades de las dos fracciones proteicas alergénicas no presentaron
diferencia significativa (P>0.05) de sus pesos moleculares entre las 14 pastas de soya evaluadas.
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El peso molecular para cada una de estas subunidades va de acuerdo a lo reportado por diversos
autores (Petruccelli y Afién, 1995; Mujoo et al., 2003; Hou y Chang, 2004; Zhao et al., 2008; Bu et
al., 2016): o’ (80-93 kDa), a (71.5-75 kDa) y B (58-55 kDa) correspondientes a -conglicinina (7S);
y cadena acida (A 31-45 kDa) y cadena basica (B 18-20 kDa) correspondientes a glicinina (11S).
Estos resultados nos indican que la realizacién del método de extraccibn y de separacion
electroforética, asi como del analisis de los geles se realiz6 de forma correcta, probando asi su
eficacia y repetitividad.

En 4 pastas de soya no se detecto la presencia de las o’ y a en ninguna de las tres repeticiones
realizadas, por lo que su desviacion estandar es la méas alejada de la media.

Tabla 1. PM de subunidades de B-conglicinina (7S) y glicinina (11S) PM=Peso molecular;

Fraccion Subunidad PM P EEM

o’ 98.8+17.5 NS 3.8

B 55.1+43 NS 0.75

Aj 45.7 + 3.66 NS 0.70

Glicinina (11S) Ay Ay Aja, Ay 38421 NS 0.26
B totates 229+0.7 NS 0.13

P=probabilidad; EEM=error estdndar de la media; NS=no significativo (P>0.05)

PM, kDa 7S 11S PM, kDa

o’ 98.8
a 91.1

B 55.1
457 A;

oy M 38.4 A4' A2, Ala, Alb

22.9 Btotal es

Figura 1. Perfil electroforético SDS-PAGE de las subunidades de las fracciones 7S y 11S de la

pasta de soya

Al realizar la separacién electroforética de las fracciones proteicas de B-conglicinina (7S) extraidas
se evidencié contaminacion por subunidades de glicinina (11S) (Figura 1), lo cual es mencionado
por Liu et al. (2012); mientras que al separar las fracciones de glicinina (11S), la contaminacion que
presentd fue minima, pudiéndose apreciar solamente las subunidades de interés.

CONCLUSIONES

Las pastas de soya presentan cambios minimos en cuanto al peso molecular de las subunidades
de las fracciones proteicas antigénicas -conglicinina (7S) y glicinina (11S) al ser extraidas con
base en su pl y separadas electroforéticamente. La fraccion 7S mostré6 contaminacién con
subunidades de la fraccién 11S.
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RESUMEN

El talio (TI) es un elemento no esencial para plantas superiores. Este elemento forma parte de un
grupo de metales que se caracteriza por ser altamente téxicos a concentraciones muy bajas. En
esta investigacion, se evalu6 el efecto del tratamiento de tres concentraciones de acetato de talio
(0. 25 y 50 uM) durante la germinacién de tres variedades de chile (Jalapefio, Poblano y Serrano).
Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones en cada variedad. La unidad experimental fue una caja
Petri con 10 semillas, éstas fueron incubadas a 32 °C y se mantuvieron himedas con las
soluciones de talio. Después de 15 dias se evaluo el porcentaje de germinacion y el coeficiente de
velocidad de germinacion. Los resultados obtenidos en cada variedad fueron sometidos a un
analisis de varianza y a una prueba de comparacion de medias LSD. Las concentraciones de talio
evaluadas no tuvieron efecto significativo en el porcentaje de germinacion de las tres variedades.
Por el contrario, los efectos del talio en el coeficiente de velocidad de germinacion fueron
significativos en las variedades Jalapefio y Serrano. En ambos casos, el Tl tuvo efectos negativos
en el coeficiente de velocidad de germinacion. En la variedad Jalapefio el tratamiento con 25 y 50
uM TI redujo el coeficiente de velocidad de germinacién en 7.1 y 14.3%, respectivamente,
comparado con el testigo; mientras que en Serrano la reduccion fue de 15.6 y 12.2%,
respectivamente, también respecto al testigo.

INTRODUCCION

El Tl es un elemento altamente toxico para los organismos, en donde la principal via de exposicion
para animales y seres humanos es la ingestién de plantas cultivadas en suelos contaminados por
Tl, cuando este elemento estd presente en los suelos, es faciimente absorbido por las plantas
debido a que el Tl puede ser muy estable (Kazantzis, 2000; Madej6n et al., 2007).

Aun son pocas las investigaciones acerca de la acumulacién de Tl en plantas, sin embargo se ha
reportado que la familia Brassicaceae puede acumular cantidades considerables de TI en sus
tejidos (Pavlickova et al., 2005). Esto coincide con lo estudiado las especies silvestres Hirschfeldia
incana L. y Diplotaxis catholica L. consideradas como invasoras, las cuales frecuentemente crecen
en areas perturbadas, donde se ha informado que el Tl se acumula en las flores y los frutos de H.
incana en concentraciones de 5 mg kg'1 y 3.77 mg kg-l, respectivamente. Por consiguiente se
establece que la familia Brassicaceae representa un riesgo potencial en la cadena alimentaria en
suelos con altas concentraciones de Tl (Madejon et al., 2007).

Por su parte Pavlickova et al. (2005), reportan que la fito-disponibilidad del Tl depende de la
especie vegetal, por ejemplo en el nabo y la col se acumula principalmente en la parte aérea (hasta
20 mg kg™ de peso seco) y en la zanahoria, el frijol, la papa y el trigo se acumula principalmente en
la raiz (hasta 33 mg kg™ de peso seco).

Queirolo et al. (2009) estudiaron la acumulacion de Tl en diversas especies en una zona afectada
por la extraccion de cobre al norte de Chile; encontrandose que el orden de concentracién de Tl fue
el siguiente: papa > haba > maiz, concluyéndose que la ingestion principalmente de papa
representa un riesgo para la salud.
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Por otra parte, la forma de absorcion y de transporte que presenta el Tl dentro de la planta tiene
similitud a la del K, debido a la estrecha afinidad geoquimica entre Tl y K; ambos elementos
presentan radios i6nicos similares, por lo que el Tl podria sustituir facilmente K durante algunos
procesos bioquimicos, tal es el caso de la capacidad que tiene el Tl en producir complejos con
ligandos que contienen S y P, dando lugar a la sustitucién del K en sus sitios de adsorcion
especificos (Xiao et al., 2004). Esto explica que en un estudio realizado en las especies fresa
salvaje (Fragaria vesca L.), menta (Mentha pulegium L) y albahaca (Ocimum basilicum L.) tratadas
con 120 mg de Tl durante 80 dias, se encontré que el contenido de K disminuyé en plantas
tratadas con Tl con respecto al testigo, siendo lo anterior mas evidente en menta y albahaca. Asi
mismo el Tl puede sustituir al K en la bomba Na'/K'-ATPasa, formando grupos sulfhidrilo
proteinicos, interactuando con riboflavina alterando la homeostasis del Ca e inhibiendo la
inactivacion de actividades enzimaticas, provocando problemas de toxicidad a los organismos
(Ferronato et al., 2016).

La absorcion de Tl ocurre principalmente a través de las raices; en plantas de fresa se encontré
acumulacion de Tl en la rizésfera con un alto porcentaje de translocacion de la raiz hasta las hojas,
lo que confirma la importancia de la disponibilidad de nutrimentos y de la movilidad de
contaminantes de la rizésfera (Ferronato et al., 2016).

LaCoste et al. (2001) evaluaron once hortalizas entre las que destacan frijol verde, remolacha, col
verde, lechuga, cebolla, guisante, rdbano, tomate, nabo y berro, y como especie hiperacumuladora
Iberis intermedia; estas especies se trataron con Tl en dosis de 0.7 y 3.7 mg kg adicionado en
suelo limoso. El nivel mas alto de concentracion de Tl se presento en Iberis intermedia con un valor
medio de 400 mg kg™ de materia seca. Los niveles mas altos de Tl en las hortalizas se registraron
en berro, rdbano, nabo y col verde, estas especies todas de la familia Brassicaceae, seguido por la
remolacha y espinaca.

Por otra parte, Carlson et al. (1991) reportan que concentraciones de Tl entre 0.5 y 5 mg L™* no
ocasionan diferencias significativas en la germinacién de semillas de col, lechuga, mijo, rabano y
trigo; sin embargo, se disminuye la elongacion radicular. El orden de sensibilidad que se present6
fue lechuga > nabo > mijo > trigo = rdbano, repollo. Por otra parte, Yao (2007) no reporta efectos
inhibidores  significativos a diferentes concentraciones de Tl (0.01 a 2.0 mg L™) sobre la
germinacién de semillas y la longitud de la raiz en Brassica chinensis (lechuga).

En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos que el Tl tiene en la
germinacién de semillas de tres variedades de chile.

PARTE EXPERIMENTAL
Se utilizaron semillas hibridas de chile (Capsicum annuum L.) de tres variedades: Jalapefio
“Emperador”, Poblano “Capulin” y Serrano “Coloso”. Las semillas se desinfectaron incubandolas
durante 15 min en una solucién de hipoclorito de sodio al 6% (0.33 mL L™), posteriormente se
hicieron 6 enjuagues con agua destilada.
Se condujeron tres experimentos independientes, uno por variedad de chile, donde se evaluo el
efecto de tres concentraciones de Tl (0, 25 y 50 uM) a partir de acetato de talio (CH;COOTI, CAS
563-68-5 Sigma Aldrich). Para lo anterior, las semillas desinfectadas se colocaron en cajas Petri en
grupos de 10, siendo éstas las unidades experimentales distribuidas en un disefio completamente
al azar. Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones. Las cajas Petri se incubaron dentro de una
camara de germinacion a 32 °C donde se mantuvieron debidamente hidratadas con la solucién con
su respectiva concentracion de Tl. Después de 15 dias de incubacion se evalué el porcentaje de
germinacién (PG) y el coeficiente de velocidad de germinaciéon (CVG).EI porcentaje de germinacién
(PG) se calcul6 de la siguiente formula:

PG=Porcentaje real de todas las semillas que han germinado durante el ensayo
El coeficiente de velocidad de germinacién (CVG), se calculé empleando la férmula:

CVG=Numero total de semillas germinadas por caja Petri/A1T1+A2T2+AXTX
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Dénde: A es el nimero de semillas emergidas en un nimero de dias (T) en particular, los nUmeros

1, 2,....x son el nimero respectivo de semillas germinadas por cada respectivo dia después del
inicio de la incubacion.

Los resultados obtenidos en cada variedad se analizaron de manera independiente, mediante
andlisis de varianza y pruebas de comparacion de medias con el procedimiento LSD (P =< 0.05),
usando el software SAS (SAS, 2011).

RESULTADOS

Porcentaje de Germinacion (PG). A los 15 dias, en los tratamientos testigo se obtuvo un porcentaje
de germinacién de 97.5, 95 y 100%, en las variedades Jalapefio, Serrano y Poblano,
respectivamente. Con base en estos valores, se observa que las concentraciones de Tl evaluadas

no redujeron significativamente el porcentaje de germinacion total en las tres variedades (Figura
1).
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de semillas de tres variedades de chile tratadas con TI.
Medias + DE con letras distintas en cada variedad indican que existen diferencias estadisticas
significativas (LSD, P < 0.05).

Coeficiente de Velocidad de Germinacién (CVG). En los tratamientos testigo se obtuvo un CVG de
0.27, 0.12 y 0.16 en las variedades de chile Jalapefio, Poblano y Serrano, respectivamente. En la
variedad Poblano, las concentraciones de Tl utilizadas en el presente estudio no provocaron una
reduccion del CVG; mientras que en la variedad Jalapefio el tratamiento con 25 y 50 uM TI redujo
el coeficiente de velocidad de germinacion en 7.1 y 14.3%, respectivamente, comparado con el
testigo; mientras que en la variedad Serrano la reduccion fue de 15.6 y 12.2%, respectivamente,
también respecto al testigo (Figura 2).
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Figura 2. Coeficiente de velocidad de germinacion (CVG) de semillas de tres variedades de chile
tratadas con Tl. Medias + DE con letras distintas en cada variedad indican que existen diferencias
estadisticas significativas (LSD, P < 0.05).

CONCLUSION

Las concentraciones de Tl de 25 y 50 uM no afectan el porcentaje de germinacion; sin embargo,
disminuye el CVG en dos variedades de chile (Jalapefio y Serrano).
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RESUMEN

Dentro de los hongos causantes de enfermedades en cultivos de importancia econdémica,
Monographella maydis es causante de la enfermedad conocida como Complejo Mancha de Asfalto.
En el valle de Mochitlan, Guerrero cultivos de maiz establecidos, han sido afectados por este
hongo provocando grandes pérdidas econdémicas al sector agricola. Diversos fungicidas son
utilizados para combatir esta enfermedad; sin embargo, tienen un elevado costo para los
productores y contaminan el ambiente. Debido a lo anterior, es necesario evaluar alternativas mas
accesibles que contribuyan a erradicar el complejo Mancha de Asfalto y reducir la contaminacion.
Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antifungica de extractos de
Tithonia tubaeformis. Se obtuvieron muestras de tejido enfermo de hojas de maiz para el
aislamiento e identificacion de Monographella maydis en medio papa dextrosa. Los extractos de
hexano, diclorometano y acetona se realizaron por maceracion del material con los disolventes
hexano, diclorometano y acetona. La actividad antifungica se evalué por medio del método de
doble dilucién en agar. Se realizaron observaciones microscépicas para evaluar cambio en la
morfologia de las ascoesporas. Los resultados obtenidos muestran que el extracto de
diclorometano a 16 mg/mL presenta actividad fungicida a diferencia de los extractos de hexano y
acetona que presenta actividad fungistética hasta las 48 h. En la observacion microscépica los
extractos considerados como fungistaticos mostraron mayor niimero y tamafio de ascoesporas y
menor cantidad de hifas, mientras que el extracto fungicida se observé ascoesporas agrupadas en
menor cantidad.

INTRODUCCION

El complejo mancha de asfalto (CMA) es una enfermedad causada por la presencia del complejo
de hongos formado por Phyllachora maydis, Monographella maydis y Coniothyrium phyllachorae
(Lépez et al.,, 2011). Las condiciones climatolégicas que favorecen el desarrollo de esta
enfermedad se encuentran a temperaturas de 17 a 22 °C (regiones tropicales y subtropicales), con
humedad relativa del 75% (Guzméan and Sandoval, 2014), otros factores como: los altos niveles
de fertilizaciéon nitrogenada, la siembra de varios ciclos de maiz por afio en el mismo sitio, los
residuos de cosechas, el uso de genotipos susceptibles, la baja luminosidad y la virulencia de los
patégenos involucrados favorecen el desarrollo (Lépez et al., 2011; SICTA, 2012).. La enfermedad
aparece primero en las hojas que se encuentran debajo de la mazorca; los sintomas se presentan
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de forma clara a partir de la etapa de hoja bandera hasta la floracion. A partir del sintoma de “ojo
de pescado”, la enfermedad avanza de las hojas inferiores hacia las superiores, en un periodo de
15 dias y puede provocar el secado prematuro de la planta. Si la enfermedad aparece durante la
floracion, el rendimiento puede verse afectado si la variedad y/o hibrido es completamente
susceptible. Las mazorcas pierden peso y los granos se “chupan” (flacidos y flojos). En esta etapa
del cultivo un control quimico no resulta practico, es antieconémico y riesgoso para la salud del
operador. Sin embargo, si la enfermedad se presenta en etapa de elote duro, el rendimiento esta
asegurado (Sanchez and Paz, 2014).

El hongo Phyllachora maydis inicia la infeccién, (Guzman and Sandoval, 2014) produciendo
pequefias manchas negras y brillosas (forma oval a circular, con 0.5 a 2.00 mm de diametro) sobre
las hojas, posteriormente se forman estrias de hasta 10 mm de longitud. Dos o tres dias después,
las manchas y estrias aparecen rodeadas de un halo, inicialimente de color verde claro, que
posteriormente se necrosa por la accion de Monographella maydis, sintoma conocido como “ojo de
pescado” (Guzméan and Sandoval, 2014). El otro hongo asociado Coniothyrium phyllachorae, es un
hiperparasito de los hongos anteriores, que le confiere una textura ligeramente aspera al tejido
necrético (Lépez et al., 2011).

En México se encontré una alta incidencia y severos dafios por este complejo en cultivos de maiz,
en los estados de Jalisco, Michoacéan, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca y Chiapas. En el estado de
Guerrero, en 2005 se reportd pérdida total en 600 ha en el municipio de Tixtla y para 2007 la
enfermedad se presenté en mas de 10 municipios del estado (Pereida et al., 2009)

Se han utilizado diversos fungicidas, los cuales son eficaces para combatir la enfermedad; sin
embargo, tienen un alto costo y contaminan el medio ambiente (Ramos, et al., 2015). Por este
motivo, se buscan alternativas viables que contribuyan a erradicar al CMA. Las plantas presenta
gran diversidad de compuestos quimicos bioactivos, los cuales presentan diversas actividades
biolégicas, entre ellas antiinflamatorias, antimicrobianas y antifungicas

Tithonia tubaeformis, cominmente conocida como acahual, palocote y andan, es una planta
nativa de México, localizada en la Republica Mexicana, que se ha llegado a propagar a otros
paises como Cuba, Argentina, Colombia, entre otros (Hinojosa, 2012). Es una hierba criptofita y
hermafrodita de porte erecto, mide hasta dos metros de altura, florece de Agosto a Noviembre. La
especie crece como maleza en terrenos de cultivos y areas perturbadas, por lo que se considera
una plaga (Gheno, 2011). Las especies de esté género son hierbas anuales o perennes, arbustos
o arboles con hojas y tallos que son glabras o densamente velloso. El género Tithonia presenta
gran diversidad quimica, los compuestos bioactivos de los extractos conocidos por sus
propiedades téxicas estan compuestos principalmente de fenoles, terpenoides, flavonoides
(Chagas, 2012) y alcaloides. Los fenoles son antioxidantes que atrapan radicales libres, estos
ultimos generan enfermedades crénicas como el cancer. Conjuntamente, los flavonoides forman
parte de los compuestos fendlicos, se ha identificado so6lo uno de ellos (5,3.-dihidroxi-7,4.-
dimetoxiflavona) (Hinojosa, 2012), a los flavonoides se les ha atribuido una gran diversidad de
efectos terapéuticos, entre ellos la capacidad antimicrobiana y antiinflamatoria. Las cumarinas
poseen accidn anticoagulante, antibacterial, antibiéticos. Otros metabolitos secundarios han sido
aislados incluyendo sesquiterpenoides y diterpenos, asi como los flavonoides, fitosteroles,
xantona, ceramidas y se han encontrado lactonas, sesquiterpenoides (Chagas, 2012), éstas
Gltimas son antimicrobianos, alteran la pared celular de los hongos y las bacterias invasoras,
mientras que otros protegen la planta de tensiones ambientales que de otra manera causarian
dafio oxidativo (Martin, 2013). Otros estudios realizados con el género Tithonia han mostrado que
presentan actividad contra cepas de hongos y bacterias, donde la actividad biologica repelente se
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debe a los aceites esenciales de la planta (Chagas, 2012). Sin embargo, sus propiedades
antifungicas no estan sustentadas cientificamente (Juarez, 2003).

PARTE EXPERIMENTAL
Aislamiento e identificacion de hongos.

Zona de muestreo: Las muestras (hojas de maiz) infectadas con la enfermedad Complejo Mancha
de Asfalto fueron recolectadas en la localidad de Iguala de la Independencia y Petaquillas
Chilpancingo de los Bravos, Gro. Las muestras de tejido vegetal fue de aproximadamente de 30
cm de largo y presentaron manchas oscuras y un halo eliptico color verde claro o necrética
simulando un “ojo de pescado” y zonas secas. Fueron transportadas envueltas en papel destraza y
periddico, posteriormente se prensaron y se guardaron hasta su uso (Pereyda, et al., 2009).

Identificacion de los hongos por microscopia: El material enfermo se examiné cuidadosamente
con un microscopio estereoscopio (4X) y se realizaron cortes a mano de las estructuras
estromaticas, se colocaron en KOH al 3 % por 3 min, se montaron en portaobjetos con lactofenol
adicionado con azul de algodon y se observaron con un microscopio de luz (Pereyda, et al., 2009).
Aislamiento de los hongos: El tejido enfermo se desinfesté por 60 segundos en hipoclorito de
sodio 3 %, se lavé cinco veces en agua destilada y se secO en papel absorbente. Los fragmentos
de tejido del margen de lesiones se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA) acidificado. Herramientas, medio de cultivo y espacio que se utilizd se esterilizé por
métodos convencionales. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente y después de su
crecimiento los hongos fueron purificados por punta de hifa y se obtuvieron cultivos monosporicos
(Pereyda, et al., 2009).
Colecta del material vegetal y obtencién de extractos: Las hojas de Tithonia tubaeformis se
recolectaron en el poblado de Petaquillas, Gro. Se realiz6 un ejemplar de herbario y se deposité
en el instituto de investigacion del area de Ciencias Naturales de la UAGro con el numero de folio
00,10104 y fue identificada por la M.C. Maria Martina Lépez Soto. Los extractos fueron obtenidos
por maceracién del material vegetal (seco y pulverizado, 64 g) con los disolventes hexano,
diclorometano y acetona a temperatura ambiente durante 24 horas, transcurrido el tiempo el
extracto se filtré6 con papel Whatman num. 2; el disolvente fue eliminado por destilacién a presion
reducida (rotavapor) y se obtuvo el extracto hexanico. Se realizo el mismo procedimiento para la
obtencién de los extractos diclorometano y acetona. El porcentaje de rendimiento(%R) para cada
uno de los extractos se calculé de acuerdo a la formula (1):

GrEX100

%RzGrMVMa (1)

Donde:
GrE: gramos de extracto obtenido.

GrMVMa: gramos de material vegetal macerado.

Actividad antifungica: Se utilizd el método de dilucién seriada en agar (Rios and Recio, 1988)
para la determinacion in vitro de inhibicion del crecimiento micelial. El extracto integro de
diclorometano, hexano y acetona fueron disueltos en Dimetilsulfoxido (10%) adicionado con agua
estéril (90%). Las concentraciones utilizadas estuvieron en un intervalo de 100-600 mg/mL. De
forma aséptica las concentraciones fueron colocadas en cajas de petri estériles de 60 x 15 mm,
después se le adicioné 3 mL de medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) estéril, las cajas fueron
agitadas manualmente y se dejaron solidificar (Rios and Recio, 1988); Posteriormente se coloco un
disco con crecimiento micelial de Monographella maydis en el centro de las cajas. Las cajas se
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incubaron a temperatura ambiente (32 = 14°C) durante 4 dias (Rios and Recio, 1988). Los
experimentos se repetiran tres veces y se medird el area de crecimiento micelial (mm). La
inhibicion del crecimiento micelial fue calculada de acuerdo a la férmula 2:

dc—dt
dc

x 100 (2)
Donde:

dc= area de crecimiento del micelio control

dt= area de crecimiento del micelio de los tratamientos

RESULTADOS

Del material vegetal colectado, se observo a simple vista la presencia de tejido muerto (rastrojo),
manchas negras Yy brillosas, halo inicialmente de color verde claro sintoma conocido como “ojo de
pescado”, textura ligeramente aspera al tejido necrético de realizé una primera observacion
microscépica, encontrando ascoesporas agrupadas (Fig 1).

5
¢

Figura 1.- Tejido vegetal A) y B) Observacién microscopica
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-
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De los cultivos monosporicos obtenidos se determind macroscopicamente caracteristicas
morfolégicas como: Micelio corto y ligeramente velloso, crecimiento radial y produccion de
pigmento color rojo- marron Monographella maydis en estado conidial. Al ser observadas al
microscopio se observd la presencia de hifas septadas alargadas, ligeramente toruloides y
ascosporas dispersas (Fig. 2).
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Figura 2.- Morfologia macroscopica y microscopica de Monographella maydis .A) hifas septadas y
ascosporas. B) micelio con hifas septadas C) micelio, hifas septadas, y ascosporas. Se utilizé
Tincion de azul algodon de lactofenol para su observacion microscépica (40X).

En cuanto a la actividad antifungica del extracto de T. tubaeformis en diclorometano a una
concentracién de 16 mg/mL inhibe el crecimiento micelial de Monographella maydis a diferencia
del extracto con acetona que se encuentra por encima del crecimiento de la muestra control, es
decir, promueve el crecimiento (Fig. 3).
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Figura 3.- Curva de crecimiento de Monographella maydis a diferentes concentraciones de
extractos de Tithonia tubaeformis.

En cuanto al porcentaje de inhibicion se observdé que el extracto de T. tubaeformis en
diclorometano a una concentracién de 16 mg/mL inhibe el crecimiento de Monographella maydis
hasta las 96 horas. Se observé que el extracto hexanico solo presenta 11% de inhibicion a la
concentraciéon de 16 mg/mL : El extracto de T. tubaeformisen acetona inhibe el 22.3% durante las
primeras 24 h. Al disminuir la concentracion del extracto no se presenté actividad inhibitoria (Fig.
4).
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Figura 4.- Porcentaje de inhibicion de los diferentes extractos de Tithonia tubaeformis a una
concentracion de 16mg/ mL.

Al realizar la observacién microscopica de Monographella maydis sometido a la concentracién 16
mg/ mL se observé que el extracto hexanico presentdé mayor cantidad de ascoesporas y pocas
hifas, el extracto de diclorometano no presento hifas y ascoesporas agrupadas entre 7-8, para el
extracto de acetona se observé poco micelio y ascoesporas agrupadas y grandes (Fig. 5).

Figura 5.- Obsrvacién microscoépica de Monographella maydis en diferentes extractos de Tithonia
tubaeformis. A) Control (Medio PDA), B) Hexano, C) Diclorometano, D) Acetona.

CONCLUSIONES

El extracto de diclorometano de Tithonia tubaeformis en concentracién de 16 mg/mL mostré un
100% de inhibicion del crecimiento de Monographella maydis hasta las 96 h, teniendo actividad
fungicida. Mientras que el extracto de hexano y acetona presentan actividad fungistatica.

El extracto de diclorometano podria ser utilizado como un biofingicida contra uno de los principales
patdégenos del Complejo mancha de asfalto.
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RESUMEN

Se obtuvieron preparaciones de polipéptidos y péptidos a partir de proteinas de suero de queso,
mediante un procedimiento de hidrélisis limitada asistido por fitoproteasas cisteinicas: papaina y
bromelaina, ensayando dos niveles de grado de hidrdlisis pH-STAT. Las mezclas de reaccion
fueron sometidas a ultrafiltracion tangencial con membranas de 5 y 50 kDa y se obtuvieron dos
fracciones de especies proteinicas con tamafios moleculares homogéneos: entre 5-50 kDa y <5
kDa. La funcionalidad de las preparaciones asi obtenidas fue caracterizada mediante analisis del
indice de actividad emulsionante (IAE); estabilidad emulsionante (EE), y de la actividad
antioxidante del 2,2—difenil-1—picrilhidracilo (DPPH). La fraccion de polipéptidos con tamafios entre
5-50 kDa, mostraron un cambio importante en el IAE mejorandolo en aproximadamente el 100%;
mientras que la fraccién compuesta por las especies peptidicas menores a 5 kDa se caracterizaron
por su alta capacidad para inhibir la oxidacién del DPPH: aproximadamente en un 82%.

INTRODUCCION

Los procesos asistidos por enzimas se caracterizan por transformar de manera muy eficiente, con
alta especificidad y bajos requerimientos de energia, diversos biomateriales de interés industrial.
Es, por lo tanto, una alternativa importante en el enfoque de produccién mas limpia orientada a dar
valor econdmico a materiales de desecho industrial (1), recuperando, o bien, generando productos
de alto valor agregado: biomoléculas con valor nutricional, compuestos bioactivos o funcionales de
diversos tipos. Esta estrategia tiene, de manera importante, el impacto adicional de contribuir a la
eliminacién de escenarios de contaminacion ambiental. El uso de enzimas permite recuperar
componentes, mediante una separacion dirigida que mantiene intactas sus propiedades, razén por
la cual se ha incrementado su implementacion al impactar en los aspectos regulatorios de
seguridad y proteccion ambiental (2). En la transformacion de proteinas con tecnologia enzimatica,
en particular con el manejo consciente de las propiedades de especificidad de sustrato de las
proteasas, se pueden generan secuencias peptidicas de tamafio molecular controlado, con nuevas
caracteristicas estructurales a las que corresponderan actividades biolégicas y funcionales
realzadas, potencialmente utiles en diversas aplicaciones alimentarias o farmacéuticas.

Es ampliamente conocido por la sociedad actual el problema de contaminacién ambiental que
representa la disposicién de desechos de algunos procesos industriales. En el sector alimentario,
especificamente, es conocido el caso del suero que queda como materia residual. En algunas
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industrias el material es procesado pero en otros casos, sobre todo en queseria de bajo volumen
de produccién, son desechados a los efluentes. Las consecuencias de esta practica son que se
convierten en graves contaminantes ambientales de cuerpos de agua, rios, debido a que es un
material que se caracteriza por una alta demanda bioquimica de oxigeno para su tratamiento
biolégico, causando la muerte de la fauna de estos ecosistemas (3).

Cuantitativamente, el suero representa hasta un 90% del volumen de leche (3): se estima que por
cada kilogramo de queso producido se generan aproximadamente nueve kilogramos de suero (4).
En México, se han publicado datos que establecen que una produccién de un millon de toneladas
de suero genera aproximadamente unas cincuenta mil toneladas de lactosa y unas cinco mil
toneladas de proteina (5).

En suma, considerando que el suero de queso es un material con un alto contenido de proteinas
de alto valor, se convierte en un biomaterial ideal para aprovechar su utilidad y darle valor
agregado mediante procedimientos tecnolégicos que generen nuevos productos con propiedades
especificas de tecno-funcionalidad o actividad biolégica, con mayor valor econémico y
susceptibilidad de ser aprovechados en la formulacién de productos alimentarios o farmacéuticos.

Una herramienta tecnoldgica que ha demostrado una alta utilidad en la transformacién de proteinas
alimentarias es la tecnologia enzimatica. La hidrélisis de proteinas genera secuencias peptidicas
de menor tamafio molecular, que pueden presentar propiedades funcionales y actividades
biolégicas potencialmente (tiles en diversas aplicaciones alimentarias y farmacéuticas. El control
de la hidrdlisis y de las condiciones del proceso permite mediante el uso de enzimas especificas, la
generacion de secuencias de aminoacidos con propiedades y caracteristicas bioquimicas que
dependeran de la proteina utilizada, de la extensién del tratamiento enzimatico, de las condiciones
de proceso, de la especificidad y modo de accién de las preparaciones enzimaticas (6). Ademas de
las modificaciones de la solubilidad, actividad emulsionantes y otras tecno funcionalidades, los
hidrolizados de proteinas de suero de queso también pueden estar constituidos de diversas
especies con propiedades biolégicas que, generalmente, no se expresan o estan latentes en la
proteina no hidrolizada nativa, hasta que son liberadas o mejoradas mediante procesos de
hidrélisis (7,8); péptidos inmunomodulatorios (8); péptidos con actividad antioxidante (9,10); y
antihipertensivos (11). En el presente trabajo se presenta los resultados obtenidos en la
modificacion enzimética con fitoproteasas cisteinicas, papaina y bromelaina, para transformar las
proteinas de suero de queso en productos funcionales y/o bioactivos.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales:

El suero de queso fresco fue obtenido de una queseria de baja producciéon (Cuernavaca, Morelos).
Las preparaciones enzimaticas: Papaina y bromelaina (EDC), comerciales.

Métodos:
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Reacciones de hidrélisis enziméatica pH-STAT (12).

Se realizaron en un Biorreactor de 5 L (Tekne) acoplado a Titulador Automatico Titrino 718
(Metrohm) y registro continuo de adicién de NaOH para mantener el pH constante. El Grado de
Hidrdlisis (enlaces rotos en funcién del tiempo) se calculé a partir de los mili equivalentes de NaOH
consumidos. Condiciones operativas: temperatura de 35°C y pH 7.5. La concentraciéon de sustrato
ensayada fue del 5 % (peso/vol) en agua desionizada y, la concentracion de enzima, equivalente al
1.0 % (peso/peso) con respecto al contenido de proteina del sustrato. La accion enziméatica se detuvo
mediante tratamiento de la mezcla de reaccion a temperatura de ebullicion durante 10 minutos, y
enfriamiento rapido en bafio de hielo. Los hidrolizados fueron almacenados en congelacion.

Determinacion de actividad proteolitica (caseinolitica).

Mediante el método de Ortega y del Castillo (13) en caseina tipo Hammarsten al 1% en regulador de
fosfatos 0.05 M a pH 7.6, previamente desnaturalizada por incubacién en bafio maria a ebullicién
durante 20 min. La reaccion se efectla a temperatura de 35 °C durante 10 minutos. La determinacion
consiste en afiadir 0.1 ml a 1.9 ml de sustrato. La determinacion se realiza por triplicado. La reaccion
se detiene afiadiendo 3 mL de &cido tricloroacético (ATC) 5%. Simultdneamente se corre un testigo al
que se agrega el ATC antes de la enzima. Los tubos se dejan en reposo durante 20 min, se
centrifugan a 909 x g durante 25 min y, el sobrenadante, se lee en un espectrofotometro a 280 nm,
contra un blanco de 2 ml de regulador de fosfatos 0.05 M pH 7.6 y 3 ml de ATC 5%.

Ultrafiltracién. La ultrafiltracion de las fracciones solubles se realizd6 en un sistema de
ultrafiltracién tangencial Labscale (Millipore), equipado con membranas de tamafios de 5, 30 y 50
kDa. Las mezclas sometidas a filtracion se llevaron al 50% del volumen inicial.

Actividad emulsionante y estabilidad emulsionante.

Mediante el método de Pearce y Kinsella (14). Las emulsiones, mezclas 1:3 de muestra proteinica
y de aceite de maiz, se sometieron a homogeneizacibn a 12,000 rpm durante 1 min.
Inmediatamente después se tomaron cuidadosamente del fondo del recipiente, alicuotas de 0.1 mL
y se diluyeron con 5 mL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2% en regulador de fosfatos (pH 7.6,
0.05 M). Finalmente se midié la absorbancia de las emulsiones diluidas contra un blanco de
regulador de fosfatos (pH 7.6, 0.05 M) a 500 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Cary 60). Los
analisis fueron realizados por triplicado. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

Estabilidad emulsionante.

Se determind medante el método de Pearce y Kinsella (14) en emulsiones de las cuales se
tomaron alicuotas de 0.1 mL a tiempos de 3, y 5 min después de la homogeneizacion, se diluyeron
en dodecil sulfato de sodio, SDS, al 2 %, y se leyeron a 500 nm en un espectrofotémetro (Cary 60).

Actividad antioxidante (DPPH).

Utilizando como radical el DPPH (2, 2 — difenil-1—picrilhidracilo), por el método de von Gadow et al
(15). La reaccién se efectué agregando 0.5 mL de DPPH 0.1mM a 0.5 mL de muestra, la mezcla es
homogeneizada vigorosamente, se mantiene en reposo durante 30 min en la oscuridad y se lee el
sobrenadante a 517 nm contra un blanco de metanol y la solucion de DPPH como testigo. Los
andlisis se realizaron por triplicado. La actividad antioxidante se determiné con la siguiente
ecuacion: AOX % = (AS s17nm DPPH — As 517, muestra) / (As s17nm DPPH *100). Donde: AS s170m
DPPH: Absorbancia del DPPH en el tiempo cero; As s;17,m muestra: Absorbancia de la muestra a 30
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min.
Determinacién de contenido de proteina.

Mediante el método de Bradford que consiste en hacer reaccionar 0.1 mL de la solucién proteinica
con 2 ml del reactivo de Bradford (16), homogeneizar la mezcla, dejar reposar durante 5 min y leer a
595 nm en un espectrofotémetro. La curva tipo se prepara utilizando albumina de suero de bovino (2.5
mg /10 ml de agua).

RESULTADOS

Actividad emulsionante.

En la figura 1 se muestran los resultados de determinacion de indice de actividad emulsionante
(IAE) de los hidrolizados enziméticos de proteinas de suero de queso: mezcla de reaccion obtenida
en 1 hora de reaccion: hidrdlisis limitada; y, mezcla de reaccion obtenida en 4 horas de reaccion:
hidrélisis extensiva; y de las fracciones separadas por ultrafiltracion: retenidos y permeados de
membranas de 5 y 50 kDa. Los niveles mas altos de actividad emulsionante (AS so0 nm), 1.73 Y
1.48, fueron obtenidos con el hidrolizado 4 horas (HIDR 4H) y el permeado con péptidos menores a
5 kDa (P5), respectivamente. Es decir el incremento o mejora en el IAE en estas preparaciones fue
de 105% y 76% respectivamente, con respecto al sustrato sin tratamiento enzimatico (S/SE). El
grupo conformado por las especies mayores a 50 kDa (R50), el hidrolizado de 1 hora (HIDR 1H), y
las especies menores de 50 kDa (P50), mostraron incrementos del IAE (ASsgonm) entre 1.4-1.33, es
decir un 62% de mejora en promedio.

Estabilidad emulsionante.

En la figura 2 se presenta la estabilidad de las emulsiones formadas con las mezclas de hidrdlisis a
1y 4 horas, y de los retenidos y permeados de 50 y 5 kDa. La estabilidad de los dos hidrolizados y
del retenido de 50 kDa, presentaron mejor estabilidad que el sustrato sin tratamiento enzimatico y
que el retenido de 5kDa. Es decir, los hidrolizados, con especies proteinicas de mayor peso
molecular, mejoraron la estabilidad de las proteinas de suero de queso no hidrolizadas.

Actividad antioxidante.
En la figura 3 se presentan los resultados de actividad antioxidante del DPPH (% de inhibicion de la

oxidacion del DPPH) del hidrolizado de 4 horas (hidrélisis extensiva) y diversas fracciones
separadas por cromatografia en columna de Sephadex G25. Como puede observarse, el
hidrolizado de 4 horas y las dos fracciones del permeado de 5 kDa (1 y II) presentaron niveles altos
de inhibicién de la oxidacién del DPPH: entre el 99% y el 82%, de manera equivalente al efecto
antioxidante del acido ascorbico (AA) 20 mM, que inhibi6 la oxidacién en un 96%. Los resultados
obtenidos son, en general, consistentes con los estudios que informan que son las especies
peptidicas de bajo peso molecular las que muestran en general una mayor capacidad de captacion
de radicales DPPH que las fracciones de mayor peso molecular (17). La actividad antioxidante
observada en la mezcla de reaccion de la hidrélisis extensiva, sobrenadantes con una alta
concentraciéon de proteina soluble (datos no mostrados) se infiere, fue producto de una proporcién
importante de péptidos de bajo peso molecular. Mientras que los componentes de la fraccion de
péptidos menores a 5 kDa, que en la determinacién de Bradford, debido a los limites de deteccion
del método, resultaron con valores muy bajos de proteina soluble, presentaron diferentes
componentes que mostraron buenas propiedades como inhibidores de la oxidacion del DPPH.
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Fig. 1. Indice de actividad emulsionante (IAE) de hidrolizados y fracciones separadas por
ultrafiltracién. HIDR 1 H: tiempo de reaccién de 1h (Hidrdélisis Limitada); HIDR 4 H: tiempo
de reaccién de 4h (Hidrolisis Extensiva); R50 KDA: mayores de 50 kDa; P50 KDA:
menores de 50 kDA; R5 KDA: mayores a 5 kDa (menores a 30 kDa); P5 KDA: menores a
5 kDA; S/SE: sustrato sin tratamiento enzimatico.

18

16

14

12 —

os1—§— B8 S8 BN .

os1—9 WM B W BB W =88 = 008 =R

Actividad emulsionante [As 500 nm)
-
|

o4 — & & & K & & & W K& & & & g

oz ¥ - W S W R ¥ B W N E MW % L KX N

SS/E

3 min
5 min
3 min
S min

HIDR1H
HIDR4H

Fig. 2. Estabilidad emulsionante (EE) de hidrolizados y fracciones separadas por
ultrafiltracién. HIDR 1 H: tiempo de reaccién de 1h (Hidrélisis Limitada); HIDR 4 H: tiempo
de reaccién de 4h (Hidrdlisis Extensiva); R50 KDA: mayores de 50 kDa; P50 KDA:
menores de 50 kDA; R5 KDA: mayores a 5 kDa (menores a 30 kDa); P5 KDA: menores a
5 kDA; S/SE: sustrato sin tratamiento enzimatico.
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Fig. 3. Actividad antioxidante de hidrolizado (inhibicién de la oxidacién del DPPH) y componentes (I
a X) de la fraccién de péptidos menores a 5 kDa (permeado de UF) separada en columna de
Sephadex G-25. AA 20 mM: &cido ascoérbico 20 mM; H 4h: hidrolizado 4 horas.

CONCLUSIONES

1.

Se ha desarrollado un procedimiento de produccién de péptidos funcionales por hidrélisis de
las proteinas del suero de queso utilizando una combinacién de las proteasas cisteinicas
papaina y bromelaina (comerciales), que permiten explotar al maximo la susceptibilidad del
sustrato a la protedlisis.

Las fracciones e hidrolizados totales que se pueden generar con el procedimiento ensayado
puede tener impacto en el desarrrollo de preparaciones con tamafios moleculares especificos o
disefiados para su utilizacién en la formulacion de productos que actualmente tienen una alta
demanda en un mercado en crecimiento: bebidas funcionales o nutrace(lticas, suplementos
dietéticos y alimentos varios con caracteristicas nutricionales.

El procedimiento ensayado en la hidrdlisis limitada de proteinas de suero de queso se
caracteriza por utilizar preparaciones enzimaticas de origen vegetal, fitoproteasas (no
modificadas genéticamente) que se clasifican dentro de los aditivos “generalmente reconocidos
como seguros”, por sus siglas en inglés, GRAS (Generally Recognized as Safe).
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RESUMEN

El sistema milpa intercalada con arboles frutales (MIAF), ha sido una estrategia de conservacion de
suelos en zonas agricolas de ladera, principalmente aplicado en regiones templadas. Desde hace
10 y cinco afios se ha iniciado el establecimiento en zonas tropicales y subtropicales en la region
de los Tuxtlas, Veracruz. Con el objetivo de evaluar los rendimientos de maiz y frijol al establecerse
entre frutales como: limoén, carambola y chicozapote en el sistema MIAF, se llevaron a cabo
mediciones en los ciclos primavera verano (p-v-)y otofio invierno (o-i) en 2015 y 2016, el
rendimiento promedio obtenido para maiz fue de 2.2 a 2.5 toneladas y de 0.5 ton en o-i. En el caso
del frijol de o-i se obtuvo un promedio de 400 kg. se entiende que, en el MIAF, la distribucion de
frutales y cultivos anuales representa una tercera parte de la hectarea, por lo que los rendimientos
obtenidos son mayores que los obtenidos en 1 ha de cultivo anual sin MIAF, la diferencia potencial
es la reduccion significativa en la perdida de suelo y la posibilidad de obtener ingresos
diversificados, por la venta de frutas.

INTRODUCCION

El cambio en el uso de suelo, las familias abandonando el campo, hacen que los terrenos
dedicados a cultivos, sean menores y no permita tener descansos entre ciclos, asi mismo la
introduccién de frutales con potencial de mercado invaden areas verdes virgenes cambiando la
vegetacion natural del lugar; ademas aun singuen vigentes los sistemas de produccion roza, tumba
y quema, por baratos y rapidos, ain no hemos creado la conciencia suficiente para cambiar estas
condiciones son factores que ocasionan la degradacion de suelos al perder caracteristicas fisicas,
quimicas y biolégicas; este es un aspecto importante y de relevancia nacional por que la pérdida
de suelos tiene como efecto la disminucién de su capacidad productiva, baja o nula capacidad de
retencién de agua y por lo tanto regeneracion de mantos acuiferos, rompiendo o perjudicando los
ciclos naturales de la vida humana, la pérdida de biodiversidad y poniendo en entredicho la
seguridad alimentaria entre otros.

México tiene un 40% de su superficie en condiciones de ladera la riqueza orogréfica que favorece
sus distintos ecosistemas es un aspecto que debemos preservar y cuidar, no solo pensando en la
poblacion de las zonas rurales que vive principalmente en esas condiciones, sino en los habitantes
de asentamientos urbanos a donde llegan problemas de inundaciones por azolves de rios 0 zonas
costeras, eso sin contar como se menciona derrumbes y deslaves en zonas altas, estas
repercusiones sociales deben contar con alternativas y politicas que promuevan sistemas de
produccién que amorticen estos desastres. El sistema Milpa Intercalada con Arboles frutales, surge
entonces de la esencia de la conservacién de suelos en zonas de ladera, pero conlleva detalles
que hacen que esta tecnologia tenga una aplicacién compleja que demande productores con
conciencia ambiental, amor y dedicacién al campo y que hayan adquirido un cumulo de
conocimientos en trazos de curvas a nivel, poda y conduccién de frutales, manejo de densidades
de cultivos anuales, registros, seguimiento a recomendaciones de dosis de fertilizacion,
ordenamiento de la parcela y mantenimiento y conformacion de una terraza de cultivo; por ello en
la regién de los Tuxtlas, Veracruz se ha promovido esta tecnologia a lo largo de 15 afios y se ha
demostrado su funcionalidad y mejora del nivel de vida de los productores, siempre y cuando
cumplan con las caracteristicas mencionadas, en la figura 1-3, se muestran mdédulos establecidos
en 2011, 2005 y 2003, con pendientes de mas del 20% esta figura también nos muestra la
deforestacion en la mayoria de los terrenos de cultivo dejando los suelos desprotegidos y
ocasionando las pérdidas de fertilidad que mencionadas con anterioridad .
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Ante esto durante 2015 y 2016, se iniciaron evaluaciones de condiciones de suelo, fijacion de
carbono y evaluacion de rendimientos en estas tres parcelas, con miras a garantizar la
funcionalidad del sistema a través del tiempo con los diferentes afios de plantacién, diferentes
frutales y grados de pendiente, en este trabajo se presentaran Unicamente las evaluaciones de
rendimiento en esa region se obtienen 2 ciclos de cultivo primavera-verano (p-v) y otofio-invierno
(Ol) para maiz y solo en uno de los moédulos para frijol, en dos de ellos, solo se tiene frijol en el Ol.

TEORIA

El sistema MIAF, tiene su historia desde la colocacién de barreras vivas para la formacion de
terrazas, asi como estudios de pérdidas de elementos, nutrientes y conformacion fisica del suelo
en terrenos de ladera, ante la necesidad de obtener mayor provecho en un sistema de produccion
las barreras vivas evolucionaron a la produccion de frutales de forma intensiva en cada uno de los
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setos es decir colocados a 1 m de distancia entre ellos, promoviendo la retencién de suelo y
conformacion de la terraza, pero con el aprovisionamiento de frutales para consumo y venta, de
este modo en las zonas templadas destacan la produccién de durazno y ciruela en un sistema
MIAF, con podas en tatura y la produccién de cultivos anuales maiz frijol en medio de cada terraza
(Cortes, et al., 2005), al trasladar esta tecnologia a zonas tropicales, Francisco, et al., (2010),
realiz6 estudios con cultivo de chicozapote, mango tommy, limén, guandbana, carambola,
principalmente, los arboles en zonas tropicales son perennifolios, por lo que el manejo de podas se
vuelve mas intensivo, con fines de presentar un dosel abierto a la luz y al aire de los sitios de
fructificacion y subsecuentemente a los cultivos debajo de estos (Camas, 2011).

La adaptacién del sistema a cultivos en zonas tropicales con frutales que demandan en diferente
medida el aprovechamiento del agua sistemas radiculares diferentes entre uno y otro, lo que
también repercute en la conformaciéon de la terraza. Si puede existir una competencia por
nutrientes entre las raices de las plantas lefiosas y las plantas forrajeras herbaceas

Frutales del sistema MIAF, en el subtrépico

. Limon: se caracteriza por tener un diametro de copa de 2 m altura de 1.80 m la poda de
conduccién también es colocar un arbol aguas arriba y el siguiente arbol a 1 m de distancia aguas
abajo, se observo que la carga de limén colocado en un 50 % de su copa, ocasiona desgarre de
ramas por lo que se deben realizar practicas de tutoreo cuando sea necesario. Este cultivo ha
presentado adaptacion en las tres parcelas se tiene al menos 1 terraza con este frutal a pesar de
diferir en tipo de suelo, msnm, y orientacion con respecto al este, asi mismo el precio de venta se
ha mantenido constante con respecto a los otros frutales.

. Carambola: Frutal no tradicional con alto precio en el mercado fuera del mercado local o
vecino, pero de amplia adaptacién y facilidad de manejo en la regién, garantizando 8 meses de
cosecha.

. Chicozapote: Frutal de porte mas alto al menos 2.5 metros aun con manejo de podas,
grosor del tronco del arbol de 20 cm y didmetro de copa de 4 m

. Guanabana: Frutal no tradicional de porte medio 2.2 m de altura, no presenta problemas de
desgarre por carga del arbol, pero susceptible a plagas.

. Mango: Frutal de porte mas alto al menos 3 metros alin con manejo de podas, grosor del
tronco del arbol de 30 cm y diametro de copa de 5 m, excelente adaptacion al clima, pero se
requiere mayor manejo de podas.

PARTE EXPERIMENTAL

En un médulo experimental como en las parcelas de los productores, son diferentes los factores
gue pueden interaccionar en los rendimientos, asi pues, durante 2015 y 2016, se tomaron datos de
rendimiento ubicados en parcelas. Que se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1.
Parcela msnm Pendiente | Frutales Maiz P- | Frijol | Frijol
VyO-l |P-V O-l

Santa Rosa | 900 40 % Mango, Limoén, | Si Si Si

Abata guanabana

Xiguipilincan 300 20 % Mango- Si No Si
Limén,guanabana

Axochio 60 35% Chicozapote, Limon, | Si No Si
Carambola

El modulo de validacion Santa Rosa Abana (SRA) tiene dos trazos de curvas a nivel cuatro hileras
de arboles frutales de mango y tres de limon persa en el otro sentido al que se suma una hilera d
guanabana, y forestales, que ocupan un area aproximada de 1 hectarea.

El mddulo de validacién Xiguipilincan (MVX) tiene cuatro hileras de arboles frutales, que ocupan un
area aproximada de media hectarea. En la parte alta de la ladera existen dos hileras al contorno de
mango Tommy y las hileras inferiores tienen una combinacién de limén persa, guanabana y
chicozapote.

El moédulo experimental Axochio. (MEA) Establecido en el ciclo primavera-verano de 2003, con
cinco sistemas de manejo: 1) milpa intercalada con chicozapote (maiz-frijol), 2) Milpa intercalada
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con limoén persa (2011), 3) Milpa intercalada con carambola (2011) 4) labranza convencional o
tradicional (maiz-maiz).

La estimacién de rendimiento se realizd en 10 metros de una hilera de maiz y/o frijol para cada uno
de los tratamientos correspondientes en cada sistema de manejo y frutales establecidos, y se
contd el nimero de plantas para cuantificar la densidad de la poblacion a la cosecha.

El rendimiento de grano se expresé al 14% de humedad. En el sistema MIAF el rendimiento de
maiz y frijol se expresd en funcién de 5000m2 y 3000 m2 parte de la Ha, debido que fue a la
superficie que ocup6 segun el sistema. Se consideré al testigo la siembra de maiz de forma
tradicional o cultivo simple el rendimiento Ton/Ha.

Parte de la evaluacion de la productividad de los sistemas se realiz6 mediante: a) un analisis
financiero que tomo en cuenta el rendimiento de grano de maiz y frijol, y fruto b) eficiencia relativa
de la tierra.

RESULTADOS

Los resultados esperados eran que los rendimientos de maiz superen la productividad media de
los sistemas de produccién que no manejan MIAF, lo cual se cumple, debido a que los sistemas
tradicionales producen en promedio 2 toneladas/ha, mientras que en los tres modulos establecidos
con sistema MIAF, se obtienen los resultados que se muestran en el cuadro 1 pero representan
Unicamente 1/3 parte de la hectarea, obteniendo cerca o mas de la produccién media por ha, en el
ciclo p-v, asi mismo durante el ciclo o-i el rendimiento promedio es de 400 kg/ha el cual se
mantiene y se supera en algunas de las parcelas, esto debido a las condiciones edafoclimaticas
presentadas en los mddulos que tienen un distancia de al menos 40 km de distanciamiento uno del
otro y algunas caracteristicas que describimos con anterioridad.

Cuadrol. Resultados de rendimiento de maiz en mddulos con sistema MIAF en 2015 y 2016
(Ton/ha).

Primer afio 2015 Segundo afio 2016
Modulo P-v O-I P-v O-l
Santa Rosa Abata 2.02 1.40 1.50 0.72
Xiguipilincan 1.75 1.30 1.98 0.94
Axochio 2.15 0.41 2.78 1.39

Para el caso de frijol pudimos obtener datos de p-v y o-i en dos médulos diferentes con el sistema
MIAF, y los resultados se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Resultados de rendimiento de frijol en modulos con sistema MIAF en 2015 y 2016
(Ton/ha).

Primer afo

Modulo O-12015 P-V 2016 O-12016

Santa Rosa Abata - 1.3 0.110
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Xiguipilinca - -

Axochio 0.75 - 0.327

Aunque cada médulo tiene su particularidad los rendimientos utilizando los diferentes frutales no
varian al grado de reducir los rendimientos por debajo del promedio, en el cuadro 3. presentaremos
en comportamiento del testigo que es un sistema de manejo tradicional sin terrazas, maiz en
ladera tanto en p-v, como o-i.

Cuadro 3. Resultados de rendimiento de maiz en parcelas tradicionales sin MIAF (Ton/ha).

Primer afio 2015 Segundo afio 2016
Modulo P-v O-l P-v O-l
Santa Rosa Abata 1.75 0.81 1.65 0.926
Xiguipilinca 1.38 0.72 2.10 1.650
Axochio 1.75 0.18 2.77 1.590

CONCLUSIONES

Los rendimientos de cultivos anuales en el sistema MIAF en P-V, son superiores a un sistema
tradicional en el 2015 y muy similares en 2016, el ciclo O-l el sistema MIAF comparada con el
tradicional es menos constante, en parcelas con productores en el médulo Axochio muestra un
incremento favorable ademas de que en el ciclo 2016 Ol las parcelas testigo fueron sembradas con
maiz criollo el cual tiene mejor adaptacion a la zona que las variedades utilizadas en el sistema
MIAF, H-520. Aun asi, debemos destacar que en un sistema tradicional no esta ocurriendo la
conservacion de suelos ni la provision de alternativas de ingresos por la produccion de frutales. Los
datos presentados representan avances en la investigacion de evaluaciones de rendimiento, se
considera determinar si no hay diferencias entre los rendimientos de cultivos anuales en los
sistemas con diferente frutal, para proponer aquellos que dejen al productor mejores ingresos, todo
esto sin perder de vida que el sistema MIAF, busca en primer momento reducir la perdida de suelo,
lo cual se cumple al tener buenos rendimientos a través del tiempo preservando la productividad de
los mismos.
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RESUMEN
El composteo con lombrices tienen efectos benéficos, fisicos, quimicos y biolégicos sobre los

suelos, ademas de incrementar el crecimiento de la planta y el rendimiento al aplicarlo en cultivos.
Se realizaron cinco tratamientos, monitoreando y composteando cinco mezclas porcentuales de
cuatro sustratos: lodos residuales del reciclado de papel, estiércol de vaca, residuos sélidos
organicos, y mulch a diferentes proporciones, manteniendo el dltimo constante a 15%. Se
incorporaron 200 lombrices adultas en cada pila. Se analizdé la presencia inicial de coliformes
totales, Salmonella y Huevos de Helminto en cada tratamiento y después de 90 dias se evalué la
disminucién de coliformes, asi como la ausencia de Salmonella y Huevos de helminto. Para los
metales pesados presentes en la NOM-004-SEMARNAT 2002 se realiz6 un andlisis inicial y final
de la relacion de la concentracion con cada uno de los tratamientos. En conclusion se observé que
la mejor proporcién de residuos para la produccion de vermicomposta fueron los tratamientos 1y 2,
ya que en estas pilas se obtuvo la mayor cantidad de fertilizante, ademas de que el lodo residual
en estos tratamientos tuvieron una alta cantidad de metales pesados que fueron absorbidos por las
lombrices al final del bioproceso.

INTRODUCCION

La aplicacion de Residuos Solidos Orgéanicos y lodos residuales de uso industrial y biosoélidos
agricolas a los cultivos aporta nutrientes. No obstante pueden contener algunos productos toxicos,
incluyendo metales pesados, compuestos organicos y microorganismos patégenos como bacterias
coliformes o parasitos como los huevos de helminto. Es por eso que se debe tener un control
adecuado en el uso de estos residuos organicos para evitar la contaminacién de los suelos y por
consiguiente los cultivos y productos vegetales que toman sus nutrientes del fertilizante organico o
inorgénico aplicado al suelo para aportar mejores caracteristicas a dichos productos.

El agua utilizada en la produccién de papel contiene pasta y aditivos como arcillas. El tratamiento
de estos residuos puede constituir una Unica etapa dentro del tratamiento del agua residual y es
sometido a las distintas fases de depuracion fisico-quimicas como la coagulacion y la floculacion.

Se ha investigado acerca de los beneficios obtenidos con el uso de lombrices sobre los suelos y se
ha demostrado que estos efectos positivos pueden incrementar el crecimiento de la planta y el
rendimiento de los cultivos tanto en ecosistemas naturales como en los ecosistemas manejados
(Atiyeh et al., 2002).

PARTE EXPERIMENTAL

Se realizaron cinco tratamientos (pilas de 150 kg) con mezclas porcentuales de cuatro sustratos:
lodos residuales del reciclado de papel, estiércol de vaca, residuos sélidos organicos (haranja,
papaya, platano, pifia, lechuga y jitomate) y mulch a diferentes proporciones. Ver Tabla 1.

164



AVANCES DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Tabla 1. Composicién de mezclas propuestas para los experimentos

) MATERIAL
LODOS ESTIERCOLDE  RESIDUOS ESTRUCTURANTE
RESIDUALES VACA ORGANICOS (MULCH)

(%) (%) (%) (%)
PILA 1 70 5 10 15
PILA 2 50 10 25 15
PILA 3 30 15 40 15
PILA 4 10 20 55 15
PILAS 0 25 60 15

Ya definidas las proporciones de cada tratamiento se procedié a la recolecciéon de cada sustrato
para la conformacién de las 5 pilas (Ver figura 1).

Figura 1. Conformacion de pilas de precomposteo

Se compostaron las mezclas durante 24 dias, monitoreando el proceso a fin de mantener la
temperatura, pH y humedad. En esta primera etapa de acondicionamiento se redujo la actividad
proteolitica de los Residuos Sdlidos Organicos (RSO) para garantizar la sobrevivencia y
reproduccién de la lombriz.

Al finalizar la etapa de precomposteo se inocularon 200 lombrices adultas con clitelo de entre 5y 7
cm de longitud (Ver figura 2).
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Figura 2. Eleccion de lombrices adultas

Se llevé a cabo el andlisis antes y después del proceso de vermicomposteo, obteniendo el
resultado inicial y final en la presencia de coliformes totales, Salmonella, huevos de helminto y
metales pesados, de acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002.

Se llevé a cabo el andlisis microbiolégico de coliformes totales de cada pila, realizando la
preparacion de caldo lactosado y verde bilis brillante para las pruebas presuntiva y confirmativa
respectivamente (Ver figura 3)

Figura 3. Medios de cultivo para coliformes totales

Se realizaron diluciones de 10®°, 10° y 107, obteniendo el resultado de coliformes totales en los
lodos y en el estiércol de vaca al inicio del proceso, ya que no se considera significativa la
aportacion de estas bacterias a las mezclas de cada tratamiento por parte de los vegetales y
mulch. Se obtuvo una concentracién de 9.1 X 10° NMP/10g de coliformes totales en el lodo
residual, a diferencia de la concentracion obtenida en el estiércol de vaca, que fue de 240 X 10’
NMP/10g.

Al final del proceso se obtuvo el resultado en las 5 pilas obteniendo: Pila 1: 93 X10* NMP/10g, Pila
240 X10* NMP/10g, Pila 3: 460 X10* NMP/10g, Pila 4: 21 X10* NMP/10g y Pila 5: 3.6 X10*
NMP/10g.

De igual manera fue determinada la presencia de Salmonella, de acuerdo a la NOM-004-
SEMARNAT-2002, utilizando Caldo terationato y Selenito Cistina para llevar a cabo el
preenriquecimiento. Posteriormente en Agar XLD y Agar Sulfito de Bismuto como pruebes
confirmativas. Dando como resultado AUSENTE. Ver figura 4.
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i
Figura 4. Determinacion de Salmonella en las Pilas de vermicomposta

Se determiné la presencia de Huevos de Helminto, de acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002
ANEXO V, mismos que fueron AUSENTES al final del proceso. Ver figura 5.

17 AIHII'.‘&

Figura 5. Determinacion de Huevos de Helminto en las 5 pilas
Por udltimo se determinaron los metales pesados indicados de igual forma en la NOM-004-

SEMARNAT-2002, por la técnica de Espectrofotometria de Emision Optica (ICP). Ver figura 6.

~J

Figura 6. Espectrofotdometro ICP utilizado para la determinacion de metales pesados en las pilas
misma que se explica en dicha norma, especificamente para biosélidos, obteniendo los siguientes
resultados en las 5 Pilas y en el lodo y estiércol respectivamente.
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Tabla 2. mg/kg de metales pesados en sustratos y tratamientos

SUSTRATO/TRATAMIENTO | AS Cd Pb Cr Cu Hg Ni Zn

ESTIERCOL <L.D.|<L.D. | <L.D. | 6.667 | 4.333 | <L.D. | 2.600 | 25.850
LODO <L.D. | <L.D. | <L.D. 7.5 3.133 | <L.D. | 0.850 | 36.433

P1 0.579 | 2.452 |11.676 | 18.125 | 124.555 | < L.D. | 9.323 | 73.756

P2 1.974 | 2.402 {10.796 | 16.289 | 108.880 | < L.D. | 6.705 | 74.577

P3 0.475 | 2.304 | 9.333 |11.529 | 68.938 | <L.D. | 5.880 | 57.743

P4 1.301 | 2.259 | 6.694 |15.548 | 25.900 | <L.D. | 6.224 | 40.928

P5 1.384 | 2.268 | 6.523 | 7.075 | 11.255 | <L.D. | 4.911 | 33.888

En esta tabla se observa que los metales pesados: arsénico, cadmio, plomo, cromo, mercurio y
niquel no tienen altas concentraciones en cada uno de los tratamientos, a diferencia del cobre y
zinc, los cuales de presentaron altas concentraciones con respecto a dos de los sustratos
utilizados (lodo residual y estiércol), lo cual se puede explicar por la utilizaciéon y aporte de estos
metales debido al continuo uso de agua potable para realizar los riegos de cada pila para mantener
la humedad en ellas. Dado que el agua potable del grifo cuenta con mayor cantidad de Cu y Zn, se
concluye que el aporte de estos metales se debié al riego continuo de las pilas para no perder la
humedad y las condiciones de sobrevivencia de las lombrices.

Cabe mencionar que de acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002, todas las concentraciones,
incluso de Cu y Zn, estan dentro de los limites maximos permisibles (<1,500 mg/kg y <2,800 mg/kg
respectivamente), que indican que la presencia de éstos no fue suficiente para concluir que la
vermicomposta generada no tiene las caracteristicas necesarias, es decir, que el tipo de lodo que
la norma indica es de TIPO A, que de acuerdo a la concentracion de mnetales pesados tan baja,
es de caracteristicas EXCELENTES para su uso como fertilizante en los cultivos agricolas.

RESULTADOS

Las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas de los sustratos y de los 5 tratamientos
fueron evaluadas, y haciendo la recopilacion de informacion se observo que las pilas tienen las
condiciones adecuadas para que la lombriz roja Californiana se desarrolle y produzca el fertilizante
de calidad. Ademas se observo que de acuerdo a los resultados microbiolégicos obtenidos antes y
después del proceso, no se tienen condiciones patégenas que puedan afectar las caracteristicas
de acumulacién en cultivos debidas al uso del fertilizante producido. Los metales pesados son
indice claro de que los lodos son de calidad excelente para ser utilizados como fertilizante.

CONCLUSIONES
En conclusion se observé que la mejor proporcién de residuos para la produccién de

vermicomposta fue el tratamiento 2, ya que en esta pila se obtuvo la mayor cantidad de fertilizante,
que es directamente proporcional a la cantidad de biomasa generada. El lodo contiene metales
pesados que fueron absorbidos por las lombrices. Es factible el uso de los 4 sustratos para la
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obtencién del humus, ya que el tipo de lodo de acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002 es A, es
decir, EXCELENTEpara su uso agricola.
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RESUMEN

México es el centro de origen del maiz, aqui se concentra la mayor diversidad del mundo. Siendo
el mas importante de los granos producidos en México ocupa el primer lugar de la produccion
agricola y aproximadamente el 70% se destina al consumo humano. Lamentablemente, el maiz
azul es un cultivo escaso, solo el 7 % de la superficie de siembra se dedica a esta variedad a pesar
de que presenta propiedades nutricionales y antioxidantes [1]. Por otra parte se sabe todo proceso
agricola genera residuos vegetales que no son aprovechados, por esa razon en este trabajo se
propuso una biorrefineria para la transformacion del maiz azul en productos biolégicos seguros y
sostenibles tales como harina de maiz, antocianinas, xilanasas (por fermentacion sélida) y olote
molido. Se realiz6 un andlisis proximal obteniéndose los siguientes resultados: el grano de maiz
azul cuenta con una humedad de 16.50 %, cenizas de 2.08 %, grasa 2.88 %, fibra cruda de 11.42
%, proteina 3.25 % y carbohidratos 63.69%; el olote obtuvo una humedad de 17.06 %, cenizas de
1.39 %, grasa 4.19 %, fibra cruda de 33.11 %, proteina 2.96 % y carbohidratos 41.22 %. Para el
célculo de rendimientos, los balances de masa se realizaron en base a un kilogramo de maiz azul
del cual se obtuvieron como productos 570.6 g harina maiz/kg maiz, 12 mg antocianinas/kg maiz,
30.21 mg proteina total’lkg maiz, 451.19 g de alimento para ganado/kg maiz. Estos resultados
permitirdn fomentar el cultivo de esta variedad de maiz, no solo para la produccién de harina sino
también de otros productos de interés comercial como las enzimas y antocianinas.

INTRODUCCION

Gracias a la diversidad de climas, en México se cultiva una gran variedad de especies de maiz
incluso se encontré que la produccion agricola en el pais se increment6é 6.1 por ciento en los
primeros siete meses de 2015, en relacion con el mismo periodo de 2014, para ubicarse en 117.6
millones de toneladas. El maiz es el cultivo mas importante de México, siendo tres variedades de
maiz los mas utilizados: el blanco, que se cultiva para el consumo humano por su alto contenido
nutricional; el amarillo, destinado principalmente al procesamiento industrial y a la alimentacién de
los animales; y el maiz azul, que se utiliza principalmente para la elaboracién de tortillas, atoles y
pinoles. El maiz ha jugado un papel importante a nivel econémico a escala mundial durante el siglo
XXy los inicios del siglo XXI. En los paises industrializados, el maiz se utiliza principalmente como
forraje, materia prima para la produccién de alimentos procesados y, recientemente, para la
produccion de etanol. Por lo contrario, en algunos paises de América Latina, un gran porcentaje del
maiz que se produce o importa se destina al consumo humano. En este sentido, el maiz ha sido y
sigue siendo un factor de sobrevivencia para los campesinos e indigenas que habitan en la
mayoria de los paises del continente americano. Aunada a esta problematica como se sabe todo
proceso agricola genera, durante el desarrollo del cultivo y en la cosecha, residuos o desechos
vegetales que no son destinados a diferentes usos, aun teniendo en ellos un gran potencial. Una
manera de aliviar esta situacion es revalorar el cultivo a través del conocimiento de su origen,
diversificacion en el continente americano, sus propiedades y potenciales. Cabe mencionar que las
biorrefinerias son instalaciones de transformacion de los recursos bioldgicos seguros y sostenibles
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en una variedad de productos de valor agregado [2] Por esa razon en este trabajo se propuso una
biorrefineria para el aprovechamiento del maiz azul en productos de valor agregado tales como
harina de maiz, antocianinas y enzimas hidroliticas.

TEORIA

El maiz es el mas importante de los granos basicos producidos en México; ocupa el primer lugar de
la produccién agricola del pais y aproximadamente el 70% de la produccion se destina al consumo
humano. Es la forma domesticada de una subespecie de teocintle un pasto silvestre que existe de
manera natural en regiones aisladas. México es el centro de origen del maiz, aqui se concentra,
muy probablemente, la mayor diversidad de maiz del mundo (Gorriti y col, 2009). En América
Latina se han descrito cerca de 220 razas de maiz [3], de las cuales 64 (29%) se han identificado,
y descrito en su mayoria, para México. De las 64 razas que se reportan para México, 59 se pueden
considerar nativas y 5 que fueron descritas inicialmente en otras regiones pero que también se han
colectado o reportado en el pais. En la Figura 1 se muestra un cartel resumido de los maices
mexicanos elaborado por CONABIO.

iy 1)

trimonio

Figura 1 Cartel de Maices mexicanos tomada de CONABIO.

La mayoria de los maices azules son tipicamente de grano harinoso. El endospermo es de textura
suave. El color azul se encuentra en la capa de células llamada aleurona, donde una mayor
concentracién de pigmentos de antocianina hace que los granos parezcan negros [4]. En el centro
del pais, ademéas de las tortillas de maiz blanco y amarillo, se consumen productos de maiz
nixtamalizado a partir de variedades coloreadas o pigmentadas con tonalidades rojas, azules,
moradas y negras, sin embargo, estos maices pigmentados son producidos en baja proporcién por
agricultores de subsistencia en pequefias parcelas para autoconsumo, pues de acuerdo con
estimaciones, representa s6lo el 10% de la produccion nacional de maiz. Se estima que la
produccion nacional de maiz en el ciclo 2014-2015 sera de 22.5 millones de toneladas para una
demanda de 32.75 millones de toneladas, lo que da lugar a un déficit de 10.25 millones de
toneladas que habria que importar, es decir un 31.3% de las necesidades. Sin embargo, es
importante mencionar que los reportes disponibles sobre la produccion de maiz en México, no
mencionan la produccién de maices pigmentados. En nuestro pais, se han descrito razas de
maices pigmentados en los estados de Oaxaca, Chiapas y Estado de México; las razas son:
Mushito, Tuxpefio, Olotillo, Olotén, Tehua, Tepecintle, Vandefio, Zapalote Chico y Grande, Bolita y
Cénico [5]. Esta variedad contiene mas cantidad de fibra que la mayoria de los cereales, casi el
doble de calcio que otros tipos de maiz y una menor cantidad de almidén, ademas su indice
glicémico es inferior al del maiz blanco, por lo que es mas recomendable para quienes cuidan su
consumo de azucares en la dieta y para personas con diabetes. Las antocianinas representan un
factor importante en la industria alimentaria debido a la restricciéon del uso de colorantes sintéticos
e incluso en el mercado existen algunas patentes que permiten extraer y estabilizar las estructuras
naturales de antocianinas; estas juegan un papel importante en la industria vinicola pro el residuo
generado por la fermentacion de la uva. Todas las antocianinas son solubles en agua y pueden
precipitarse en solucién acuosa-alcohélica con sales de plomo que producen un precipitado azul
fuerte [6]. El olote del maiz (Zea mays) se encuentra entre las fuentes de recursos no maderables
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con un alto contenido de xilanas, por lo que ha sido considerado de interés como fuente alternativa
de diferentes compuestos quimicos de interés comercial o industrial, entre otras fuentes de
biomasa [7].

PARTE EXPERIMENTAL

Materia prima

3.1.1 Caracterizacion fisica

La materia prima fue obtenida de San Lorenzo Chiautzingo del estado de Puebla. Se midieron los
granos y olotes para determinar su tamafio promedio.

3.1.2 Analisis proximal

El analisis proximal del grano y olote se determiné en base a las Normas Oficiales Mexicanas para
alimentos, de acuerdo a la Tabla 1. El método para determinar la humedad en grano y olote se
establecié con rango de secado de 95° a 105°C. Por su parte, la determinacion de cenizas se llevé
a cabo mediante la calcinacibn completa a una temperatura de 650°C. La determinacién de
proteinas se realizé por el método de Micro-Kjeldahl usando el sulfato de cobre como catalizador y
el sulfato de sodio para aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestion. La
determinacion de fibra cruda se basé en la digestion &cida y alcalina de la muestra obteniéndose
un residuo de fibra cruda y sales que con calcinacion posterior se determind la fibra cruda.

Tabla 1. Normas para el andlisis proximal del maiz azul.

Andlisis Norma Oficial Mexicana
Cenizas NMX-F-066-S-1978 [8]
Proteina NMX-F-068-S-1978[9]
Humedad NMX-F-083-S-1978 [10]
Extracto Etéreo NMX-F-089-S-1978 [11]
Fibra cruda NMX-F-090-S-1978 [12]

Procesamiento de la materia prima

El procesamiento de la materia prima inicio con el desgranado, destinando el 70 % del grano a la
produccion de harina y el 30 % a la produccion de antocianinas. Con todo el olote se llevo a cabo
una fermentacion sélida para la produccién de enzimas hidroliticas.

3.2.1 Obtencion de harina

La produccién de harina maiz se llevé a cabo a través de una nixtamilizacién, que consistié en la
coccién de los granos en dos litros agua al 1% de hidréxido de calcio y un posterior reposo en el
caldo alcalino durante 20 min, el producto obtenido, llamado nixtamal, se lavé con agua para
eliminar el exceso de hidréxido de cal y se sec6 por 72 horas en un secador solar; finalmente el
grano se moli6 para obtener la harina de maiz.

3.2.2 Obtencion de antocianina.

La obtencién de antocianinas se realizo por medio de soluciones etandlicas en pH &cido y con
temperaturas especificas de esta manera se utilizo una solucion etandlica al 20%, pH 4, 90°C por 2
horas; que de acuerdo a lo realizado por Gorriti, y col [13], a estas condiciones es posible extraer
hasta 47 mg de antocianinas por g de maiz.

3.2.3 Fermentacion solida.
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Se realizé una fermentacién sélida con Aspegillus sp. y olote previamente secado y triturado con el
fin de disminuir el tamafio de particula, llevando el residuo a una humedad del 80% con solucién
mineral. Debido a los residuos generados en cada subproceso de obtencién de los productos, se
realiz6 una fermentacion sélida juntando todos residuos. Se secaron y se determiné el porcentaje
de absorcion de agua para calcular la cantidad de medio de cultivo adicionado. Se realiz6 una
solucion acuosa de esporas de Aspergillus sp ,crecido en agar papa dextrosa, se contdé en camara
de Neubauer. De acuerdo al nUmero de esporas, se adicion6 el volumen necesario para obtener
1x105 esporas sembradas por gramo de residuo seco. En condiciones asépticas, se mezclaron el
residuo y el medio de cultivo estériles con la solucién de esporas, hasta homogeneizar o mas
posible. Este material fue empacado en una columna de vidrio previamente acondicionada y
esterilizada y se dejé incubar durante 15 dias hasta observar el crecimiento del hongo. Las
muestras se mezclaron con 5 volimenes de agua se agitaron durante 30 minutos y se
centrifugaron, obteniendo los extractos enzimaticos (sobrenadante). A este sobrenadante se le
determind azucares reductores por el método del DNS, proteina por el método de Biuret. Ademas
se determinaron las actividades enzimaticas de enzimas hidroliticas (celulasa, amilasa, pectinasa,
xilanasa, inulinasa, invertasas) con el sustrato adecuado, utilizando diferentes curvas estandar con
los mondémeros respectivos de cada sustrato.

Diagrama de bloques del proceso
En la Figura 2 se muestran los procesos por los que se sometera la materia prima para su
completo aprovechamiento y la obtencion de los productos deseados.

— -y
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Mezclado s  Ajuste de pH

Humidificacitn
Extraccion

Etanolica

Filtrado al
vacio

Harina
Anfocianinas
Olote Molido

Figura 2. Diagrama de bloques del proceso
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RESULTADOS

Caracterizacion de la materia prima

En la Tabla 2 se muestra la caracterizacion fisica del tamafio de la materia prima y en la Tabla 3
los porcentajes de grano y elote.

Tabla 2 Caracterizacion fisica del maiz azul.

) Tamarnfo
Maiz Azul (cm)

Grano 1.229+0.344
Olote 13.562+2.569

La Tabla 3 presenta los resultados del analisis proximal; debido a que hay escasa bibliografia del
maiz azul se compara con la composicion del maiz blanco, podemos observar que el grano y el
olote contienen un porcentaje parecido al de humedad y proteina, sin embargo la cantidad de
lipidos y carbohidratos aunque difieren entre el olote y el grano del maiz azul son muy similares a
los comparados bibliograficamente.

Tabla 3 Composicién proximal del grano de maiz.

Componentes Este trabajo, maiz azul Granos de maiz blanco, [14]
quimicos Grano Olote Tabloncillo Chalquefio
Humedad (%) 17.063 + 3.414 16.5054+9.268 | 8.58 + 0.31 8.29 £ 0.17
Cenizas (%) 1.398 + 0.07 2.080+0.087 1.63+0.01 1.52 +0.03
Lipidos (%) 2.88+0.17 4.197+10.193 | 5.36 £ 0.04 4,91 +0.02
Fibra cruda (%) 11.42 +1.26 33.116+9.392 - -
Proteina (%) 3.25 2.966 9.04 £0.23 9.04£0.12
Carbohidratos (%) 63.69 41.22 78.5+ 0.95 82.9 + 0.86

Procesamiento de la materia prima
En la Tabla 4 los rendimientos obtenidos en base seca a partir de 1 kg de maiz azul.

Tabla 4 Rendimiento de los productos obtenidos por kg de maiz azul.

Productos Rendimientos en base seca

Harina de maiz 570.6 g harina/kg maiz

Antocianinas 12 mg antocianinas/kg maiz

Proteina total 30.21 mg Proteina total/kg olote

Alimento para Ganado® 451.19 g de alimento para
ganado/kg residuos
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El rendimiento obtenido para la produccion de antocianinas fue muy bajo con un 0.0018%
disminuyendo asi nuestra produccién de harina de maiz debido a que de los 100 kg de maiz inicial
87.9 kg fueron de grano divididos en un porcentaje de 70 para la produccion de harina y 30 para la
produccion de antocianinas. Sin embargo, los costos de venta de antocianinas en el mercado son
altos debido al gran impacto que tiene la industria de belleza.

Segun distintas bibliografias el maiz tiene altos rendimientos en cuanto a la produccion de harina y
tortillas teniendo asi que de 25 kg de maiz se pueden obtener [15]:

436.2 kg de tortillas

24.9 kg de harina

14.5 kg de almidén o

14.9 kg de edulcorante o

9.4 It. de etanol para gasolina 'y

5.1 kg de gluten forrajero al 20% y

1.3 kg de pasta de gluten al 60% y

0.730 kg de aceite de maiz

Ooooogdg

Los productos de la fermentacién sélida pueden estar destinados a la obtencion de proteina total o
de enzimas hidroliticas, para determinar el potencial de produccién de estas enzimas se midi6é su
actividad enzimatica en sobrenadante. La Tabla 5 presenta las concentraciones de azUcares
reductores y proteina soluble del extracto, a partir de las muestras obtenidas de la fermentacion en
el tiempo O y al final de la misma, se obtuvieron los resultados presentados en ambos tiempos de
azlcares reductores, totales y proteina. Podemos observar que la cantidad de azucares aumento
debido a la actividad metabdlica presente por lo que podemos inferir que la fermentacion solida con
este producto es viable para la produccién de enzimas.

Tabla 5 Evaluacién de actividad enzimatica de la fermentacién solida

Parédmetro (g/L) Tiempo 0 h Tiempo 15 dias
Azucares reductores 0.0165 + 0.0004 0.111 + 0.0359

Azlcares totales 4.218 + 0.0195
Proteina intracelular 0.0144 + 0.0043
Proteina extracelular 0.007416 + 0.00130 0.0177 + 0.0027

Con respecto a los resultados de las actividades enzimaticas, estas se presentan en la Tabla 6. Se
midieron dichas actividades en el momento cero y al dia 15 de incubacién a 50°C, por lo que se
puede corroborar que la materia prima es perfecta para la produccion de enzimas siendo las
pectinasas e invertasas las que tienen el mayor rendimiento en estas condiciones.

Tabla 6 Actividades enzimaticas de los extractos proteicos crudos de la fermentacion.

Actividad enzimatica, Ul
Enzima

Tiempo O h Tiempo 15 dias
Celulasa 0.0429 + 0.0149 0.0380+0.0026
Amilasa 0.0309 + 0.01518 0.04537 £ 0.0194
Pectinasa 0.0758 + 0.0087 0.1117 £ 0.0103
Xilanasa 0.0563 + 0.01819 0.0685 + 0.0346
Inulinasa 0.0276 + 0.01739 0.0109 + 0.0019
Invertasa 0.0408 + 0.0187 0.2880 + 0.0124
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CONCLUSIONES

En general, el maiz azul se mantuvo en dentro del promedio general en su composicion quimica
proximal comparado a otras variedades ya estudiadas, presenta una pequefia diferencia en cuanto
un aumento de humedad y una disminucion de proteina comparada con el maiz blanco que es mas
consumido en la actualidad ademéas el maiz azul presenta un alto contenido de fibra y
carbohidratos, se observan diferencias con el maiz blanco que es mas consumido en la actualidad.
El rendimiento en cuanto a la produccion de harina de maiz es elevado obteniendo pocos residuos
como es el olote que tiene un excelente rendimiento en cuanto la produccion de proteina total. Por
su parte, el alimento para ganado represento una excelente alternativa en el aprovechamiento de
los residuos. A pesar de la baja produccidon de antocianinas, tienen un gran impacto debido a la
introduccién del concepto de alimento funcional, que ha surgido para referirse a aquellos alimentos,
que, por su contenido de sustancias antioxidantes y nutrimentales se vuelven tractivos al publico.
Por lo tanto, implementar una biorrefineria para el maiz azul es una buena alternativa para
aprovecharlo integralmente y darle no sélo un valor agregado si no también fomentar su cultivo y
desarrollo sustentable. Cabe mencionar que la utilizacion de residuos de maiz azul funciona de
manera favorable como sustrato en fermentaciones sélidas para la produccion de enzimas de
interés comercial ya que tiene un alto contenido de carbohidratos y otros nutrientes que favorecen
el crecimiento de microorganismos.
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RESUMEN

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria, ocasiona una disminucién en la produccion y
calidad de la leche, considerandose como la enfermedad més frecuente y costosa del sector lacteo
de todo el mundo.

El objetivo del trabajo fue determinar la frecuencia de mastitis y la presencia de agentes etiologicos
asociados en establos lecheros de tres regiones del estado de Jalisco.

Se realiz6 un estudio transversal entre febrero y mayo del 2016 en el estado de Jalisco, en las
regiones de Altos Norte, Altos Sur y Ciénega, seleccionandose 335 vacas de 27 establos con
diferentes niveles de tecnificacion, recolectando una muestra por cada cuarto, resultando un total
de 1,325 muestras.

El diagnostico de la mastitis subclinica se realiz6 mediante la prueba de California y para el
crecimiento bacteriano se utilizé agar sangre.

Se obtuvo una frecuencia de mastitis en la regién Altos Norte del 38.5 % a nivel de cuarto y del
64.5 % a nivel de vaca; en la region Altos Sur fue del 44.4 % a nivel de cuarto y del 71.4 % a nivel
de vacay en la regién Ciénega del 51.8 % a nivel de cuarto y del 84.2 % a nivel de vaca.

Las muestras de leche de las tres regiones presentaron una mayor frecuencia de bacterias del
género Staphylococcus spp, seguido del género Streptococcus spp.

La variacion de la frecuencia de mastitis y de agentes etiolégicos en las distintas regiones fue
debida probablemente a la diferencia en la tecnificacion de los establos que presenta cada zona.
INTRODUCCION

La mastitis es definida como la inflamacién de la glandula mamaria, causada principalmente por
microorganismos (Bedolla et al., 2007), siendo considerada como la enfermedad mas frecuente y
costosa del sector lacteo en todo el mundo (Halaza, 2007), ya que ocasiona una disminucion en la
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produccion y calidad de la leche pudiendo provocar hasta el desecho del animal por pérdida de la
funcionalidad de la glandula mamaria (Echeverri et al., 2010).

Aunqgue se han encontrado alrededor de 137 microorganismos en la vaca afectada con

mastitis, s6lo un grupo reducido de patégenos son los responsables de la mayoria de los casos
(Wolter et al., 2004). Un género que asume una gran importancia es el Staphylococcus spp, ya que
las bacterias pertenecientes a este género expresan factores de patogenicidad que permiten su
persistencia y la diseminacién en el huésped (Marqués et al., 2013).

Staphylococcus aureus es considerado uno de los principales agentes causantes de mastitis en el

ambito mundial (EI-Sayed, 2006), con una frecuencia de casi el 30% de muestras de vacas con
mastitis (Calderén y Rodriguez, 2008), a este patégeno se le atribuyen propiedades invasivas y
factores extracelulares como la produccion de toxinas (Vasconcelos, 2011).

Jalisco es el primer productor de leche a nivel nacional, en las regiones de Altos Norte, Altos Sur y
Ciénega se localizan los municipios mas importantes en la produccion de leche de vaca del estado,
la produccion de estas tres regiones representa alrededor de % partes de la produccion estatal
(SIAP, 2014), las explotaciones lecheras en el estado presentan una gran diversidad ya que van
desde explotaciones muy tecnificadas hasta las de subsistencia llamadas de “lecheria familiar”
(SAGAR., 1999).

El objetivo del trabajo fue determinar la frecuencia de mastitis y la presencia de agentes etiologicos
en las tres regiones de mayor importancia lechera del estado de Jalisco.

PARTE EXPERIMENTAL

Se realiz6 un estudio transversal entre febrero y mayo del 2016, las muestras se obtuvieron de 10
municipios pertenecientes a las tres regiones con mayor indice de produccién de leche de vaca del
estado de Jalisco.

Mediante un muestreo representativo al azar se seleccionaron 335 vacas de 27 establos de las
regiones de Altos Norte, Altos Sur y Ciénega del estado de Jalisco. Tomandose una muestra por
cada cuarto funcional, dando un total a 1,325 muestras (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion del muestreo en tres regiones del estado de Jalisco.

Region Municipios Establos | Vacas | Cuartos | Nivel de
tecnificacién de los
establos
Altos norte | Encarnaciéon de Diaz 4 53 212 3 Familiares
Lagos de Moreno 4 46 182 7 Semitecnificados
San Juan de los 5 67 263 3 Tecnificados
Lagos
Total 13 166 657

Altos Sur Acatic 1 12 46 4 Familiares
Arandas 2 22 88 3 Semitecnificados
San Miguel el alto 3 40 160 2 Tecnificados
Tepatitldn de Morelos | 3 38 150
Total 9 112 444

Cienega Atotonilco el Alto 2 16 64 3 Familiares
La Barca 1 15 59 2 Semitecnificados
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Tototlan 2 26 101 0 Tecnificados
Total 5 57 224
Suma total 27 335 1,325 10 Familiares

12 Semitecnificados
5 Tecnificados

Se procedi6 para el diagnostico de la mastitis clinica mediante la identificacion visual de las
alteraciones en la glandula mamaria y la leche y el diagnéstico de la mastitis subclinica se realizé
utilizando la prueba de California.

La frecuencia de mastitis se obtuvo de cuartos individuales y a nivel de vaca se consideré positiva
desde un solo cuarto con cualquier grado de mastitis.

Para la identificacién bacteriana se realizaron las siembras de todas las muestras en agar sangre
independientemente del resultado de la prueba de California, se identifico el género de las
bacterias por medio de la tinciobn de Gram y caracteristicas propias de la colonia (morfologia,
tamafio, textura, olor y color), ademas de pruebas bioquimicas para identificar algunas especies
presentes en la leche.

La frecuencia de mastitis subclinica y clinica se obtuvo con un intervalo de confianza del 95 %.

El nivel de tecnificacion que presentaban las explotaciones lecheras muestreadas fue
representativo al tipo de establo de cada region, por lo que mediante una encuesta detallada y con
base a la observacién y el andlisis de la informacién se clasificaron en: Tecnificado, semitecnificado
y familiar.

Para el andlisis de la informacién, frecuencia de la mastitis y la presencia de agentes etiolégicos se
generaron graficas de frecuencia.

RESULTADOS

La region Altos Norte obtuvo una frecuencia general de mastitis por animal del 64.5% (IC 50, 57.2 @
71.8). A nivel de cuarto la frecuencia fue del 38.5% (IC g¢54, 34.8 a 42.2) de la cual la mastitis clinica
representd el 1.8 % (IC g54, .78 @ 2.81) y la mastitis subclinica del 36.7% (IC g50, 33.0 a 40.4).

La region Altos Sur obtuvo una frecuencia general de mastitis a nivel de vaca del 71.4% (IC g5
63.0 a 79.8). A nivel de cuarto la frecuencia fue del 44.4% (IC g54, 39.7 @ 49.0), de la cual la mastitis
clinica represent6 el 2.9% (IC g50 1.3 @ 4.5) y la mastitis subclinica del 41.5% (IC g5, 36.9 a 46.0)

La region Ciénega presentd una frecuencia de mastitis a nivel de vaca del 84.2% (IC gs50, 74.7 @
93.7). A nivel de cuarto la frecuencia fue del 51.7% (IC g5, 45.2 a 58.2), de la cual la mastitis clinica
represento el 2.2% (IC g5, 0.3.a 4.1) y la mastitis subclinica del 49.5% (IC g5, 43.0 a 56.0).

La distribucion de la mastitis en las distintas regiones fue notoria, obteniendo una mayor frecuencia
de mastitis subclinica en establos de la region Ciénega, la regién Altos Sur mostré la mas alta
frecuencia clinica, mientras que en la region Altos Norte obtuvo los niveles mas bajos tanto de
frecuencia clinica como de la subclinica (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de la frecuencia de mastitis en establos de tres
regiones del estado de Jalisco

Las muestras de leche cultivadas presentaron los siguientes resultado; se obtuvo una mayor
frecuencia de bacterias del género Staphylococcus spp, representando el 27% del total de las
muestras.

La region Altos Norte presento una menor frecuencia de S. aureus, estafilococos coagulasa
negativos y de Streptococcus spp, asi como una mayor cantidad de cuartos sin crecimiento.
La region Ciénega mostro la mayor frecuencia de S. aureus, estafilococos coagulasa negativos y
de Streptococcus spp (Figura 2).
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Figura 2. Frecuencia de la presencia de bacterias asociadas a mastitis en
establos de tres regiones del estado de Jalisco

CONCLUSIONES
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Las diferencias en la frecuencia de mastitis y la presencia de agentes etioldgicos que se
identificaron entre las tres regiones, probablemente se da por la diferencia en la tecnificacién de los
establos que presenta cada region, ya que la region de los Altos Norte se caracteriza por una
mayor tecnificacion y presento una menor frecuencia de mastitis asi como una menor frecuencia de
agentes etioldgicos patdgenos, seguido por la region Altos Sur y con una menor tecnificacion la
region Ciénega, la cual presentd una mayor frecuencia de mastitis subclinica ademas de una
mayor aparicion en el cultivo de S. aureus y Streptococcus spp.
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RESUMEN

En la Planta de Tratamiento de Agua Residual Sierra Hermosa (PTAR-SH), ubicada en el parque
estatal Sierra Hermosa de Tecamac Estado de México, se lleva a cabo un proceso biolégico
aerobio para el tratamiento de aguas residuales domésticas, cuyos productos son: agua tratada,
que se redutiliza principalmente para riego de areas verdes y como alimentacion de la laguna
artificial del mismo parque, y biosélidos. En este estudio se determinaron coliformes fecales,
huevos de helminto y metales pesados, para agua tratada y biosélidos; ademas grasas y aceites,
DBO y SST en agua, y Salmonella en biosdlidos, con el objetivo de comprobar la eficiencia de los
procesos de la PTAR-SH. Los muestreos se realizaron de acuerdo a la NMX-AA-003 y los analisis
se realizaron de acuerdo a las normas NOM-001-ECOL-1996, NOM-003-ECOL-1997 y NOM-004-
SEMARNAT-2002. En los resultados del andlisis de agua se encontr6 que la cantidad de
coliformes fecales y huevos de helminto superan los limites maximos permisibles especificados
para el re-uso de contacto directo, a pesar de utilizar la cloracibn como método terciario; las
concentraciones de metales pesados y las pruebas fisicoquimicas estan dentro de especificacion.
Para los resultados de biosélidos se encontré que se clasifican en clase C. Debido al origen
doméstico de las aguas residuales, los procesos para la remocion de contaminantes en agua son
satisfactorios para re-uso de agua de contacto ocasional. Aunque los biosélidos cumplen lo
especificado, se puede mejorar la clase a excelente para poder disponerlos en usos urbanos,
mejorando el tratamiento de estabilizacién o complementando con un tratamiento quimico.

INTRODUCCION

Las aguas residuales de origen doméstico son las que se generan luego de su paso por la
actividad humana, contaminandose principalmente con materia organica, microorganismos, sélidos
provenientes de excrementos, orinas y residuos de la cocina y del aseo, tales como aceites,
grasas, restos de comida, detergentes y otros. Estas aguas son peligrosas, debido a la posible
presencia de una alta poblacion de microorganismos patdégenos. Las bacterias, patégenas y no
patégenas, descomponen la materia organica mediante procesos de hidrolisis, reduccién y
oxidacidén. La composicion de este tipo de aguas residuales es de 99 % de agua y 1 % de sélidos,
en suspension y solucion. Estos sélidos pueden clasificarse en organicos e inorganicos. Los
sélidos organicos se pueden clasificar en nitrogenados y no nitrogenados, los nitrogenados son
proteinas, ureas, aminas y aminoacidos; los no nitrogenados son principalmente celulosa, grasas y
jabones. Los sdlidos inorganicos estan formados principalmente por nitrégeno, fosforo, cloruros,
sulfatos, carbonatos, bicarbonatos y algunas sustancias téxicas como los métales pesados:
arsénico, cadmio, cromo, cobre, mercurio, plomo y zinc.

El agua residual puede originar problemas medioambientales, la presencia de materia organica
junto con nutrientes puede provocar alteraciones en la microbiota de un sistema, llegandose a
producir eutrofizacion del medio. La presencia de sustancias téxicas pueden llegar a causar dafios
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a los seres humanos (Osorio et al., 2010). Dichos efluentes se deben recolectar y trasladar a un
centro de tratamiento en el que se procesen para permitir su retorno al ambiente, sin efectos
perjudiciales para la salud humana y el ecosistema.

TEORIA
Contaminantes del agua

Contaminantes de tipo quimico son las grasas y aceites, conjunto de sustancias pobremente
solubles que se separan de la porcion acuosa y flotan formando natas, peliculas y capas
iridiscentes sobre el agua. El pardmetro de grasa y aceites incluye ceras, ésteres de cadena larga,
compuestos con cadenas largas de hidrocarburos. Estos compuestos pueden ser hidrolizados en
acidos grasos y alcoholes por accion bacteriana. Las grasas y aceites afectan la transferencia de
oxigeno en el proceso de tratamiento bioldgico aerobio.

En aguas residuales y lodos, se hace la determinacion de solidos volatiles y solidos fijos para
obtener una medida de la cantidad de materia organica presente; los solidos suspendidos totales,
soélidos suspendidos volatiles y solidos sedimentables son pardmetros de control de proceso,
cuando el tratamiento es biologico. Sin embargo, es la demanda bioquimica de oxigeno la
determinacion para cuantificar correctamente la materia organica; la medida supone la cantidad de
oxigeno consumido por organismos vivos en la utilizacion de la materia organica presente en un
residuo. En aguas residuales domésticas, el valor de la DBO a 5 dias representa en promedio un
65-70 % del total de la materia orgénica oxidable.

El andlisis bacteriologico del agua es vital en la prevencion de epidemias como resultado de la
contaminacion del agua, especialmente del grupo coliforme. Este dltimo incluye bacterias de forma
bacilar, aerobias y facultativas anaerobias, Gram-negativas, no formadoras de esporas y con la
capacidad de fermentar la lactosa, con formaciéon de gas. La presencia de estos organismos en
agua es evidencia de contaminacién fecal; en aguas residuales se encuentran en promedio
10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los parasitos que son patdgenos para el hombre se
clasifican en dos grupos: los protozoos y los helmintos. Los protozoos son organismos unicelulares
cuyo ciclo de vida incluye una forma vegetativa (trofozoito) y una forma resistente (quiste). Los
huevos de helminto son un grupo de organismos que incluye los nematodos, trematodos y
cestodos. Las caracteristicas epidemiolégicas que hacen de los helmintos patégenos entéricos
causantes de infeccién por contacto con agua contaminada, son su alta persistencia en el medio
ambiente, la minima dosis infecciosa, la baja respuesta inmune y la capacidad de permanecer en
el suelo por largos periodos de tiempo. En el estudio de los huevos de helminto se utiliza como
parasito indicador a Ascaris lumbricoides (CYTED, 2003).

Los metales pesados estan presentes naturalmente en los suelos, éstos se afiaden
frecuentemente al agua residual en el curso de ciertas actividades comerciales e industriales
(Giuffré et al.,2005). Normalmente no aparecen en las aguas residuales domésticas (Metcalf y
Eddy, 1995). Se considera metal pesado aquel elemento que tiene una densidad igual o superior a
5 g /cm® cuando esta en forma elemental, o cuyo nimero atémico es superior a 20, excluyendo los
metales alcalinos y alcalino-térreos (Garcia y Dorronsoro, 2005), aunque en esta definicion encajan
también elementos esenciales para las plantas como Fe, Cu, Mn, Zn u otros esenciales para los
animales como Co, Cr o Ni (Mendoza, 2006). Los elementos As y Se, se consideran como
metaloides pero por su efecto contaminante se incluyen dentro de los metales pesados. Estos
contaminantes no son biodegradables y pueden acumularse en Organos vitales del cuerpo
humano, produciendo efectos tdxicos progresivos (Queirolo et al., 2000). Entre las principales
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fuentes de emision de los metales de mayor preocupacion en México se tiene: Mercurio, Plomo y

Cadmio (INECC, 2009).

Plantas de tratamiento de aguas residuales

Al cierre de 2012 el registro de plantas de tratamiento de aguas residuales en operacion en el pais
fue de 2,342 instalaciones, con una capacidad instalada de 140 142.08 I/s y caudal tratado de 99
750.23 I/s. Los procesos principales son lagunas de estabilizacion 31%, lodos activados 30%,
UASB (RAFA: Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente) 8%, fosa séptica 4%, fosa séptica y
humedal 4% y otros 23% (reactor enzimatico, humedales, proceso anaerobio, tanque Imhoff, filtro
biolégico, laguna aireada, sedimentacion, biolégico, zanjas de oxidacién, tanque de oxidac
biodiscos, proceso aerobio o combinacién de alguno de estos) (CONAGUA, 2012); ver Figura 1.
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Figura 1. Procesos en el tratamiento de aguas residuales en México.
Algunas caracteristicas de los procesos mas comunes utilizados en el tratamiento de agua se

muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Procesos de tratamiento de aguas residuales mas comunes

ion,

698 732
188
97
Fosa Séptica + Fosa Séptica  RAFA/UASB Lodos Lagunas de
Humedales Activados Estabilizacion

Proceso de Tratamiento

Caracteristica

Lagunas de estabilizacion

Lodos activados

Reactor Anaerobio de Flujo
Ascendente

Fosa séptica

Humedal

Sencillos de operar y mantener. Son estanques con una extensa
area superficial y gran volumen. Largo tiempo de proceso.

Debido a la biomasa suspendida de aireacién extendida se
requieren equipos de aireacion prolongada. Los microorganismos
transforman los contaminantes biolégicos en biomasa, didxido de
carbono y agua, ademas de eliminar compuestos como el amonio
y otros compuestos nitrogenados.

Tanques que operan en régimen continuo y en flujo ascendente.
En el reactor existen: zona de lecho de lodos, zona de dispersion
de microorganismos y zona de separacion gas-liquido-solido.

El tratamiento produce metano y diéxido de carbono.

Diseflado y construido para recibir las descargas de aguas
residuales domiciliarias. Separa parcialmente los soélidos
suspendidos, digiere una fraccion de la materia organica presente
y retiene temporalmente los lodos, natas y espumas generadas
(NOM-006-CNA-1997).

Son tierras que se inundan de manera permanente o
intermitentemente, originando un ecosistema hibrido acuatico-
terrestre. La remocion de contaminantes se da por interacciones
sustrato (arena, grava, arcilla) raices y rizomas de vegetacion
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emergente (IMTA, 2014)

Estadisticas en 2014 reportan que se generaron 228.74 m¥s de aguas residuales, de las que se
colectaron 210.99 m%s y se trataron 111.25 m®/s, a nivel nacional (SEMARNAT, 2014); del total de
municipios y delegaciones sélo en 692 se da algun tratamiento al agua residual para reutilizarla,
esto equivale al 37%. De 1940 plantas de tratamiento de aguas residuales que operan a nivel
nacional, 112 estan en el Estado de México distribuidas en 57 de los 125 municipios, con una
capacidad instalada de 7.53 m®s y 5.16 m®s de volumen de operacién (INEGI, 2016).

En el municipio de Tecamac existen seis plantas de tratamiento para las aguas residuales
domeésticas, las cuales son administradas por el Organismos Descentralizado de Agua Potable
Alcantarillado y Saneamiento de Tecamac; la operacion es mediante lodos activados. La capacidad
instalada en conjunto es de 521 I/s y solo se tratan 338 I/s, lo que representa el 65% de efectividad
de las plantas. El agua tratada en la gran mayoria es utilizada por los ejidatarios para el riego de
parcelas y en menor cantidad para el riego de areas verdes dentro del municipio. (Plan de
Desarrollo Municipal de Tecamac 2016 - 2018).

El tratamiento mediante lodos activados es un proceso con alta concentracion de microorganismos,
basicamente bacterias, protozoos y hongos, presentes en forma de conglomerados sueltos de
particulas finas que se mantienen es suspension por agitacion. Ademas de remover la materia
organica, se lleva a cabo el proceso de biosorcion de metales pesados y otros componentes de
estructuras quimicas complejas (Rajasulochana y Preethy, 2016). Debido a que no existe un
método para tratar la mayoria de los contaminantes en un solo paso, es importante, para el medio
ambiente y seres vivos, corroborar la eficiencia de los procesos del tratamiento de aguas
residuales y de disposicion de lodos agotados.

Posterior al uso de lodos activados, una vez que éstos han perdido su eficiencia, son retirados del
proceso y estabilizados por diversos procedimientos hasta obtener los biosélidos. Debido a que
estos residuos soélidos contienen gran variedad de microorganismos, es importante asegurar que el
proceso quimico o de secado que se utilice disminuya la cantidad de parasitos y patégenos como
Salmonella sp. y coliformes fecales ademas de descartar la concentracion de metales pesados, de
acuerdo a normatividad oficial.

PARTE EXPERIMENTAL

Se realiz6 muestreo de agua tratada, biosdélidos, agua de la laguna y sedimento de la laguna de la
PTAR-SH. El muestreo y los andlisis microbiolégicos, fisicoquimicos y de metales, para agua
tratada, se realizaron en base a las NMX-AA-004, NMX-AA-005, NMX-AA-028, NMX-AA-042 y
NMX-AA-051.

Los resultados se analizaron de acuerdo con la NOM-003-ECOL-1997 que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en
servicios al publico. El muestreo y analisis microbiolégicos y de metales pesados se realizaron de
acuerdo a la NOM-004-SEMARNAT-2002 Proteccion ambiental. Lodos y biosélidos.
Especificaciones y limites maximos permisibles de contaminantes para su aprovechamiento y
disposicion final (ver Figura 2).
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AGUA: NOM-003-ECOL- Collformesl fecales, Huevos
de Helminto, Grasasy

1997 aceites, DBO5 y SST
( BIOSOLIDOSY ) Coliformes fecales,
SEDIMENTO DE LAGUNA Salmonella spp, Huevos de
ARTIFICIAL: NOM-o004- Helminto y Metales
| SEMARNAT-2002 | L pesados )

Figura 2. Descripcion de andlisis realizados en agua y biosélidos de la PTAR-SH
En la Tabla 2 se muestran los limites maximos permitidos (LMP) de contaminantes en agua

residual tratada, promedio mensual, establecidos en la NOM-003-ECOL-1997.

Tabla 2. Limites maximos permitidos de contaminantes en agua residual tratada.

Tipo de reuso Coliformes fecales Hueyos de G;;Si?;y DBO5 SST
(NMP/100ml) helminto (h/l) (mall) (mg/l) (mgll)
Servicios al pu_bhco con 240 <1 15 20 20
contacto directo
Servicios al publico con
contacto indirecto u 1000 <5 15 30 30
ocasional

La norma ademas especifica que:

> La materia flotante debe estar ausente

» El agua residual tratada reusada en servicios al publico, no deberd contener
concentraciones de metales pesados y cianuros mayores a los LMP establecidos en la
NOM-001-ECOL-1996 (Tabla 3).

Tabla 3. Limites méaximos permitidos de metales pesados en agua tratada reusada en
servicios al publico.

Parametros (mg/l) | Embalses Naturales y artificiales. Uso publico urbano
Promedio mensual Promedio diario

Arsénico 0.100 0.20
Cadmio 0.100 0.20
Cobre 4.000 6.00
Cromo 0.500 1.00
Mercurio 0.005 0.01
Niquel 2.000 4.00
Plomo 0.200 0.40
Zinc 10.000 10.00
Cianuro 1.000 2.00

Los parametros a controlar en los biosolidos se describen en la tabla 4 para metales pesados y en
la tabla 5 para patdgenos y parasitos, establecidos en la NOM-004-SEMARNAT-2002

Tabla 4. Limites maximos permitidos para metales pesados en biésolidos.
Contaminante Clasificacion del biosélido
(mgll) Excelentes | Buenos
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(mg/Kg en base seca) | (mg/Kg en base seca)
Arsénico 41 75
Cadmio 39 85
Cromo 1200 3000
Cobre 1500 4300
Plomo 300 840
Mercurio 17 57
Niquel 420 420
Zinc 2800 7500

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Tabla 5. Limites maximos permisibles para patdgenos y parasitos presentes en biosdlidos y

lodos.
Clase Coliformes fecales Salmonella spp Huevos de helminto
(NMP/g en base seca) | (NMP/g en base seca) | (h/g en base seca)
A <1000 <3 <lviables
B <1000 <3 <10
C <2000 000 <300 <35
RESULTADOS

Resultados del agua residual y agua de la laguna artificial

En la Tabla 6 se presentan los resultados de agua tratada y agua de la laguna artificial, con lo
especificado en normas.

Tabla 6. Resultados de los analisis de agua tratada y agua de la laguna de la PTAR-SH

Especificaciones de la Aqua tratada de la Agua de la
Parametro NOM-003-ECOL-1997 y NOM- 9 PTAR-SR Laguna del
001-ECOL-1996 parque SR
Coliformes fecales <240 D
(NMP/100ml) <1000 0 >240 >240
Huevos de helminto <1 D
(h/1) <5 (0] 4 400
. 15 D
Grasas y aceites (mg/l) 15 o 8.70 8.00
20 D
DBOs (mg/l) 30 o 4.40 28.00
20 D
SST (mg/l) 30 o 13.10 21.36
Arsénico (mg/l) 0.1 PM nd nd
Cadmio (mg/l) 0.1 PM 0 0
Cianuro (mg/l) 1 PM Nd nd
Cobre (mg/l) 4 PM 0.0090 0.0077
Cromo (mg/l) 0.5 PM 0 0
Mercurio (mg/l) 0.005 PM Nd nd
Niquel (mg/l) 2 PM 0.0050 0.0140
Plomo (mg/l) 0.2 PM 0.0520 0.0163
Zinc (mg/l) 10 PM 0.1600 0.1900
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*nd: no determinado, D: uso del agua en servicios de contacto directo, O: uso de agua en servicios
de contacto ocasional, PM: promedio mensual

De los resultados analizados se puede observar lo siguiente:

» Los coliformes fecales superan el LMP, tanto en agua tratada como la de la laguna.

» El agua tratada que sera utilizada para servicios de contacto directo se trata con cloro para
disminuir la presencia de coliformes fecales.

» Existe presencia de huevos de helminto en cantidad superior a lo permitido, tanto en agua
tratado como en agua de la laguna. Existe evidencia de una mayor concentracion de
huevos de helminto hace siete afios, con la identificacién de Taenya (60%), Ascaris(30%) y
Hymenolepis (10%), indicadores de contaminacidon por parasitos. (Dominguez G. O., 2009)

» Respecto a las pruebas fisicoquimicas, las cantidades de grasas y aceites asi como
sélidos suspendidos totales estdn dentro de los LMP. La DBO obtenida muestra minima
concentracién y también esté dentro de los LMP.

» Debido a que el agua residual que se trata en la PTAR-SR es de tipo doméstica se tiene
que la presencia de metales pesados es minima, siendo no detectable para cadmio y
cromo. Arsénico, mercurio y cianuros no fueron determinados.

Resultados de los biosélidos

Para caracterizar a los biosdlidos (la NOM-004-SEMARNAT-2002) primero se determina que la
presencia de metales pesados esté dentro los LMP, para proceder al analisis de patégenos y
parasitos. En la tabla 7 se muestran los resultados respecto a la pre-clasificacion de lodos en
excelentes y buenos. En este criterio, tanto los biosélidos como el sedimento de la laguna son de
calidad excelente, los metales pesados se encuentran muy por debajo de los LMP.

Tabla 7. Resultados de analisis de metales pesados en biosélidos y en sedimento de la
laguna.

Parametro Especificaciones de la NOM- _
004-SEMARNAT-2002 Sedimento

Metales Biosdlidos de

(mg/kg en base Excelente Bueno Laguna
seca)

Arsénico 41 75 Nd nd
Cadmio 39 85 0.44900 0.54405
Cromo 1200 3000 3.624 6.177
Cobre 1500 4300 9.1470 10.3372
Plomo 300 840 0.00 0.00
Mercurio 17 57 Nd nd
Niquel 420 420 12.69600 13.44705

Zinc 2800 7500 104.7730 106.0192

*nd: no determinado

El promedio de diferencias de metales en biosdlidos y metales en sedimento de la laguna no es
significativo (a un nivel del confianza de 0.05 con estadistico de prueba t), aun cuando el promedio
en el sedimento sea ligeramente mayor; este estudio debe continuar realizandose para detectar
cualquier acumulacion de metales en el agua o sedimentos de la laguna.

Una vez realizada la caracterizacion de biosoélidos y sedimentos en base al criterio de deteccién de
metales pesados, se procede al andlisis por clase, en base a la deteccion de patdégenos y
parasitos. En la Tabla 8 se comparan los resultados con los biosélidos Clase A, By C.
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Tabla 8. Andlisis de patégenos y parasitos en biosoélidos y en sedimento de la laguna.

Parametro Especificaciones de la NOM-004-SEMARNAT-2002
Patogenos y parasitos Clase Clase Clase Blosclidos
g yp A B C

Coliformes fecales

(NMP/g en base seca) <1000 <1000 <2000 000 2530

Salmonella spp.

(NMP/g en base seca) <3 <3 <300 2
Huevos de helminto <lviables <10 <35 2
(h/g en base seca)

De esto se desprende que:

> La presencia de metales pesados esta muy por debajo de los limites maximos, se pueden
considerar de calidad excelente. No existen resultados para arsénico y mercurio. Plomo no
fue detectado.

» Debido a que existen 2530 NMP/g en base seca de coliformes fecales, los biosélidos no
pueden ser caracterizados como de Clase A o B, aunque se reporten solo 2 NMP de
Salmonella spp./g y 2 huevos de helminto por gramo, en base seca. Los biosélidos tipo C
se pueden aprovechar para usos forestales, mejoramientos de suelos y usos agricolas.

» Aunque existe presencia de coliformes fecales y huevos de helminto en el agua tratada en
a la PTAR, los procesos de estabilizacion de los lodos generados que se llevan a cabo en
la PTAR-SH disminuyen dichas concentraciones.

CONCLUSIONES

El agua tratada tiene una eficiencia de degradacion cuyos pardmetros fisicoquimicos y presencia
de metales cumplen con lo establecido por las normas de la Comisidon Nacional del Agua. Siendo
aguas residuales de origen doméstico, la presencia de metales esta dentro de los limites
establecidos.

La presencia de coliformes fecales y huevos de helmintos, por encima de la norma, indican
contaminacion o un proceso de tratamiento deficiente; el uso de cloracion es un proceso
complementario antes de reutilizar el agua en uso publico urbano.

Cuando el agua tratada es descargada a la laguna artificial del mismos parque, se debe considerar
gue es agua estancada con las condiciones ambientales adecuadas para el desarrollo de parasitos
y patégenos, por lo que es importante el seguimiento continuo de acuerdo a la NOM-001-ECOL-
1996, pues aunque la laguna no es natural y no existe contacto con personas, es un bien de la
Nacion.

Por otro lado, los biosélidos son clasificados como de clase C debido a la concentracion de
coliformes fecales y huevos de helminto viables, sin embargo estas cantidades pueden minimizarse
mejorando el tratamiento de estabilizacién o complementandolo con un tratamiento quimico.
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RESUMEN

La fitorremediacion es un método bioldgico capaz de aprovechar la capacidad de ciertas plantas
para extraer metales pesados (MP) del suelo y promover la restauracién de sitios contaminados.
Los sitios con mayor contaminacion con MP, usualmente contienen suelos pobres en nutrientes,
las especies vegetales son de crecimiento lento y producen una cantidad limitada de biomasa.
Para superar esta desventaja, se puede introducir hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en
simbiosis con la planta, o leguminosas en simbiosis con bacterias formadoras de nddulos llamadas
colectivamente rizobios. Los microorganimos rizosféricos asociados, se han propuesto como una
tecnologia bioldgica capaz de estabilizar o remover contaminantes inorganicos del suelo. Lo que
contribuye a promover crecimiento vegetal, mediante la absorcion de nutrientes. En sitios
contaminados, los HMA presentan la capacidad de translocar estos elementos traza a la parte
aérea (fitoextraccién), o estabilizarlos en la raiz (fitoestabilizacion); y la simbiosis rizobio-
leguminosa como un sistema de biorremediacion, lo cual ayuda a fomentar la rehabilitacion de un
sitio contaminado con iones metalicos. Esta revision ofrece una visidon general de los aspectos
bésicos de la contaminacién del suelo con MP, describe la fitorremediacion como una alternativa
biolégica para la restauracion del suelo, destaca la importancia de la simbiosis leguminosa-rizobio y
los HMA en simbiosis con la planta.

INTRODUCCION

Los metales pesados (MP) son componentes naturales del suelo, y muchos de estos elementos
son esenciales para el desarrollo vegetal, por ejemplo, cobre (Cu), zinc (Zn), hierro (Fe),
manganeso (Mn), niquel (Ni), y cobalto (Co), por el contrario, el cadmio (Cd), mercurio (Hg), plata
(Ag), cromo (Cr), y plomo (Pb), son extremadamente tdxicos en niveles elevados (Cetin et al.,
2011). Debido al rapido desarrollo de la economia global, industrial y de urbanizacién, se ha
generado un aumento en la acumulacioén de metales y metaloides en el suelo (Oves et al., 2010).
Los MP pueden ser encontrados en el suelo, y al ser las plantas expuestas a diferentes
condiciones de estrés ambiental, como un bajo nivel de agua, temperaturas extremas, elevada
acidez o alcalinidad, poca disponibilidad de nutrientes, los MP pueden reducir el crecimiento y
productividad de la planta; sin embargo, las plantas poseen mecanismos que ayudan a tolerar este
estrés generado, al inducir una simbiosis con los hongos y microorganismos de la rizosfera, lo cual
promueve la supervivencia en sitios perturbados con MP. Entre estas simbiosis, la simbiosis
micorrizica es la responsable de la absorcién de nutrientes en el suelo, de promover la
productividad en la planta y de inducir resistencia al estrés (Fusconi y Berta, 2012). Ademas,
también se ha encontrado que en los programas de fitorremediacion, las leguminosas asociadas
con bacterias fijadoras de nitrégeno son particularmente Utiles, puesto que el suelo contaminado
frecuentemente contiene bajos niveles de materia organica y el crecimiento de la planta es
restringido por las deficiencias de nitrégeno (Gomes et al., 2013). La interaccion rizobio-leguminosa
puede mejorar el contenido de nitrégeno en suelo y promover el crecimiento vegetal (Gomes et al.,
2013; Hao et al., 2014).

Nuevas estrategias bioldgicas han surgido como una alternativa para restaurar sitios contaminados
(Azcon et al., 2010). Un proceso alternativo es la fitorremediacion, “uso de plantas para extraer,
secuestrar, y detoxificar contaminantes, es una tecnologia aceptada para la remediacion de un
suelo contaminado (Liang et al., 2009; Vamerali, Bandiera y Mosca, 2010). Esta es una de las
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pocas técnicas de descontaminacién que preserva la estructura del suelo y la comunidad
microbiana (Bissonnette et al., 2010).

Estudios previos han sefalado la contribucién de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en
simbiosis con las plantas superiores al aumentar la eficiencia en la eliminacién de MP en suelo
(Bir6 et al, 2009). Esto contribuye a mejorar la estabilizacion de metales en suelo
(fitoestabilizacién) o promueve la transferencia de contaminantes inorganicos a la parte aérea de la
planta hospedadora (fitoextraccion) (Liang et al., 2009). Ademas, las especies vegetales como las
leguminosas son usualmente los primeros colonizadores en suelos degradados y pobres en
nutrientes (Gomes et al., 2013). Se ha demostrado que la simbiosis entre la leguminosa y los
rizobios tolerantes a metales pesados, mejora la eficiencia en la remediacion de sitios
contaminados (El Aafi et al., 2012). Lo cual ha sido propuesto como un sistema que puede
contribuir en la fitorremediacion de suelos contaminados con MP (El Aafi et al., 2012; Hao et al.,
2014). Esta revisién ofrece una vision general de los aspectos basicos de la contaminacién del
suelo con MP, describe la fitorremediacion como una alternativa bioldgica para la restauracién del
suelo, destaca la importancia de la simbiosis leguminosa-rizobio y los HMA en simbiosis con la
planta.

Los metales pesados

Los MP son componentes naturales de la corteza terrestre, pero en muchos ecosistemas, la
concentracién ha aumentado y alcanzado niveles téxicos (Pilon-Smith y Freeman, 2006; Gamalero
et al.,, 2009; Sarma, 2011; De Souza et al., 2012). Su alta concentraciéon en el suelo, se ha
convertido en un problema mundial (Marrero-Coto et al., 2010; Bhargava et al., 2012; Ali et al.,
2013) que afecta negativamente la salud humana y el ambiente (Gamalero et al., 2009). Cualquier
metal o metaloide que cause problemas ambientales, y no pueda ser degradado biolégicamente
debe ser considerado como un MP (Garbisu y Alkorta, 2001; Sarma, 2011).

El término MP se refiere a cualquier elemento metalico que tiene una densidad relativamente alta y
es téxico o venenoso aun en bajas concentraciones (Duruibe et al., 2007; Nagajyoti et al., 2010;
Bhargava et al., 2012). Los MP en un término general, se aplica a un grupo de metales de
transicion, lantanidos y algunos metaloides, con densidad atomica mayor o igual a 5 g/cm3 en su
forma elemental (Duruibe et al., 2007; Marrero-Coto et al., 2010; Nagajyoti et al., 2010; Vamerali et
al., 2010; Miransari et al., 2011a,b) y con un ndmero atémico mayor de 20 (Vamerali et al., 2010).

Hongos micorrizicos arbusculares

Los HMA son biotrofos obligados en las plantas superiores y constituyen uno de los grupos de
microorganismos mas difundidos en el suelo (Abdel Latef, 2011). Su asociacion simbidtica es
mutuamente benéfica (Aguilera et al., 2014). Ellos son una parte integral de los ecosistemas
terrestres y forman simbiosis con mas del 90 % de las especies vegetales (Liang et al., 2009;
Abdel-Fattah y Asrar, 2012). Esta interaccién micorrizica arbuscular (MA) ocurre en la mayoria de
los habitats y climas, e incluye suelos perturbados, como los derivados de actividades mineras
(Khan, 2005).

HOnNgos micorrizicos arbusculares en la fitorremediacién de metales pesados

Los metales interactian con los hongos en diferentes vias, lo cual depende la especie metalica,
organismo y ambiente. Muchos metales son esenciales para la vida, por ejemplo, Na, K, Cu, Co,
Ca, Mg, Mn y Fe, pero todos exhiben toxicidad cuando se presentan arriba de ciertos umbrales.
Otros metales, Cs, Al, Cd, Hg y Pb, no tienen funcion bioldgica, pero pueden ser acumulados por
los hongos. A pesar de la aparente toxicidad, muchos hongos sobreviven, crecen, en sitios
contaminados con elementos traza y una variedad de mecanismos contribuye a su tolerancia
(Gadd, 2008).

Los desechos residuales generados por actividades mineras regularmente contienen altas
cantidades de MP en suelo (Alguacil et al., 2011) que suelen tener efectos adversos sobre los
procesos microbianos (Ho-Man et al., 2013). Sin embargo, en este tipo de suelo extremadamente
contaminados con MP se ha demostrado que los HMA pueden beneficiar a la planta hospedante
(Liang et al., 2009): (1) al mejorar la absorciéon de nutrientes (Aguilera et al., 2014), (2) proporcionar
mayor crecimiento vegetal (Cetin et al., 2011), (3) mayor absorcion de agua (Miransari, 2011a,b),
(4) aumento de la tolerancia a la sequia (Abdul-Wasea y Khalid, 2011), (5) suprimir la infeccion de
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patégenos (Bharadwaj et al., 2008; Miransari, 2011a), se mejora la tolerancia en la planta con
respecto a los MP (Cetin et al., 2011), (6) incrementa la bioacumulacion de elementos inorganicos
en los tejidos aéreos de la planta o por el contrario, se reduce la concentraciéon en la especie
vegetal (Bissonnette et al, 2010); (7) restaurar sitios contaminados con contaminantes
inorgénicos (Khan, 2005; Liang et al., 2009).

Los HMA al colonizar la raiz de la planta en sitios contaminados con MP (Usman et al., 2009; Cetin
et al.,, 2011), indica que estos hongos han desarrollado mecanismos especificos de tolerancia,
secuestro y acumulacién contra estos elementos (Arriagada et al., 2009b; Bir6 et al., 2009; Alguacil
et al., 2011). La colonizaciéon ayuda en la revegetacién de suelos contaminados (Alguacil et al.,
2011). Sin embargo, el papel de los hongos micorrizicos en fitorremediacion no esta
completamente entendido. Diversos estudios han demostrado que los HMA desarrollan
mecanismos que permiten la acumulacion del metal en la raiz de la planta y previenen su
translocacion a brotes (Meier et al., 2012); lo cual ayuda a la fitoestabilizacion de MP en
suelo (Liang et al., 2009). No obstante, otros estudios han demostrado que los HMA promueven la
absorcion y transferencia de MP a los brotes (fitoextraccion) (Liang et al., 2009; Meier et al., 2012).
Aunque existe una gran cantidad de literatura sobre los efectos de la colonizacion micorrizica
arbuscular en las plantas sometidas a estrés con MP (Gohre y Paszkowski, 2006), también hay
observaciones contradictorias, con una amplia variacion en los resultados (Leyva et al., 2002; Gaur
y Adholeya, 2004; Citterio et al.,, 2005; Gohre y Paszkowski, 2006; Khade y Adholeya, 2007;
Mathur et al., 2007; Jankong y Visoottiviseth, 2008;Liu et al., 2011). Por lo que el impacto de los
hongos micorrizicos en la fitorremediacién aln es controversial (Gamalero et al., 2009; Liu et al.,
2011). Poco se ha estudiado sobre el sinergismo entre el hongo y la planta hospedante en la
tolerancia a MP (Hall, 2002), ademas, los efectos de los HMA en la absorcién de MP en la planta
es aln poco entendido (Citterio et al., 2005; Arriagada et al., 2009b; Arriagada et al., 2009a).

La simbiosis con HMA ha sido propuesta como uno de los mecanismos de tolerancia de la planta a
MP (Hall, 2002; Jamal et al., 2002; Arriagada et al., 2005; Gamalero et al., 2009). La absorcién del
metal por la planta inoculada con el HMA puede variar drasticamente en funcion de la cepa
utilizada, la combinacion del hongo con la planta hospedante, el tipo de metal (Gamalero et al.,
2009; Novoa et al., 2010), las propiedades fisicoquimicas del suelo (nivel de fertilidad y pH) (Novoa
et al,, 2010; Cetin et al.,, 2011), la especiacién del metal y la concentracién del metal en
suelo (Liang et al, 2009). Por ello la seleccién apropiada de la cepa sera de gran importancia en la
estrategia de fitorremediacion a emplear (Jamal et al., 2002; Gaur y Adholeya, 2004).

Los HMA han mostrado incrementar la acumulacion (Jamal et al., 2002; Citterio et al., 2005) de
elementos traza como el Cobre (Cu), Niquel (Ni), Plomo (Pb) y Zinc (Zinc) (Jamal et al., 2002),
mientras que otros reportes indican que los HMA mejoran la tolerancia en la planta a los MP, como
ocurre en Helianthus annuus L. (girasol) o Glycine max (soya) cuando son asociados con Glomus
intraradices y Glomus mossae respectivamente (Davies et al., 2001; Jamal et al., 2002; Citterio et
al., 2005). Glomus intraradices es considerado por ser mas tolerante que otros genotipos de HMA
(Gohre y Paszkowski, 2006; Ker y Charest 2010). La especie de Helianthus annuus L. con G.
intraradices contribuye a mejorar la captacion y tolerancia de la planta a Ni (Citterio et al., 2005),
asimismo, la simbiosis de H. annuus con G. intraradices, logré6 una mayor eliminacion del Cr,
debido a su mayor produccion de biomasa (Davies et al., 2001). El hongo G. mossae mejoré6 la
translocacion de Ni en Cannabis sativa L de la raiz a brotes. Castillo et al., 2011 informaron que G.
intraradices con Tagetes erecta mejoré los rendimientos en la fitoacumulacion de Cu. Lo cual lo
hace un excelente prospecto para su uso.

Contribucion de los hma en la fitoestabilizacion y fitoextraccién de metales pesados

Los HMA son capaces de aliviar la toxicidad causada por metales pesados. Estos hongos son
capaces de inmovilizar metales en la rizosfera, al secretar sustancias: (1) capaces de precipitar al
metal en forma de granulos de polifosfato (Biré et al., 2009; Javaid, 2011), (2) unirlo a la pared
celular del hongo que contiene grupos amino, hidroxilo, carboxilo y proteinas que tienen la
capacidad de sorber el contaminante (Khan, 2006; Javaid, 2011), (3) producir una glicoproteina
insoluble llamada glomalina que liga metal pesado y reduce la biodisponibilidad por sorcién y
secuestro (Meier et al., 2012). Esto hace al HMA un candidato para procesos de fitoestabilizacon
con MP.
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Los procesos de simbiosis planta-hongo juegan un papel ecoldgico importante en procesos de
restauracion al ayudar a las especies vegetales a sobrevivir en ambientes altamente contaminados
(Khan, 2006; Cetin et al., 2011). Previos estudios han descrito diferentes especies vegetales en
simbiosis con HMA en la fitoestabilizacion. Se estudiaron los efectos de la simbiosis de Glomus
mossae y Zea mays cultivado en un suelo contaminado con Pb, Zn y Cd. G. mossae promovio el
crecimiento vegetal en el maiz. La mayor acumulacién de Pb, Zn y Cd se logré en la raiz. La
translocacion de los metales a la parte aérea no fue significativa. Estos resultados indican que esta
simbiosis puede favorecer los procesos de fitoestabilizacion en suelos contaminados con Pb, Zn, y
Cd. Al reducir la absorcion de estos metales a las parte aérea de la planta (Liang et al., 2009).

El término fitoextraccion se utiliza para referirse a la transferencia de contaminantes inorganicos del
suelo a la parte aérea de la planta. Es una técnica usada para limpiar sitios contaminados
(Bissonnette et al., 2010). La eficiencia de los procesos de fitoextraccién de metales pesados en el
suelo se maximiza por la presencia de HMA (Biré et al., 2009). EI HMA se ha caracterizado por
promover un rapido crecimiento en la especie vegetal, lo que lo hace util en los procesos de
fitoextraccion de MP (Bissonnette et al., 2010). Se han descrito diferentes especies vegetales en
simbiosis con HMA en la fitoextraccion de MP. Por ejemplo, se evalué la tolerancia de Eucalyptus
globulus en simbiosis con Glomus deserticola al arsénico. Esta simbiosis logrd incrementar la
concentracion de As en la parte aérea de E. globulus en niveles superiores a la planta no
micorrizada. Lo que hace a G. deserticola un candidato viable para procesos de fitoextracciéon en
un suelo contaminado (Arriagada et al., 2009a).

Se analiz6 el potencial de fitoextraccion de MP de Salix viminalis y Populus generosa inoculado
con Glomus intraradices. Ambas especies vegetales produjeron un alto rendimiento de biomasa. S.
viminalis acumul6 la mayor concentracion de MP. Lo que hace a S. viminalis un candidato viable
para la rehabilitaciéon de sitios ligeramente contaminados con Cd y Zn (Bissonnette et al., 2010).

Asociacion simbiotica leguminosa-rizobio

Las plantas comunmente obtienen su N y P del suelo a través de los fertilizantes o materia
organica. La disponibilidad del N en suelo es un factor que limita el desarrollo de las especies
vegetales (Sanchez-Pardo y Zornoza, 2014). Muchos géneros de leguminosas han resuelto este
problema de disponibilidad de N al interactuar con microorganismos que habitan en la rizosfera
(Pajuelo et al., 2011). Entre los microorganismos benéficos que mejoran la eficiencia del suelo y el
crecimiento de la planta, se encuentra a los HMA y las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(BPCV) que incluyen las bacterias fijadoras de nitrégeno, asi como los rizobios que establecen
simbiosis con las leguminosas (Miransari et al., 2011a,b).

Las bacterias benéficas de vida libre son conocidas como BPCV, capaces de promover el
crecimiento en la planta al colonizar la raiz. Estas BPCV también se denominan rizobacterias
promotoras de nédulos y se asocian con la rizosfera. Las BPCV se dividen en 2 grupos de acuerdo
al sitio donde residen: (1) bacterias simbidticas. Se alojan dentro de la célula de la planta, producen
nédulos, y son localizadas en estructuras especializadas; (2) rizobacterias de vida libre. Viven fuera
de la célula de la planta y no producen nédulos, pero promueven el crecimiento de la planta (Hayat
et al., 2010). Las bacterias simbidticas mas conocidas son los rizobios (Hayat et al., 2010; Abd-Alla
et al., 2014).

Los rizobios se caracterizan por establecer simbiosis con las leguminosas y formar nédulos en las
que fijan nitrégeno atmosférico y lo hace disponible para la planta (Mehboob et al., 2009). Este
grupo es considerado un habitante prominente en la rizosfera (Hernandez et al., 2012).

La simbiosis rizobio-leguminosa ha sido ampliamente estudiada por su capacidad por fijar
nitrégeno, lo cual es de vital importancia para mantener la fertilidad de los suelos (Abd-Alla et al.,
2012; Mandal y Bhattacharyya, 2012; Laranjo et al., 2014). Este proceso de fijacién biolégica de
nitrégeno (FBN) representa el 65% del N que en la actualidad se utiliza en la agricultura (Hayat et
al., 2010). La falta de fijacion de N puede llevar a pérdidas sustanciales en el rendimiento de
cultivos de las leguminosas (Garg y Bhandari, 2012), lo cual puede ser atribuido en parte a los
efectos de los metales pesados sobre los rizobios (Abd-Alla et al., 2012; Laranjo et al., 2014).
Existen rizobios tolerantes a MP, que se han utilizado para remediar suelos contaminados o para
degradar compuestos organicos en simbiosis con la planta. Esta simbiosis puede remover
exitosamente contaminantes complejos en suelos perturbados (Hayat et al., 2010).
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Rizobios resistentes a metales pesados aislados de suelos contaminados
La interaccion planta-bacteria que ocurre en un suelo contaminado con elementos traza se ha
dirigido principalmente en el contexto de la fitorremediacion (Sessitsch et al., 2013). Las principales
funciones de las bacterias al estar en simbiosis son: (1) proveer nutrientes al cultivo, (2) estimular
el crecimiento vegetal a través de la produccién de hormonas, (3) controlar o inhibir la actividad de
patégenos en la planta, (4), mejorar la estructura del suelo, (5) descomponer contaminantes
organicos a través de la biorremediacion de suelos contaminados (Hayat et al., 2010).
Los rizobios se han aislado de leguminosas cultivadas en areas contaminadas con MP. Estos
rizobios se han caracterizado por presentar alta tolerancia y efectividad en la fijacion de N.
Ademas, se ha encontrado que las leguminosas presentes en estos sitios, tienen menor nimero de
nddulos, y la actividad de fijacién de N disminuye (Pajuelo et al., 2008).
En los Ultimos afios, se ha citado una diversidad de rizobios resistentes a MP (Cuadro 1). Muchos
de ellos pertenecen a diferentes géneros: Mesorhizobium, Sinorhizobium, Rhizobium vy
Bradyrhizobium (Pajuelo et al., 2011).

Cuadro 1. Cepas de rizobios aisladas de residuos mineros con MP y rango de tolerancia
Especie Zn Cu Cd Ni Pb As Cr Co Hg Cita

(mM) (mM) (mM) (MmM) (mM) (MmM) (MM) (mM)

mM)
Rhizobio sp 05-2 052 0.1-1 0.25 3-6 1-10 - 0.1-4 5-20 Pajuelo
1 et al
(2008a)
Sinorhizobium - 1.4 - - - 10 - Pajuelo
et al
(2008b)
Mesorhizobium  16- 2.2 0.3- - - - 9-6 - - Hao et
32 0.5 al.

(2014)

Bradyrhizobium <1 15 <0.5 2 2 -
Mesorhizobium - - - - - - 7.7 - - Pajuelo
sp et al
(2011)

El uso de rizobios resistentes a metales en simbiosis con leguminosas en suelos contaminados,
desempefian una alternativa prometedora para la restauraciéon de suelos que se han degradado
por las actividades mineras.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La asociacién entre plantas y hongos micorrizicos arbusculares, debe ser tomada en cuenta para
aminorar la toxicidad de los metales ante la planta. Una seleccion de la cepa apropiada, la planta,
el metal y las propiedades quimicas del suelo, son factores que deben considerarse en un proceso
de fitorremediacion. En futuras investigaciones, serd necesario incluir la simbiosis micorrizica
arbuscular en el disefio de programas de fitorremediacion, con el objetivo final de aumentar su
eficiencia en la fitoestabilizacion o fitoextraccion de MP.

La simbiosis rizobio-leguminosa es una opcion para la restauracién de suelos perturbados por
metales pesados. La cual hace uso de procesos hioldgicos mejor conocidos como biorremediacion
y fitorremediacién. En este tipo de simbiosis bacteria-planta predominan los procesos de
fitoestabilizacién, lo cual es benéfico para estabilizar los contaminantes inorganicos en el suelo.
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